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RESUMO

A mastite bovina é a doenca mais comum e que mais causa prejuizos econdmicos em
rebanhos leiteiros de todo o mundo. Objetivou-se com o presente estudo avaliar os fatores
de risco para mastite subclinica em rebanhos leiteiros do Estado de Goias, identificar os
micro-organismos gram-positivos causadores de mastite, bem como a sua resisténcia
antimicrobiana. Foram coletadas amostras de leite de 1.034 vacas em lactacdo de 27
propriedades leiteiras localizadas no Estado de Goiés e realizadas analises de contagem de
células somaticas (CCS), exame bacterioldgico e teste de sensibilidade a antimicrobianos.
Foi aplicado um checklist em cada propriedade participante para obtencao de dados sobre 0s
animais, as propriedades e 0 manejo higiénico e sanitario dos rebanhos. Os fatores de risco
para mastite foram avaliados em modelo linear generalizado misto. Das 27 propriedades, 11
(40,74%) tinham CCS do tanque acima de 500.000 celulas/mL, portanto acima do limite
maximo estabelecido pela legislagdo brasileira. A prevaléncia de mastite subclinica nos
rebanhos (CCS > 200.000 células/mL) foi de 54,93%. Os principais fatores de risco
associados a ocorréncia de mastite subclinica em vacas leiteiras foram idade avancada, Ubere
penduloso e estagio de lactagdo avancado. Foram identificados 216 micro-organismos, Cocos
gram-positivos. Staphylococcus spp. (53,10%), particularmente S. aureus (30,09%),
destacou-se como um dos agentes mais comuns envolvidos na etiologia da mastite subclinica
bovina, seguido de Streptococcus spp. (22,12%) e Enterococcus sp. (16,81%). As maiores
taxas de resisténcia antimicrobiana foram de Staphylococcus aureus a penicilina (76%) e
ampicilina (74%), Streptococcus spp. a neomicina (65,08%), gentamicina (46,03) e
tetraciclina (43,66%) e Enterococcus spp. a tetraciclina (52,38%). Foram encontrados
isolados de Streptococcus spp. multirresistentes (18,06%).

Palavras-chave: contagem de células somaticas, mastite clinica, mastite subclinica;
Staphylococcus aureus; susceptibilidade antimicrobiana, vacas leiteiras.
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ABSTRACT

Bovine mastitis is the most common disease that causes the most economic losses in dairy
herds around the world. The objective of this study was to evaluate the risk factors for
subclinical mastitis in dairy herds in the State of Goids, to identify the gram-positive
microorganisms that cause mastitis, as well as their antimicrobial resistance. Milk samples
were collected from 1,034 lactating cows from 27 dairy farms located in the State of Goias
and analyzes of somatic cell count (SCC), bacterial examination and antimicrobial
sensitivity test were performed. A research checklist was applied to each participating
property to obtain data on the animals, the properties and the hygienic and sanitary
management of the herds. Risk factors for mastitis were assessed using a mixed generalized
linear model. Of the 27 properties, 11 (40.74%) had SCC of the tank above 500,000 cells/mL,
therefore above the maximum limit established by Brazilian legislation. The prevalence of
subclinical mastitis in herds (SCC> 200,000 cells / mL) was 54.93%. The main risk factors
associated with the occurrence of subclinical mastitis in dairy cows were old age, pendulous
udder and advanced lactation stage. 216 microorganisms were identified, gram-positive
cocci. Staphylococcus spp. (53.10%), particularly S. aureus (30.09%), stood out as one of
the most common agents involved in the etiology of bovine subclinical mastitis, followed by
Streptococcus spp. (22.12%) and Enterococcus sp. (16.81%). The highest rates of
antimicrobial resistance were Staphylococcus aureus to penicillin (76%) and ampicillin
(74%), Streptococcus spp. to neomycin (65.08%), gentamicin (46.03) and tetracycline
(43.66%) and Enterococcus spp. tetracycline (52.38%). Isolates of Streptococcus spp.
multiresistant (18.06%).

Keywords: antimicrobial susceptibility; clinical mastitis; dairy cows, somatic cell count;
Staphylococcus aureus; subclinical mastitis.



CAPITULO 1 - CONSIDERA(}OES INICIAIS
1. INTRODUCAO

A mastite é a inflamacéo da glandula mamaria e € uma das doengas mais comuns
e economicamente importantes que afetam a cadeia produtiva do leite em todo 0 mundo. Os
prejuizos provocados pela mastite incluem reducdo na produgdo e qualidade do leite,
aumento de custos com medicamentos, descarte de leite com residuo de antibidtico, descarte
precoce de animais e até mesmo morte dos animais em casos graves. Além disso, a mastite
é um problema de bem-estar animal e de satde publica.

A mastite ocorre principalmente em resposta a uma infec¢do intramamaria
bacteriana. A doenca é acompanhada por sinais clinicos (mastite clinica) ou inaparentes
(mastite subclinica)!. Em casos de mastite clinica podem ocorrer aumento da temperatura
local, dor, vermelhiddo, edema do quarto mamario ou sinais sistémicos e leite com
coloragio, viscosidade ou consisténcia anormais?.

A contagem de células somaticas (CCS) é um parametro importante para
caracterizar a qualidade do leite, sendo um indicador do estado sanitario da glandula
mamaria das vacas. As células somaticas encontradas no leite séo células de descamacéo do
epitélio secretor da glandula mamaria e células de defesa, leucdcitos. Quando ha um
processo inflamat6rio na glandula mamaria ocorre uma migracdo de leucécitos do sangue
para a glandula mamaria com o objetivo de combater o agente causador, 0 que provoca um
aumento na CCS do leite®.

A CCS do leite é uma ferramenta importante para o diagnéstico da mastite
subclinica e é internacionalmente aceita como critério para avaliar a saide da glandula
mamaria de uma vaca. Para a confirmacdo da doenca, em amostras compostas de leite,
geralmente € utilizado o limiar de 200.000 células somaticas/ mL (CS/mL), portanto um
animal com CCS acima deste valor é considerado com mastite subclinica* °. No Brasil, de
acordo com o Regulamento Técnico sobre Identidade e Qualidade do leite cru refrigerado,
aprovado pela Instru¢cdo Normativa n° 76 de 26 de novembro de 2018, o leite cru refrigerado
no tanque deve apresentar médias geométricas trimestrais de CCS de no maximo 500.000
CS/mLS.

O tratamento de mastites, seja durante a lactacdo ou no periodo seco, é uma das
principais razbes para o uso de antimicrobianos as vacas leiteiras’. Monitorar o
desenvolvimento da resisténcia antimicrobiana € importante para garantir a salde continuada

de animais e seres humanos.



Diversos fatores podem estar associados a ocorréncia de mastite. A identificacao
destes fatores de risco ajuda a identificar medidas para melhorar a satde do Ubere em
rebanhos leiteiros, e a elaborar, aprimorar e implementar programas de controle e prevencao
da doenca, podendo assim melhorar a produtividade e qualidade do leite. Muitos fatores de
risco para mastite sdo conhecidos, porém os estudos ndo sao definitivos, pois € impossivel
avaliar em um Unico estudo todos os potenciais fatores de risco em um rebanho®.

Como os sistemas de gestdo diferem entre as regides e propriedades leiteiras,
estudos regulares da mastite continuam a ser indispensaveis para adaptacdo e
desenvolvimento de novas ferramentas de controle e prevencdo da doencal. Diante do
exposto, objetivou-se com o presente estudo avaliar os fatores de risco para mastite
subclinica em rebanhos leiteiros do Estado de Goias, identificar os micro-organismos gram-

positivos causadores de mastite, bem como a sua resisténcia antimicrobiana.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. A Mastite

A mastite € um processo inflamatorio da glandula mamaéria que ocorre
principalmente em resposta a uma invasao bacteriana. As mastites podem ocorrer de forma
clinica ou subclinica. Na forma clinica o leite se apresenta visivelmente anormal,
caracterizado principalmente pela presenca de grumos (mastite leve). Também podem
ocorrer edema, vermelhiddo e dor no quarto mamario afetado (mastite moderada) e, em
alguns casos, podem ocorrer sinais sisttmicos, como febre, desidratacdo, fraqueza e
inapeténcia (mastite grave). Na forma subclinica ndo ha alterac6es visuais no leite ou Ubere
e o diagnostico pode ser feito pelo California Mastitis Test (CMT) ou pela Contagem de
Células Somaticas (CCS) do leite®. A CCS de amostras de leite de vacas individuais é o
parametro mais preciso para diagnosticar os casos de mastite subclinica em um rebanho
leiteiro®. A CCS de amostras de leite de vacas superior a 200.000 CS/mL indica mastite
subclinica, sendo que, um ou mais quartos mamarios podem estar infectados?®.

A mastite provoca reducdo na producao de leite devido a injarias as células do
epitélio secretor da glandula mamaria, reduzindo sua capacidade de sintese (Figura 1).
Cunha et al.!! observaram reducio progressiva na producao de leite com o aumento da CCS,
esta reducdo foi de 19,4% entre amostras com CCS < 100.000 e amostras com CCS >
3.000.000.

Lesdo nas células epiteliais

Capilares
sanguineos

Agente
antimicrobiano

Neutrdfilo

Bactéria fagocitada
por células somaticas

taphylococcus

-

- Staphylococcus
E.coli

Figura 1 - Resposta da glandula mamaria a invasdo bacteriana.
Fonte: Santos e Fonseca® .



De acordo com Gongalves et al.*2, a producio de leite comeca a ser afetada a
partir de 12.400 células sométicas/mL para vacas de raca holandesa em rebanhos brasileiros.
As perdas diarias de leite dependeram do numero de partos e do estdgio de lactacdo. As
perdas de leite por unidade de aumento no logaritmo natural de CCS variaram de 0,55 a 0,97
kg/dia na primeira lactacdo, 1,09 a 2,45 kg/dia na segunda lactacéo e 1,13 a 2,65 kg/dia na
terceira lactagdo. As perdas de leite foram menores durante o pico de lactacdo e maiores no
final da lactacéo.

Pearson et al.'® estimaram o efeito de uma infecgdo intramamaria no peri-parto
sobre a producdo de leite de vacas primiparas nos primeiros 200 dias em lactacdo
comparando 96 gémeas monozigdticas (48 pares), em que uma tinha uma infeccdo
intramamaria ocorrida naturalmente e detectada na primeira ordenha apds o parto e a outra
gémea ndo. GEmeos monozigoticos proporcionam um modelo ideal para analisar o efeito da
mastite na producdo de leite e CCS pois a composicao genética idéntica minimiza a variacao
de animal para animal. Dados de 29 pares de gémeas monozigo6ticas foram utilizados para
estimar o efeito de infeccdo intramamaria por Streptococcus uberis e dados de 19 pares de
gémeas foram utilizados para estimar o efeito de infeccdo intramamaria por estafilococos
ndo-aureus. Uma vaca primipara com infec¢do por Streptococcus uberis produziu 200 kg a
menos de leite (7%) durante os primeiros 200 dias em lactacdo em comparagdo com a irma
gémea ndo infectada. A infeccdo por estafilococos ndo-aureus ndo foi associada com menor
producdo de leite, apesar da gémea infectada ter tido uma CCS superior (5,25 + 0,09 logio
CS/mL) a gémea néo infectada (4,88 + 0,09 logio CS/mL) nos primeiros 30 dias em lactagdo
(p = 0,002).

Além da diminuicdo da producdo leiteira, a mastite também causa alteraces na
composicdo do leite devido ao aumento da permeabilidade dos vasos sanguineos da glandula
mamaria e a reducdo da sua capacidade de sintese, ou ainda pela acdo direta dos micro-
organismos e suas enzimas sobre os componentes do leite!*. As alteracdes nos teores dos
componentes do leite ndo sdo favoraveis a sua qualidade, pelo contrério, interferem
negativamente sobre a fabricacéo e a qualidade dos derivados lacteos?®.

A elevacdo do numero de células somaéticas no leite aumenta as atividades de
lipdlise e protedlise devido ao aumento de enzimas originadas de células leucocitarias e
bacterianas. A lipolise e a protedlise sdo processos importantes que contribuem com a
deterioracdo do leite cru durante seu armazenamento e também podem causar a reducéo no

rendimento industrial e vida de prateleira dos produtos lacteos.



Em um estudo avaliando o perfil higiénico-sanitério do leite de 1.600 rebanhos
do Estado de Goias no periodo de 2012 a 2014 observou-se que 21% dos rebanhos
apresentaram médias de CCS de leite de tanque acima do limite legal permitido no Brasil,
que ¢é de 500.000 CS/mLY’.

2.2. Patégenos causadores de mastite

A mastite € causada, principalmente, por agentes bacterianos, podendo ser
classificada em contagiosa ou ambiental de acordo com a origem do agente. Na mastite
contagiosa 0s micro-organismos geralmente sdo transmitidos entre as vacas no momento da
ordenha, seja pelo equipamento de ordenha ou pelas méaos do ordenhador; destacam-se como
micro-organismos predominantemente contagiosos Staphylococcus aureus e Streptococcus
agalactiae. Na mastite ambiental os micro-organismos tém o seu reservatorio no ambiente
das vacas, destacam-se como micro-organismos predominantemente ambientais Escherichia
coli e Streptococcus uberis®®,

Os estafilococos ndo-aureus (ENA), juntamente com outros agentes
patogénicos, como as bactérias do género Corynebacterium spp., sdo0 comumente,
considerados patdgenos secundarios da mastite, em oposicao aos patdgenos principais, como
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Streptococcus uberis e Streptococcus agalactiae,
pelo efeito mais significativo destes patdgenos na CCS do leite, na producdo de leite e por
possuirem maior patogenicidade®®.

Nas mastites contagiosas, a principal forma de transmissao dos patdgenos, como
S. aureus, é via fomites de vaca para vaca como, por exemplo, pelas teteiras de ordenha,
visto que o leite de vacas infectadas é a principal fonte desses patégenos. Procedimentos
adequados, boa higiene e manutencdo do sistema de ordenha, treinamento de funcionarios e
controle de moscas sdo importantes para a prevencao de novos casos de mastite contagiosa®®.

Verbeke et al.> avaliaram casos de mastite clinica no norte da Bélgica em 2012
e 2013 e os patogenos isolados mais frequentemente foram Streptococcus uberis (18,2%) e
Escherichia coli (15,5%). A maioria dos casos (63,1%) foram classificados como leves
(apenas grumos no leite). Do total, 29,9% foram moderados (sinais no quarto mamario, sem
sinais gerais) e 7% considerados graves (doenca sistémica).

Schmidt et al.?* analisaram a diversidade de bactérias do género Staphylococcus
spp. isoladas de infecgdes intramamarias bovinas, clinicas e subclinicas (CCS > 200.000

CS/mL). As amostras de leite foram coletadas na Provincia KwaZulu-Natal, Africa do Sul,



em 2013 e 2014. Foram identificados 146 isolados de Staphylococcus aureus e 102 isolados
de estafilococos ndo-aureus. Sete espécies do género Staphylococcus spp. foram
identificadas entre os estafilococos ndo-aureus, predominando o Staphylococcus
chromogenes (78,4%). As outras espécies identificadas foram S. xylosus, S. hyicus, S.
simulans, S. haemolyticus, S. lugdunensis e S. epidermidis.

Ramirez et al.?? identificaram os patdgenos causadores de mastite bovina em
rebanhos leiteiros da Antioquia, Coldmbia, em 2009 e 2010. Amostras de leite de quartos
mamarios de 1.662 vacas pertencentes a 37 rebanhos foram analisadas com o intuito de
observar a presenca de mastite subclinica pela técnica de CCS (> 200.000 CS/mL). A
prevaléncia média de mastite subclinica foi de 37,2%. Os micro-organismos predominantes
isolados foram bactérias contagiosas, incluindo Streptococcus agalactiae, Corynebacterium
spp. e Staphylococcus aureus.

Tomazi et al.?® “association” caracterizaram a frequéncia dos patdgenos
causadores de mastite clinica em 20 rebanhos leiteiros na regido Sudeste do Brasil, nos
Estados de Sao Paulo e Minas Gerais, entre 2014 e 2016. Os patdgenos mais frequentemente
isolados foram Escherichia coli (6,6%), Streptococcus uberis (6,1%) e Streptococcus
agalactiae (5,9%). A maioria dos casos de mastite clinica foi leve (60,3%), enquanto 34,1%
foram moderados e 5,6% graves.

Oliveira et al.?* encontraram frequéncias de 35% de coliformes, 16% de
Staphylococcus ndo-aureus, 9% de Streptococcus uberis e 7% de Streptococcus agalactiae
em amostras de leite positivas na cultura bacteriana provenientes de animais com mastite
clinica no Estado de Minas Gerais, entre 2009 e 2014.

Martins?® avaliou amostras individuais de leite de vaca de sete propriedades no
Estado de Goias entre 2010 e 2011 e encontrou que 57,59% (3316/5758) das amostras
compostas de leite apresentaram resultado de CCS acima de 200.000 CS/mL, possivelmente
provenientes de animais com mastite subclinica. Nas amostras de leite provenientes de
animais com mastite clinica Streptococcus uberis e Staphylococcus aureus foram os agentes
mais frequentemente isolados. Nas amostras de leite provenientes de animais com mastite
subclinica (CCS > 200.000 CS/mL) os agentes mais isolados foram Streptococcus

agalactiae, Streptococcus uberis e Staphylococcus spp.



2.3. Fatores de risco para mastite

Os fatores associados & mastite bovina podem estar relacionados ao animal, ao
ambiente, ao manejo do rebanho e ao equipamento de ordenha. A profundidade do Ubere
pode ser considerada um fator de risco para mastite. Uberes abaixo do jarrete foram
associados com maior chance de mastite. O Ubere penduloso fica mais préximo ao solo o
que facilita a entrada de patdgenos, além de ser mais provavel de sofrer injdrias> 2. A
profundidade do Ubere pode ser avaliada considerando a altura da base do Ubere em relacao

ao jarrete, podendo ser acima, na altura ou abaixo do jarrete (Figura 2)*°.

Figura 2 - Profundidade do ubere. Base do Ubere acima do jarrete (ideal) e base do ubere
abaixo do jarrete.
Fonte: Canadian Bovine Mastitis Research Network?’,

Outro fator de risco para mastite associado ao animal é a presenca de
hiperqueratose nos tetos do Ubere. Uma vez que a causa mais frequente de mastite é a
infeccdo por bactérias que entram na glandula mamaria pelo canal do teto, a extremidade do
teto saudavel serve como barreira primaria que impede a penetracdo de bactérias na glandula
mamaria. Portanto, a condicdo do teto é um fator importante que pode agir como barreira de
protecdo contra a infeccdo dos quartos mamarios?. Assim, a manutencio das ordenhadeiras



é importante, visto que condi¢des inadequadas de uso da ordenhadeira podem induzir
alteracdes teciduais no teto, como hiperqueratose, que podem prejudicar 0s mecanismos de
defesa locais, facilitando a colonizagio bacteriana®®.

Pantoja et al.*® realizaram uma revisdo sistematica para elucidar o papel da
hiperqueratose na extremidade do teto como fator de risco para mastite clinica ou mastite
subclinica. Os resultados dos estudos revisados sugerem que hiperqueratose na extremidade
do teto grave é um fator de risco para mastite clinica e subclinica e enfatiza a importancia da
salide do teto para o controle da mastite.

A hiperqueratose na extremidade dos tetos pode ser classificada em escores de
1 a 4, sendo (1) sem anel, (2) pequena formacéo de anel sem rugosidade, (3) formacéo de
anel rugoso e (4) grande formac&o de anel rugoso (Figura 3)%. A presenca de lesdes, maior
calosidade e rugosidade da extremidade do teto, especialmente de escore médio de

hiperqueratose maior que trés, foram associadas com maior chance de mastite> 283233,

Figura 3 - Escores de hiperqueratose na extremidade dos tetos: (1) sem anel, (2) pequena
formacéo de anel sem rugosidade, (3) formacdo de anel rugoso e (4) grande
formacéo de anel rugoso.

Fonte: Canadian Bovine Mastitis Research Network?’,

A higiene do Ubere também est4 relacionada & ocorréncia de mastite nas vacas.
Uberes sujos ou muito sujos no inicio da ordenha em comparacdo com uberes limpos sdo
associados com maiores chances de mastite > 22, A limpeza do Ubere pode ser classificada
em escores de sujidade de 1 a 4 (1 totalmente limpo, 2 pouco sujo, 3 sujo e 4 completamente
sujo) (Figura 4)*.



Figura 4 - Escores de limpeza do Ubere: (1) totalmente limpo, (2) pouco sujo, (3) sujo e (4)
completamente sujo.
Fonte: Canadian Bovine Mastitis Research Network?’.

Outros fatores sdo associados & maior chance de mastite, como maior nimero de
partos/lactacdes/idade® 22 *°, maior estagio de lactagdo/dias em lactagdo™ 2% 32 3 ¢ maior
porcentagem de raca holandesa no rebanho? %2 333, Vacas de raca holandesa em geral tém
uma maior producdo de leite em comparagdo com outras racas, podendo ser menos
resistentes e, portanto, mais suscetiveis a mastite clinica?.

Sdo fatores associados a menores chances de mastite, a realizagcdo de linha de
ordenha, isto é, ordenha das vacas com mastite posteriormente as vacas saudaveis ou
separadamente®, a utilizacdo de luvas descartaveis durante a ordenha?, a desinfecc3o do teto
pré-ordenha®® 2, a secagem adequada dos tetos®® 32, a desinfeccdo do teto pds-ordenha?® 22
e a manutencdo regular do equipamento de ordenha®. A utilizagdo de luvas é um fator
limitante da adesao bacteriana, reduzindo o papel potencial de transmissdo de patdgenos por
meio das maos dos ordenhadores?.

A nutricdo dos animais também tem sido associada a ocorréncia de mastite. A
alimentacdo com ragédo balanceada, com suporte adequado de vitaminas e minerais, otimiza
o sistema imunoldgico dos animais e consequentemente ocorre uma reducdo na chance de
ocorréncia de mastite?® 3. Por outro lado, baixo escore de condigdo corporal aumenta a
chance de mastite?®.

A higiene do ambiente onde as vacas em lactacdo sdo alojadas é outro fator
importante para a mastite. Maior frequéncia de limpeza das instalagdes das vacas resulta em
pisos mais limpos, pés mais limpos, menor contaminacdo fecal das camas, Uberes mais
limpos e menor incidéncia de mastite?. Provavelmente, o efeito do alojamento seja mediado
pela exposicdo a agentes patogénicos na cama dos animais e sujidade dos animais®* %, Por

exemplo, no Compost Barn a cama precisa ser revolvida para incorporar os dejetos dos



10

animais, facilitar a compostagem aerdbia e fornecer uma superficie confortavel e seca para
as vacas. O manejo da cama de forma a manté-la sempre seca resulta em animais mais limpos
e com menos risco de mastite®.

Eventos que ocorreram na lactacdo anterior também podem aumentar a chance
de mastite na lactacio seguinte, como um histérico de mastite clinica ou CCS alta?* %4, O
tratamento da mastite na lactacdo anterior pode ter apenas suprimido os sinais clinicos, sem
eliminar completamente os agentes infecciosos, seja por resisténcia antimicrobiana, escolha,
dose, frequéncia ou duracdo da administracdo de medicamento inadequadas, de forma que,
tenha permanecido a infecgdo na forma subclinica até voltar a manifestar sinais clinicos?.

Van den Borne et al.*! observaram em seu estudo realizado na Holanda que, apds
a implementacdo de programa de controle de mastite ao longo de cinco anos, as mudancas
na atitude e conhecimento dos produtores de leite foram associadas a uma diminuicao da
taxa de incidéncia da mastite clinica. Com estes resultados, os autores sugeriram que a forma
como sdo executadas as medidas de gestdo podem ser tdo importantes quanto a sua execugao.
No estudo de Costa et al.?°, em Ohio, EUA, o envolvimento do proprietario nas operacdes
de ordenha, reduziu significativamente a probabilidade de deteccdo de S. aureus no leite do

tanque.

2.4. Mastite e uso de antimicrobianos

Uma das principais razbes para a administracdo de antimicrobianos as vacas
leiteiras é o tratamento da mastite’. Na maioria dos casos, a mastite clinica deve ser tratada
imediatamente apo6s diagnosticada. Na mastite subclinica ndo é indicado o tratamento
durante a lactacdo, devido a baixa taxa de cura. No entanto, em rebanhos em que a mastite
contagiosa € um problema, a identificacdo e o tratamento de vacas subclinicamente
infectadas por Streptococcus agalactiae, que sdo susceptiveis a terapia antimicrobiana, pode
ser aconselhavel a fim de diminuir o risco de transmissdo. A recomendacéo geral é efetuar o
tratamento da mastite subclinica no final da lactagdo do animal, ao iniciar-se o periodo seco.
Este tratamento, chamado de terapia de vaca seca, além da cura das mastites subclinicas da
lactacdo anterior, reduz a taxa de novas infecgBes no periodo seco®. Porém, o uso preventivo
de antimicrobianos tornou-se questionavel devido a preocupacdes de saude publica, como a
possibilidade de criar presséo seletiva sobre populacdes bacterianas e contribuir para o

desenvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos*2.
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A identificagdo de microrganismos causadores de mastite pode ser realizada na
propria fazenda (On farm culture). Os resultados de cultura microbioldgica na fazenda
podem ser usados na tomada rapida de decisdes sobre protocolos de tratamento seletivo de
mastite clinica, ou ainda, em programas de controle de mastite para identificar patdgenos
contagiosos e avaliar a cura microbioldgica ap6s o tratamento?®.

Segundo Stevens et al.*® rebanhos que fazem parte de um programa veterinario
de gestdo da saude do rebanho e rebanhos em que a terapia de vaca seca é seletiva, isto €,
sem uso de antimicrobianos na secagem das vacas com baixa CCS antes da secagem,
utilizam menos antimicrobianos em comparacdo com os rebanhos que ndo fazem parte de
tal programa ou em que a terapia de vaca seca é feita em todas as vacas.

Na terapia de vaca seca € utilizado antimicrobiano com liberacdo lenta, sendo
que a concentracdo do farmaco é mantida no Ubere por mais tempo e o risco de residuo do
antimicrobiano no leite é menor, desde que seja respeitado o periodo de caréncia®. Nos
Estados Unidos, os produtos antimicrobianos aprovados pela Food and Drug Administration
(FDA) para o tratamento intramamario de vacas em lactacdo pertencem as classes de
antimicrobianos beta-lactamicos (amoxicilina, ceftiofur, cefapirina, cloxacilina, hetacilina e
ampicilina) e lincosaminas (pirlimicina). Ja os produtos antimicrobianos aprovados para o
tratamento intramamario de vacas secas pertencem as classes de antimicrobianos beta-
lactdmicos (cefapirina, ceftiofur, penicilina G procaina e cloxacilina) e aminoglicosideos
(estreptomicina)®.

Um melhor gerenciamento da salde do rebanho foi associado a redu¢do no uso
de antimicrobianos que sdo extremamente importantes para a salde humana ao longo do
tempo e com menores contagens bacterianas e contagem de células somaéticas do leite do

tanque®.

2.5. Resisténcia antimicrobiana

O mau uso de antibioticos tem aumentado e acelerado o processo de resisténcia
antimicrobiana, tornando-a uma ameaga grave a medicina moderna®*. A selecdo de
resisténcia antimicrobiana é devido ao processo de evolucao, quando células bacterianas séo
expostas a antibidticos, aquelas células sem resisténcia natural as drogas serdo mortas e
aquelas com resisténcia irdo sobreviver em um ambiente de competicéo reduzida®.

O custo do tratamento com antimicrobianos e a mortalidade devido a resisténcia

estdo aumentando em todo o mundo. A resisténcia antimicrobiana tem causado preocupagéo
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na comunidade de salde publica e por lideres globais®. O uso de antimicrobianos em
animais produtores de alimentos esta sob crescente preocupacdo devido a potencial
propagacao de resisténcia. A resisténcia antimicrobiana pode se propagar de animais para 0s
seres humanos por meio do contato direto, alimentos de origem animal e residuos de animais,
que podem contaminar lavouras e fontes de agua®’.

Estafilococos sdo os principais patdgenos causadores da mastite bovina e a
resisténcia antimicrobiana dos estafilococos € uma das principais razdes para a baixa taxa de
cura da mastite. O uso indevido e generalizado de antimicrobianos para o tratamento e
prevencdo da mastite bovina levou a selecdo de resisténcia antimicrobiana entre oS
patdgenos causadores de mastite®®,

As bactérias podem ser resistentes a antimicrobianos por meio de varios
mecanismos*®, que so: alteracdo enzimatica da molécula, como por exemplo, a hidrélise
do anel beta-lactdmico dos antimicrobianos beta-lactimicos por beta-lactamases™ e a
inativacdo de aminoglicosideos por  acetiltransferases, adeniltransferases ou
fosfotransferases®®; alteragdo do sitio de agdo, que faz com que o antimicrobiano perca sua
capacidade de ligacdo e consequentemente sua atividade, como por exemplo a resisténcia
aos beta-lactdmicos por alteragbes nas proteinas ligadoras de penicilina®; alteracdo da
permeabilidade da parede celular bacteriana, que causa reducdo na entrada ou aumento do
efluxo, regulando a concentracdo interna de antimicrobianos na célula, sendo a principal
forma de resisténcia a tetraciclina®; e incluso de vias alternativas aos processos fisioldgicos
normais, para escapar da atividade antimicrobiana como, por exemplo, a resisténcia a
trimetoprima pela produco adicional de uma diidrofolato redutase®.

Os antibioticos beta-lactamicos inibem a sintese da parede celular através da
ligacdo as chamadas proteinas ligadoras de penicilina nas bactérias, interrompendo a sintese
de peptidoglicano. O mecanismo mais comum e importante através do qual as bactérias
podem tornar-se resistentes a beta-lactdmicos é a producdo de beta-lactamases, codificadas
pelo gene blaZ *°. A resisténcia pode também ser devido a proteinas ligadoras de penicilina
alteradas, codificadas pelo gene mecA ou analogos como, por exemplo, mecC, de forma que
os beta-lactamicos ndo podem se ligar de forma t&o eficaz a elas®®.

Os aminoglicosideos inibem a sintese de proteinas por ligacéo a subunidade 30S
do ribossomo das bactérias e/ou por alterar a integridade da membrana celular bacteriana®”.
O principal mecanismo de resisténcia aos aminoglicosideos € a sua inativa¢do por enzimas

modificadoras de aminoglicosideos. Estas enzimas séo classificadas em trés grandes classes
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de acordo com o tipo de modificagcdo: acetiltransferases (AAC), adeniltransferases ou
nucleotidiltranferase (ANT) e fosfotransferases (APH)®.

Macrolideos e lincosaminas inibem a sintese de proteinas por ligacdo a
subunidade 50S do ribossomo das bactérias®®. O mecanismo mais comum de resisténcia aos
macrolideos e lincosaminas é devido a presenca de rRNA-metilases, que sdo codificadas
pelos genes erm. Estas enzimas modificam o sitio de a¢do do antibidtico no ribossomo,
impedindo sua ligacdo. Outros dois mecanismos de resistancia a estes antibioticos séo
bombas de efluxo e enzimas de inativacdo, codificadas pelos genes msr e ere,
respectivamente®’.

As sulfonamidas, com sua estrutura analoga ao acido para-aminobenzoéico, que
estd envolvido na biossintese de é&cido fdlico, inibe competitivamente a enzima
dihidropteroato sintase, que catalisa o penultimo passo da via biossintética do acido fdlico,
um importante metabolito na sintese de DNA. A resisténcia as sulfonamidas esté associada
as variantes da enzima dihidropteroato sintase que possuem pouca afinidade pelo
antimicrobiano, codificadas pelos genes sull, sul2 e sul3%,

As tetraciclinas inibem a sintese de proteinas por ligacdo a subunidade 30S do
ribossomo das bactérias. Os mecanismos de resisténcia as tetraciclinas sdo bombas de
efluxo, proteinas de protecdo ribossomais ou inativacdo enzimatica do antimicrobiano.
Dentre os genes determinantes de resisténcia as tetraciclinas, 25 genes tet, dois genes otr e
um gene tcr codificam para bombas de efluxo, enquanto 10 genes tet e um gene otr codificam
para proteinas de protecdo ribossomais. O mecanismo de inativacdo enzimatica pode ser

atribuido a trés genes tet™,

2.6. Mecanismos de transferéncia horizontal de genes

A resisténcia antimicrobiana pode ser intrinseca ou adquirida. Resisténcia
antimicrobiana intrinseca é uma caracteristica inerente de uma espécie bacteriana ou género
para um determinado antimicrobiano. A resisténcia é adquirida quando uma cepa susceptivel
se torna resistente como consequéncia de uma evolugéo recente da cepa®’. Isto pode ser o
resultado de uma mutagdo, que geralmente acontece espontaneamente dentro de uma
populacdo bacteriana, ou pode ser resultante da aquisicdo de um gene de resisténcia
especifica por transferéncia horizontal de genes®. A transferéncia de genes de resisténcia

antimicrobiana é facilitada por elementos genéticos moveis, como plasmideos e
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transposons®? 8, Os antimicrobianos exercem uma forte pressdo seletiva para propagacéo da
resisténcia.

Existem trés mecanismos principais de transferéncia horizontal de genes entre
bactérias: transformacéo, transducdo e conjugacéo (Figura 5). A transformacao € o processo
em que DNA bacteriano livre no ambiente, decorrente de lise celular, é captado e
incorporado por células bacterianas competentes®. A transducio é o processo de
transferéncia de DNA mediada por bacteriéfagos. A conjugacdo, considerada como o
principal modo de transferéncia de genes de resisténcia antimicrobiana entre as bactérias, é
a transferéncia de DNA que ocorre entre células bacterianas vivas e requer contato direto

entre a célula doadora e a célula receptora®.

Transdug\ﬁo - e
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Figura 5 - Mecanismos de transferéncia horizontal de genes. Transducdo mediada por
bacteri6fagos; Conjugacao dependente do contato célula-célula; Transformacao
de células naturalmente competentes usando DNA ambiental liberado a partir
de células lisadas.

Fonte: Adaptado de Blakely °°.

Plasmideos sdo elementos genéticos que contém a sua propria origem de
replicacéo, genes que codificam as fungdes de replicacdo. Os plasmideos geralmente contém
genes que codificam fungdes que permitem a transferéncia para novas células através de
conjugacao. Os plasmideos que abrigam genes de conjugacdo sdo chamados conjugativos,
os plasmideos que ndo contém genes de conjugacdo podem fazer uso das funcbes de

conjugacéo de outros plasmideos para transferir para um novo hospedeiro®’.



15

Além das fungdes envolvidas na replicacdo e transferéncia, plasmideos
geralmente codificam resisténcia a antimicrobianos, isto é, se um gene de resisténcia esta em
um plasmideo ele tem o potencial de transferir a novos hospedeiros. Alguns plasmideos tém
uma ampla gama de hospedeiros e podem transferir os genes entre diferentes espécies, outros
tém uma gama de hospedeiros limitada a um género ou espécie. Ha também plasmideos que
ndo podem replicar no novo hospedeiro ou nao se replicam bem. Neste caso 0 plasmideo
pode ser perdido ou, se ele contiver um gene de resisténcia em um transposon, este elemento
genético pode translocar para o cromossoma bacteriano e ser mantido mesmo na auséncia
do plasmideo®’.

Transposons conjugativos, assim como os plasmideos conjugativos, contém os
genes necessarios para a conjugacao e, normalmente, os genes que codificam a resisténcia
antimicrobiana. Porém, diferentemente dos plasmideos, os tranposons ndo contém uma
origem de replicacdo, por isso precisam se integrar a um replicon a fim de serem mantidos.
Este replicon pode ser qualquer plasmideo ou cromossomo. Isto d4 aos transposons uma
vantagem sobre os plasmideos, uma vez que nao tém mecanismo de replicacdo que precisa
ser compativel com o hospedeiro, eles tendem a ter uma gama de hospedeiros maior do que

os plasmideos®.

2.7. Testes para deteccdo de resisténcia antimicrobiana

Como a utilizacdo de antimicrobianos para o tratamento da mastite pode levar a
resisténcia bacteriana por parte dos patdgenos, a sensibilidade destes aos antimicrobianos
pode ser avaliada para a escolha do antibidtico mais apropriado®®. A resisténcia
antimicrobiana dos patdégenos da mastite € mais comumente medida por meio de testes de
susceptibilidade fenotipica, os quais avaliam a capacidade de uma série de concentracdes de
agentes antimicrobianos inibir o crescimento bacteriano. Em medicina veterinaria, 0s
métodos fenotipicos mais comumente utilizados incluem disco difusdo em &gar e
microdilui¢do em caldo®.

O teste de disco difusdo € realizado por meio da aplicacdo de um indculo de
bactérias de aproximadamente 1 a 2 x 108 UFC/mL na superficie de uma placa de agar
Mdeller-Hinton. Até 12 discos de papel com principios ativos de antibioticos em uma placa
grande (150 mm de didmetro), comercialmente preparados, com concentracdo fixa, sao
colocados na superficie do agar inoculado. As placas sdo incubadas durante 16 a 24 horas a

35°C antes da determinacédo dos resultados. As zonas de inibicdo de crescimento (&rea sem
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crescimento detectavel a olho nu) em torno de cada um dos discos com antibiéticos séo
medidas e esses valores interpretados usando os critérios publicados pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI)”® e pelo European Committee on Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST)X. O didmetro da zona esta relacionado com a
susceptibilidade do isolado e a taxa de difusdo da droga através do meio de &gar e 0s
resultados do teste de disco difusio sdo qualitativos (sensivel, intermediario ou resistente)®®.

O teste de microdiluicdo em caldo é realizado por meio da utilizacdo de placas
plasticas contendo 96 pocos, que permite 12 antimicrobianos serem testados em 8 diluicdes.
As placas de microdiluicdo contendo as solugdes de antimicrobianos séo inoculadas para
obter uma concentragéo bacteriana final de aproximadamente 5 x 10° UFC/mL em cada pogo
da placa de microdiluicdo. Os painéis de microdilui¢do sdo incubados a 35°C por 16 a 24
horas e posteriormente é realizada a leitura da placa e determinacdo da concentracao
inibitéria minima (CIM). CIM é a menor concentracdo de um agente antimicrobiano que
impede o crescimento visivel de um micro-organismo. Se a CIM do antibi6tico para a
bactéria em questdo esta dentro do intervalo de concentracdo que pode ser alcancado por
esse antimicrobiano, a bactéria é considerada susceptivel. Se a CIM do antibidtico para a
bactéria em questdo € mais elevada do que a concentracdo que pode ser obtida no local da
infeccdo, a bactéria é considerada resistente®.

Métodos genotipicos sdo utilizados para a deteccdo de genes de resisténcia a
antimicrobianos, sendo que muitos de tais genes ja foram identificados em pat6genos
causadores de mastite. Estes métodos avaliam o genétipo do micro-organismo, enquanto que
os testes de susceptibilidade fenotipica avaliam o fendtipo (expressdao do genétipo) sob
condicdes laboratoriais, isto €, detectam resultados da expressdo génica’?.

Os mecanismos moleculares subjacentes a resisténcia aos antimicrobianos sao
muito complexos devido a multiplicidade e diversidade das associa¢des entre os genes. Com
iSS0, a presenca ou auséncia de um gene especifico correspondente a um fenotipo particular,
ndo implica, necessariamente, que o isolado particular seja resistente ou susceptivel .

Ruegg et al.” determinaram a susceptibilidade antimicrobiana pelo método de
microdiluicdo em caldo e a presenca de genes de resisténcia antimicrobiana (ermC, blaz,
tetK e tetM) em isolados de Staphylococcus aureus, estafilococos ndo-aureus e
Streptococcus spp. provenientes de amostras de leite de vacas com mastite clinica. A
susceptibilidade fenotipica a eritromicina foi observada em apenas 8,6 e 15,7% dos isolados

de Staphylococcus aureus e ECN, respectivamente. Em relagdo aos isolados de
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Streptococcus spp., 51% demonstraram sensibilidade in vitro a tetraciclina. De todos os
isolados avaliados, 36,9% ndo continham nenhum dos genes selecionados para o estudo,
35,4% continham um gene e 27,7% continham mais de um gene (geralmente blaZ em
combinacdo com um gene tet). Em geral, a proporcdo de isolados que apresentaram
resisténcia fenotipica ndo correspondeu a proporcao de isolados os quais foram identificados
0s genes de resisténcia selecionados. Os autores sugeriram que uma selecdo mais ampla de
genes deve ser testada e mais pesquisas devem ser direcionadas para validar os pontos de
corte do teste fenotipico.

Devido a grande importancia da mastite bovina para a cadeia produtiva do leite,
do ponto de vista econémico, de saude publica e bem-estar animal, monitorar os patégenos
causadores de mastite, os fatores de risco associados, bem como a resisténcia antimicrobiana,

sdo fundamentais para melhorar a qualidade do leite produzido.
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CAPITULO 2 - FATORES DE RISCO PARA MASTITE SUBCLINICA EM
REBANHOS LEITEIROS DO ESTADO DE GOIAS, BRASIL

RESUMO

Estudos avaliando fatores de risco para mastite sdo Uteis para o desenvolvimento de
estratégias especificas de controle e prevencdo da enfermidade. Considerando que os fatores
de risco para mastite podem diferir entre as regides e as propriedades leiteiras objetivou-se
com este estudo avaliar os principais fatores de risco para mastite subclinica em rebanhos
leiteiros no Estado de Goiés, Brasil. Foram coletadas amostras de leite para anélise de
contagem de células somaticas (CCS) individual de 1034 vacas em lactagdo de 27
propriedades leiteiras localizadas no Estado de Goias, Brasil, nos meses de junho a agosto
de 2019 (estacdo seca), em sete municipios Goianos. Foi aplicado um checklist em cada
propriedade participante para obtencdo de dados sobre os animais, as propriedades e o
manejo higiénico e sanitario dos rebanhos. Estes dados foram obtidos por meio de entrevista
ao produtor durante a visita a propriedade. As analises estatisticas foram realizadas
utilizando o software estatistico R. Uma vaca foi classificada como tendo mastite subclinica
quando apresentou resultado de CCS > 200.000 células sométicas / mL. Realizou-se teste
Qui-quadrado para independéncia e os fatores com tendéncia a significancia (p<0,15) foram
incluidos para avaliacdo no modelo linear generalizado misto, que incluiu o efeito aleatério
da fazenda. A prevaléncia de mastite subclinica nos rebanhos avaliados foi de 54,93%. Vacas
com numero de partos > 4 tiveram 6,84 vezes mais chance de ter mastite subclinica do que
vacas primiparas (p=0,001). Animais com mais de 300 dias em lactacdo apresentaram 3,83
vezes mais chance de ter mastite subclinica do que vacas com até 100 dias em lactacdo
(p=0,01). Vacas com Ubere abaixo do jarrete apresentaram 3,2 vezes mais chance ter mastite
subclinica do que vacas com Ubere acima do jarrete (p=0,01). Os principais fatores de risco
para mastite subclinica nos rebanhos leiteiros avaliados foram maior nimero de partos,
estagio de lactacdo avancado e Ubere abaixo do jarrete (penduloso). Com base nestes achados
a substituicdo de vacas velhas no rebanho e a selecdo genética para a conformacéo de Ubere
contribuiriam como parte de um programa de estratégias de controle e prevencao de mastite.
Tais achados sdo importantes para acdes de prevencao e controle da mastite na regido.

Palavras-chave: contagem de células somaticas; estagio de lactacdo; numero de partos;
profundidade de Ubere; vacas leiteiras.
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ABSTRACT

Studies evaluated risk factors for mastitis are useful for the development of specific disease
control and prevention strategies. What risk factors for mastitis may differ between regions
and dairy properties are aimed at this study to evaluate the main risk factors for subclinical
mastitis in dairy herds in the State of Goiés, Brazil. Milk samples were collected for analysis
of individual somatic cell count (SCC) from 1034 lactating cows from 27 dairy farms located
in the State of Goiés, Brazil, from June to August 2019 (dry season), in seven municipalities
in Goias. A checklist was applied to each participating property to use data from animals,
such as properties and hygienic and sanitary management of herds. These data were used
through an interview with the producer during a visit to the property. As statistical statistics
were used as statistical software R. A cow was used as having subclinical mastitis when it
presented a result of SCC > 200,000 somatic cells / mL. A Chi-square test for independence
was performed and factors with a tendency to significance (p <0.15) were included for
evaluation in the mixed generalized linear model, which included the random effect of the
farm. The prevalence of subclinical mastitis in reduced herds was 54.93%. Cows with parity
>4 were 6.84 times more likely to have subclinical mastitis than primary cows (p = 0.001).
Animals with more than 300 days of lactation shown 3.83 times more chances of subclinical
mastitis than cows with up to 100 days of lactation (p = 0.01). Cows with udders below the
hock described 3.2 times more likely to subclinical mastitis than cows with udders above the
hock (p = 0.01). The main risk factors for subclinical mastitis in dairy herds are the number
of larger deliveries, advanced lactation stage and udder below the hock (pendulum). Based
on these findings, the replacement of old cows is not a herd and genetic selection for the
formation of ulcers contributes as part of the mastitis control and prevention control
program. These findings are important for actions to prevent and control mastitis in the
region.

Keywords: dairy cows; lactation stage; number of deliveries; somatic cell count; udder depth.
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1. INTRODUCAO

Os resultados de estudos avaliando fatores de risco para mastite séo Uteis para o
desenvolvimento de estratégias especificas de controle e prevencdo da enfermidade devido
as diferencas etioldgicas e epidemioldgicas da mastite que ocorrem entre e dentro das regides
dos paises. Isso é ainda mais importante em paises com sistemas de producdo semelhantes
ao Brasil, no qual a indlstria de laticinios ainda estda em desenvolvimento, e o
estabelecimento de programas de qualidade do leite em larga escala ainda € amplamente
necessariol. Dentre os Estados brasileiros, Goids é o quarto maior produtor de leite,
responsavel por 9,11% da producéo do pais e 75,64% da producéo da Regido Centro-Oeste?.
No entanto, a alta prevaléncia de mastite nos rebanhos brasileiros tem sido um desafio para
a industria de laticinios®.

A mastite bovina € a doenca mais comum e que mais causa prejuizos econémicos
em rebanhos leiteiros em todo o mundo. Esta associada a reducdo da producdo de leite e do
aumento do descarte deste devido a presenca de residuos de antimicrobianos. Além disso,
essa enfermidade afeta 0 bem-estar animal, podendo levar a ébito ou ao descarte de animais
infectados cronicamente*. A mastite subclinica, caracterizada pela auséncia de sinais
clinicos, € a forma mais comum e, embora o leite ainda possa ser comercializado, tem-se
uma reducdo na qualidade do leite e de seus derivados®.

A incidéncia e prevaléncia de mastite, bem como a frequéncia dos patégenos
causadores, variam entre paises e rebanhos. A mastite € uma doenca multifatorial e os fatores
contribuintes estdo relacionados as caracteristicas individuais da vaca, manejo e condi¢Ges
ambientais®. Estudos em diversos paises investigaram fatores associados & mastite®?®,

No Brasil, alguns estudos foram publicados, porém, pelo conhecimento dos
autores, nenhum estudo foi realizado no Estado de Goias para avaliar os fatores de risco
relacionados ao animal. Considerando que os fatores de risco podem diferir entre as regides
e as propriedades leiteiras, objetivou-se com este estudo avaliar os principais fatores de risco

para mastite subclinica em rebanhos leiteiros no Estado de Goiés.
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2. MATERIAL E METODOS

O protocolo desse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa - CEP

(Anexo 1) da Universidade Federal de Goias (UFG), sob nimero de Parecer 3.306.634 e

pela Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA (Anexo 2) da Universidade Federal de

Goias (UFG), registrado com o protocolo n® 027/19.

2.1. Checklist

Foi aplicado checklist (Anexo 3) em cada propriedade participante para obtencéo

de dados sobre os animais, as propriedades e 0 manejo higiénico e sanitario dos rebanhos.

Estes dados foram obtidos por meio de entrevista ao produtor, por um Unico pesquisador,

durante a visita a propriedade. Foram colhidas informacdes relacionadas a:

1)

2)

3)

Caracteristicas individuais das vacas: numero de partos, dias em lactacdo, producéo
de leite, vazamento de leite nos tetos antes da ordenha, tetos perdidos.

Manejo de ordenha e controle de mastite: nimero de ordenhas, tipo de ordenha,
nimero de animais por conjunto de ordenha, material das teteiras, extracdo
automatica das teteiras, manutencdo do equipamento de ordenha, linha de ordenha
(vacas com mastite ordenhadas por Gltimo ou separadamente), utilizacdo de luvas
descartéaveis, lavagem dos tetos com agua antes da ordenha, eliminacdo dos trés
primeiros jatos de leite (teste da caneca), realizacdo do pré-dipping, secagem dos
tetos, realizacdo do pds-dipping, realizacdo do teste California Mastitis Test (CMT),
realizacdo de andlise de contagem de células somaticas (CCS) de amostras
individuais de cada vaca, tratamento imediato da mastite clinica, tratamento de
mastite subclinica durante a lactacdo, realizacdo de cultura e antibiograma do leite,
fornecimento de alimento as vacas durante a ordenha, fornecimento de alimento as
vacas imediatamente apds a ordenha, tratamento com antibiotico na secagem, uso de
selante de tetos na secagem, utilizacdo de vacinas para mastite, descarte de animais
com mastite, utilizacdo de agua morna para enxague da ordenhadeira, utilizacdo de
detergente alcalino com agua quente, detergente acido e sanitizante.

Propriedade: volume de producéo diaria de leite, nimero de vacas em lactagdo, CCS
do tanque, assisténcia técnica, pagamento do leite de acordo com a qualidade e

sistema de alojamento das vacas.
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2.2. Coleta de amostras de leite para avaliagdo de mastite subclinica

Foram coletadas amostras de leite de 1.034 vacas em lactagdo (uma amostra
individual composta por vaca) de 27 propriedades leiteiras localizadas no Estado de Goias,
nos meses de junho a agosto de 2019 (estacdo seca), em sete municipios Goianos (Anéapolis,
Goiandpolis, Piracanjuba, Bela Vista, Silvania, Gameleira de Goias e Jaupaci).

As amostras (40 mL cada) foram representativas de uma ordenha completa de
cada animal. Apoés a coleta, foram acondicionadas em frascos plasticos contendo um
comprimido conservante bronopol (D&F Control Systems Inc., Dublin, EUA). As amostras
foram imediatamente transportadas refrigeradas (< 10 °C) em caixa isotérmica contendo
gelo reciclavel até o Laboratério de Qualidade do Leite (LQL), do Centro de Pesquisa em
Alimentos (CPA), da Escola de Veterinaria e Zootecnia (EVZ), da Universidade Federal de
Goiéas (UFG), Goiania - GO, para andlise de contagem de células somaéticas (CCS).

Foram avaliadas por meio de observagdo por um unico avaliador mediante
comparacdo com figuras (Anexo 4)° , antes da ordenha, a profundidade do Gbere!?, o grau
de limpeza do Gbere! e a condicdo da extremidade dos tetos'? de todos os animais
amostrados, conforme classificacdo abaixo:

= Profundidade do Ubere:

e Ubere acima do jarrete

e Ubere na linha do jarrete

e Ubere abaixo do jarrete

= Grau de limpeza do Ubere:

e Ubere totalmente limpo

e Ubere pouco sujo

e Ubere sujo

e Ubere completamente sujo

= Condicéo da extremidade de todos os tetos funcionais

e 1 =Extremidade do teto sem anel

e 2 =Extremidade do teto com pequena formacdo de anel sem rugosidade

e 3 =Extremidade do teto com formacao de anel rugoso

e 4 =Extremidade do teto com grande formacé&o de anel rugoso

Posteriormente, foi calculado o escore médio dos tetos do animal, pela média

das pontuacdes dos tetos funcionais®?.
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2.3. Analise de Contagem de células sométicas

As analises de CCS foram realizadas utilizando o equipamento eletrénico
Fossomatic 5000 Basic® (Foss Electric, Hillerod, Dinamarca), cujo principio analitico
baseia-se na citometria de fluxo, conforme descrito em ISO 13366-2 /IDF 148-2, sendo 0s

resultados expressos em células/mL.

2.4. Analise estatistica

Para analise estatistica, uma vaca foi classificada como tendo mastite subclinica
quando apresentou resultado de CCS > 200.000 células somaticas/mL na andlise de leite de
amostras compostas de vacas individuais'®. As anélises foram realizadas utilizando o
software estatistico R na versdo 3.6.1 com os pacotes Ime4 e car'®. Foram realizadas
associacOes incondicionais (teste Qui-quadrado para independéncia) para avaliar se a
ocorréncia de mastite subclinica dependia dos fatores de risco avaliados. Os fatores com
tendéncia a significancia (p<0,15) foram inicialmente incluidos para avaliacdo no modelo
linear generalizado misto, que incluiu o efeito aleatério da fazenda. A analise foi realizada
usando um procedimento de eliminacdo passo a passo. Apos cada execucao, a variavel com
maior valor de p foi excluida do modelo até que todas as varidveis tivessem p<0,05. O
resultado do modelo final, em que apenas variaveis com p<0,05 foram mantidas, foi
apresentado como Odds Ratio (Razdo de chance) juntamente com seu intervalo de confianca
de 95% para quantificar a probabilidade de ocorréncia de mastite subclinica em relacdo aos
fatores de risco. No modelo final, as interagdes bidirecionais com credibilidade biol6gica
foram testadas.
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3. RESULTADOS
Os dados demograficos dos rebanhos participantes da pesquisa estdo

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Dados dos 27 rebanhos avaliados no presente estudo.

NUmero de Producdo  Produtividade de  CCS do leite do

Fazendas vacas em de leite leite por vaca tanque x (x 10°
lactacéo (L/dia) (L/vaca/dia) celulas/mL)
1 18 193 10,72 797
2 18 250 13,89 116
3 77 1137 14,77 1732
4 19 271 14,26 593
5 82 1250 15,24 340
6 29 300 10,34 508
7 64 1200 18,75 797
8 48 700 14,58 391
9 24 330 13,75 864
10 38 520 13,68 517
11 35 550 15,71 118
12 15 250 16,67 641
13 19 180 9,47 310
14 43 350 8,14 1003
15 13 140 10,77 234
16 17 372 21,88 319
17 13 250 19,23 140
18 68 1000 14,71 485
19 75 1090 14,53 236
20 110 3500 31,82 271
21 28 400 14,29 220,5
22 39 450 11,54 533
23 120 1400 11,67 334
24 23 200 8,70 494
25 18 200 11,11 799
26 24 420 17,50 320
27 39 450 11,54 310
Média 41,3 642,7 14,4 497,1
Mediana 29 400 14,3 391
Variagio?! 13-120 140 - 3500 8,1-318 116 - 1732

L' Minimo ao méaximo

Das 27 propriedades, 11 (40,7%) obtiveram resultado da analise de CCS de
amostras de leite do tanque acima de 500.000 células/mL, portanto acima do limite maximo

estabelecido pela legislacdo brasileira (Figura 1).
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O valor médio do resultado da andlise de CCS individual das 1.034 vacas
avaliadas foi de 712.150 células/mL. Dado o limite maximo de 200.000 células/mL?®
estabelecido para os fins do estudo, apenas 45,07% das vacas foram consideradas saudaveis.
A prevaléncia de mastite subclinica (CCS > 200.000 CS/mL), portanto, foi de 54,93%.

(o2}
o

48.15

a1
o

45.07

40.74

o
o

33.36

21.57

11.11 I

<200 200 a 500 >500
CCS (x103 CS/mL)

N W
o O

Frequéncia %

[EY
o

o

® Animais ™ Fazendas

Figura 1 - Frequéncia (%) de fazendas e animais de acordo com a estratificacdo de CCS.

A maioria das vacas avaliadas eram mesticas, racas zebuinas (Bos taurus
indicus) cruzadas com racas européias (Bos taurus taurus). No entanto, a maioria dos
produtores ndo souberam informar com certeza a raga dos animais, nem o0s niveis de
combinacg6es das racas, por isso estes dados ndo foram incluidos na andlise estatistica.

Alguns dados do checklist foram comuns a todas as 27 propriedades
participantes como: material das teteiras (borracha), ndo possuir extracdo automatica de
teteiras, fazer linha de ordenha (vacas com mastite ordenhadas por Gltimo ou
separadamente), realizar tratamento imediato da mastite clinica e lavagem da ordenhadeira
com detergente alcalino com agua quente e detergente acido. Outros dados do checklist
tiveram apenas uma fazenda diferindo das demais, como é o caso da utilizagdo de luvas
(apenas em uma fazenda os ordenhadores utilizavam luvas descartaveis), nimero de
ordenhas (apenas uma fazenda realizava trés ordenhas ao dia), assisténcia técnica (apenas
uma fazenda néo recebia nenhum tipo de assisténcia técnica) e pagamento de acordo com a
qualidade do leite (apenas uma fazenda ndo recebia de acordo com a qualidade do leite).

Estes dados ndo foram incluidos como variaveis independentes na analise estatistica.
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As variaveis independentes foram analisadas separadamente pelo teste de qui-
quadrado para independéncia para determinar as varidveis que afetaram o risco de mastite
subclinica. As variaveis com p<0,15 na ocorréncia de casos de mastite subclinica foram

selecionadas para gerar um modelo de regressao logistica (Tabela 2).
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Tabela 2 - Frequéncia de mastite subclinica para as variaveis explicativas relacionadas as caracteristicas individuais da vaca, manejo de ordenha e controle de mastite e estrutura
da fazenda com p<0,15 no teste Qui-quadrado.

Frequéncia de mastite

Grupo de variaveis  Varidvel independente Categoria Frequéncia subclinica p
Producao de leite (litros/dia) <10 147/900 (16,33%) 100/147 (68,03%)
10a20 518/900 (57,56%) 282/518 (54,44%) 0,0005
> 20 235/900 (26,11%) 112/235 (47,66%)
NUmero de partos 1 235/756 (31,08%) 66/235 (28,09%)
2 200/756 (26,46%) 89/200 (44,5%) <0001
3 122/756 (16,14%) 72/122 (59,02%%) ’
T >3 199/756 (26,32%) 150/199 (75,38%)
individuais da vaca Dias em lacta¢éo (DEL) Até 100 265/718 (36,91%) 108/265 (40,75%)
101 a 200 206/718 (28,69%) 110/206 (53,40%) <0.001
201 a 300 150/718 (20,89%) 82/150 (54,67%) ’
>300 97/718 (13,51%) 67/97 (69,07%)
Profundidade do dbere Acima do jarrete 480/939 (51,12%) 212/480 (44,17%)
Na linha do jarrete 292/939 (31,10%) 172/292 (58,90%) < 0,001
Abaixo do jarrete 167/939 (17,78%) 129/167 (77,25%)
Lavagem dos tetos com agua Sempre / quando sujo 490/1034 (47,39%) 283/490 (57,76%) 0.095
Nunca 544/1034 (52,61%) 285/544 (52,39%) ’
Realizacdo de pré-dipping Sim 883/1034 (85,40%) 466/883 (52,77%) 0.001
N4o 151/1034 (14,60%) 102/151 (67,55%) ’
Manejo de ordenha  pornecimento de alimento as vacas  Sim 614/1034 (59,38%) 358/614 (58,31%)
fn(;gtrﬁ?'e de durante a ordenha N&o 420/1034 (40,62%) 210/420 (50%) 0,010
Tratamento de mastite subclinica  Sim 205/1034 (19,83%) 124/205 (60,49%)
durante a lactagao Néo 829/1034 (80,17%) 4441829 (53,56%) 0,088
Realizacdo de cultura e Sim 297/1034 (28,72%) 131/297 (44,11%)
antibiograma do leite Néo 737/1034 (71,28%) 4371737 (59,29%) <0,001
Estrutura da Namero de vacas em lactagdo <40 416/1034 (40,23%) 215/416 (51,68%) 0.097
fazenda > 40 618/1034 (59,77%) 353/618 (57,12%) ’
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Houve relagdo significativa entre a frequéncia de mastite subclinica e 0 aumento
do numero de partos e do estdgio de lactacdo das vacas (P<0,001). Os animais com Ubere
abaixo do jarrete (P<0,001) ou com producéo de leite menor do que 10 litros/dia (P=0,0005)
apresentaram maior frequéncia de infec¢fes subclinicas.

Entre as caracteristicas de manejo de ordenha e controle de mastite avaliadas,
observou-se aumento significativo no nimero de casos de mastite subclinica em vacas
devido a ndo realizacéo do pré-dipping (P=0,001), fornecimento de alimento para 0s animais
durante a ordenha (P=0,01) e néo realizacdo de cultura e antibiograma do leite dos animais
(P <0,001).

Para minimizar a influéncia das particularidades dos rebanhos nos resultados do
modelo, a fazenda foi incluida como varidvel de efeito aleatério. Nenhuma das interac6es
bidirecionais foi significativamente associada a mastite, e, portanto, ndo foram incluidas no
modelo final. O modelo que melhor explicou o risco de uma vaca ter mastite subclinica esta

apresentado na Tabela 3.
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Tabela 3 - Odds ratio (OR) e intervalo de confianga (IC) de mastite subclinica de acordo com o modelo de regressédo logistica final para as

variaveis explicativas relacionadas as caracteristicas individuais da vaca e ao manejo de ordenha e controle de mastite.

_Variével Categoria Frequéncia Frequéncia de mastite OR : 1© 95% :
independente Inferior  Superior
) <10 147/900 (16,33%) 100/147 (68,03%) 3,93 1,7 9,07
m‘l‘éfm )de leite 1420 518/900 (57,56%) 282/518 (54,44%) 2,07 1,13 3,79 0,01
> 20! 235/900 (26,11%) 112/235 (47,66%)
1t 235/756 (31,08%) 66/235 (28,09%)
NGmero de 2 200/756 (26,46%) 89/200 (44,5%) 2,58 1,38 4,82 0 001
partos 3 122/756 (16,14%) 721122 (59,02%%) 4,02 2,02 7,08 !
>4 199/756 (26,32%) 150/199 (75,38%) 6,84 3,53 13,22
Até 100* 265/718 (36,91%) 108/265 (40,75%)
Dias em lactacio 101 a 200 206/718 (28,69%) 110/206 (53,40%) 1,87 1,1 3.2 -
(DEL) 201 a 300 150/718 (20,89%) 82/150 (54,67%) 2,23 1,22 4,06 ’
>300 97/718 (13,51%) 67/97 (69,07%) 3,83 1,86 7,87
_ Acima do jarrete! 480/939 (51,12%) 212/480 (44,17%)
Eg‘;‘:‘;”d'dade 0 Nalinha do jarrete?  292/939 (31,10%) 172/292 (58,90%) 1,23 0,7 2,15 0,01
Abaixo do jarrete  167/939 (17,78%) 129/167 (77,25%) 3,20 15 6,83

Categoria referéncia.

ZN3o significativo.
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O modelo final incluiu quatro variaveis explicativas em relacdo ao animal:
producdo de leite, nimero de partos, dias em lactacdo e profundidade do Ubere. Nenhuma
variavel em relacdo ao rebanho permaneceu no modelo final. Isto sugere que 0 manejo da
salde do Ubere entre os rebanhos ndo diferiu substancialmente, enquanto as vacas sob 0
mesmo manejo diferiram mais no grau de exposicdo a patdgenos causadores ou nha
suscetibilidade & infecgéo.

Vacas com producao de leite menor do que 10 litros/dia tiveram 3,93 vezes mais
chances de terem mastite subclinica (P=0,01) do que vacas com producdo maior que 20
litros/dia. O risco de mastite subclinica aumentou progressivamente com o aumento do
namero de partos. Por exemplo, vacas com nimero de partos > 4 tiveram 6,84 vezes mais
chances de ter CCS acima de 200.000 células / mL do que vacas primiparas (P=0,001).
Animais com mais de 300 dias em lactacdo apresentaram maior probabilidade (OR = 3,83;
P=0,01) de mastite subclinica em comparacdo a vacas no inicio da lactagdo (até 100 dias).
Vacas com Ubere abaixo do jarrete apresentaram maior risco de mastite subclinica (OR =

3,2; P=0,01) em comparacdo com vacas com Ubere acima do jarrete.
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4. DISCUSSAO

A prevaléncia de mastite subclinica nos rebanhos avaliados no presente estudo
foi de 54,93%. Essa alta prevaléncia de mastite é consequéncia da falta de um plano de
qualidade de leite bem implementado, realidade ndo s6 do Estado de Goias, como também
de todo o Brasil. Altos indices de mastite subclinica também foram encontrados em
diferentes Estados brasileiros. No estudo de Busanello et al.3, no qual avaliou-se 517
rebanhos leiteiros nos Estados de Parand, Séo Paulo, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Espirito
Santo, Para, Goias, Ceara e Bahia, quase metade (46,4%) das vacas estavam com mastite
subclinica, situacdo que ndo melhorou ao longo do periodo de estudo (janeiro de 2011 a maio
de 2015).

As variaveis independentes, como a realizacdo de pré-dipping, o fornecimento
de alimento para os animais durante a ordenha e a realizagdo de cultura e antibiograma do
leite dos animais, apesar de terem sido significativas no teste qui-quadrado, ndo contribuiram
para 0 modelo estatistico final. E importante salientar que isso nao significa que esses fatores
ndo sdo relevantes para a probabilidade de ocorréncia de mastite, mas que outros fatores
introduzidos no modelo tiveram uma influéncia mais substancial nessa probabilidade.

Os procedimentos envolvidos na prevencdo de mastite, como a realizagéo do
pré-dipping, podem parecer simples, mas a consisténcia da implementacéo do protocolo ao
longo do tempo é crucial para uma reducdo da incidéncia de mastite. A realizacdo do pré-
dipping, que é a desinfec¢do dos tetos antes da ordenha, reduz a contaminacéao dos tetos antes
da ordenha, o que diminui o risco de novas infec¢Bes intramamarias e a contagem bacteriana
total (CBT) do leite'®. No estudo de Costa et al.1’, as fazendas em que os procedimentos de
ordenha normalmente recomendados (teste da caneca, pré-dipping, pos-dipping e uso de
toalhas individuais) ndo foram implementados simultaneamente tiveram maiores chances de
ter Staphylococcus aureus detectado no leite de tanque.

A maior produgdo de leite tem sido relatada como um fator de risco no
desenvolvimento de mastite’®. Porém, no presente estudo a menor producdo de leite
representou um risco aumentado de mastite (OR = 3,93 para producdo < 10 litros; p = 0,01
em comparagdo com producdo > 20 litros). Este resultado deve ser interpretado
biologicamente e ndo estatisticamente. A menor producédo de leite € uma consequéncia da
mastite, isto €, as vacas por terem mastite produzem menos leite e ndo o contrario®®.

Interpretacdo semelhante foi feita no estudo de Pinedo et al.®, no qual vacas com

menor producdo de leite na lactacdo anterior apresentaram maiores chances de mastite
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subclinica até 30 dias apds o parto em comparagdo com vacas de alta producdo, indicando
que a saude mamaria na lactacdo anterior j& estava prejudicada, o que resultou na menor
producdo de leite.

No presente estudo encontrou-se que as vacas com maior numero de partos
apresentaram maior risco de ocorréncia de mastite subclinica (OR = 6,84; p = 0,001 para
namero de partos > 4). Alguns fatores podem explicar o aumento do risco de mastite com
numero de partos crescente. Com a idade, a resisténcia a infeccdes mamarias pode diminuir
por comprometimento das func6es leucocitarias. Por exemplo, neutrofilos no sangue e no
leite de vacas multiparas tém atividade fagocitica menos eficiente e producdo de espécies
reativas de oxigénio reduzida em comparagdo com neutrdfilos de vacas primiparas?. Além
disso, os periodos de lactacao subsequentes podem afetar a integridade do esfincter dos tetos,
por danos anatbmicos ou hiperqueratose na extremidade dos tetos. Esses mecanismos de
defesa intramamarios e anatdmicos abaixo do padrdo podem explicar a maior incidéncia de
mastite em vacas mais velhas. O aumento da suscetibilidade a mastite também pode ocorrer
simplesmente pela exposicéo prolongada & infecgdo que acompanha a idade'® 202,

A transferéncia de infeccdo intramamaria crénica persistindo de lactacGes
anteriores também pode ser uma explicacdo possivel para 0 aumento da suscetibilidade de
vacas multiparas a mastites?®. Nesse caso, as vacas podem parecer clinicamente curadas, mas
permanecem infectadas bacteriologicamente’.

Resultados concordantes foram encontrados em estudos anteriores. Keshavarzi
et al.® observaram que aumento no nimero de partos foi associado a um risco aumentado de
mastite clinica. De acordo com Ramirez et al.2 as chances de uma vaca com ndmero de
partos > 4 ter mastite subclinica foi maior que uma vaca primipara. Cardozo et al.'®
observaram que vacas com 4 ou mais partos tiveram mais chances de ter uma nova infecgédo
mamaria subclinica do que vacas primiparas. De acordo com Taponen®! o nimero de partos
foi positivamente associado a infeccdo mamaria causada por estafilococos néo-aureus,
Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae, Corynebacterium
bovis e Escherichia coli. Firth et al.?? também encontraram que o risco de mastite clinica
aumentou em associa¢do com o numero de lactacfes (ou seja, idade).

O aumento dos dias em lactacao foi associado a um risco aumentado de mastite
(OR =3,83; p = 0,01 para DEL > 300) neste estudo. O aumento da CCS no final da lactacéo
pode ser devido ao aumento da resposta celular das vacas a lesdes residuais de infecgdes

anteriores que resultam em grandes danos ao tecido mamario. Além disso, a medida que a
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lactacdo progride, a oportunidade de exposi¢do a patdgenos que causam infeccdo mamaéria
aumenta®®. O processo de ordenha acarreta um risco de transferéncia de patdgenos
contagiosos, portanto, a medida que os meses em lactagdo aumentam, também aumenta o
nimero de vezes que as vacas Sd0 expostas ao processo de ordenha, criando maior
probabilidade cumulativa de exposi¢do a agentes contagiosos®.

Similarmente Ramirez et al.® observaram que & medida que o més de lactagdo
progrediu, as vacas aumentaram as chances de ter casos de mastite subclinica no quarto
mamario. O numero de dias que uma vaca esteve em lactacdo também afetou o risco de
infeccdo subclinica cronica, especialmente para vacas em lactagdo por mais de 200 dias®®.
De acordo com Tolosa et al.% as chances de infeccdo intramamaria causada por qualquer
patégeno foram maiores em vacas em lactacao tardia do que em vacas em inicio de lactacao.
Em outro estudo, vacas com mais de 250 dias em lactacdo apresentaram mais chances de ter
mastite subclinica a nivel de quarto mamario®*.

Uma maior oportunidade de contaminacdo devido a conformacéo da glandula
mamaria (OR = 3,20; p = 0,01 para Ubere abaixo do jarrete), afetando o risco de ocorréncia
de mastite, foi demonstrada pelos resultados do presente estudo. O Ubere penduloso fica mais
préximo ao solo o que facilita o contato com patdgenos no esterco, além de ser mais provavel
de sofrer injdrias. Semelhantemente, de acordo com Cardozo et al.'® vacas com base do tibere
na linha do jarrete e abaixo do jarrete apresentaram maior risco de novos casos de mastite

subclinica em relagdo a vacas com Ubere acima do jarrete.
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5. CONCLUSOES

Os principais fatores de risco para mastite subclinica nos rebanhos leiteiros
avaliados foram maior nimero de partos, estagio de lactacdo avancado e Ubere abaixo do
jarrete (penduloso). Com base nestes achados a substituicdo de vacas velhas no rebanho e a
selecdo genética para a conformacéao de Ubere contribuiriam como parte de um programa de
estratégias de controle e prevencdo de mastite em rebanhos leiteiros do Estado de Goias.
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CAPITULO 3 — RESISTENCIA ANTIMICROBIANA FENOTIPICA EM
PATOGENOS GRAM POSITIVOS CAUSADORES DE MASTITE CLINICA E
SUBCLINICA EM VACAS LEITEIRAS

RESUMO

A mastite bovina € a doenca mais comum e a principal razdo do uso de antimicrobianos em
vacas leiteiras em todo o mundo. No ambito do uso responsavel de antibidticos, o
monitoramento da resisténcia antimicrobiana é enfatizado como uma ferramenta
fundamental para se detectar e acompanhar o surgimento de resisténcia. Diante disso,
objetivou-se com o presente estudo, determinar os perfis de resisténcia antimicrobiana de
bactérias gram-positivas isoladas de casos de mastite clinica e subclinica. Foram coletadas
amostras de leite de vacas em lactacdo de 27 propriedades leiteiras no Estado de Goias,
Brasil. Com base nos resultados de contagem de células somaticas (CCS) foram selecionadas
amostras de animais com CCS > 200.000 células/mL, para andlise de identificacdo
bacteriana e posterior teste de sensibilidade aos antimicrobianos. A identificagdo dos micro-
organismos causadores de mastite foi realizada utilizando o equipamento VITEK® 2
Compact e o teste de sensibilidade a antimicrobianos foi realizado pela técnica de disco
difusdo em &gar. Foi realizada a estatistica descritiva dos dados, apresentando as frequéncias
de distribuicdo dos patdgenos e de resisténcia antimicrobiana. Foram identificados 113
micro-organismos, cocos gram-positivos, causadores de mastite subclinica e 103 causadores
de mastite clinica em vacas leiteiras. Staphylococcus spp. (53,10%), particularmente S.
aureus (30,09%), destacou-se como um dos agentes mais comuns envolvidos na etiologia
da mastite subclinica bovina. Ja entre os patdgenos causadores de mastite clinica,
Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. apresentaram a mesma frequéncia (45,63%), sendo
0 S. aureus (15,53%) e o S. uberis (15,53%) as principais espécies. No geral, os patdgenos
gram-positivos causadores de mastite bovina foram suscetiveis a maioria dos
antimicrobianos testados. As maiores taxas de resisténcia antimicrobiana foram de
Staphylococcus aureus a penicilina (76%) e ampicilina (74%), Streptococcus spp. a
neomicina (65,08%), gentamicina (46,03) e tetraciclina (43,66%) e Enterococcus spp. a
tetraciclina (52,38%). Tais resultados demonstram que o problema da resisténcia bacteriana
é uma realidade, reforcando a necessidade do uso racional de antimicrobianos.

Palavras-chave: disco difusdo; micro-organismos; resisténcia antimicrobiana,;
Staphylococcus aureus.
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ABTRACT

Bovine mastitis is a more common disease and the main reason for the use of antimicrobials
in dairy cows worldwide. In the context of responsible use of antibiotics, monitoring of
antimicrobial resistance is emphasized as a fundamental tool for detecting and monitoring
or operating resistance. Therefore, this study aims to determine the antimicrobial resistance
profiles of Gram-positive bacteria isolated from cases of clinical and subclinical mastitis.
Twenty-seven dairy cows were collected with lactation from 27 dairy farms in the State of
Goias, Brazil. Based on the somatic cell count (SCC) results, animals with SCC> 200,000
cells / mL were selected for analysis of bacterial identification and subsequent sensitivity
testing for antimicrobials. The identification of mastitis-causing microorganisms was
performed using the VITEK® 2 Compact equipment and the antimicrobial sensitivity test
was performed using the agar diffusion disc technique. Descriptive statistics of the data was
performed, displayed as frequencies of pathogen distribution and antimicrobial resistance.
One hundred thirteen microorganisms, gram-positive cocci, causing subclinical mastitis and
103 causing clinical mastitis in dairy cows were used. Staphylococcus spp. (53.10%),
particularly S. aureus (30.09%), stood out as one of the most common agents involved in the
etiology of bovine subclinical mastitis. Among the pathogens that cause clinical mastitis,
Staphylococcus spp. and Streptococcus spp. presented the same frequency (45.63%), with S.
aureus (15.53%) and S. uberis (15.53%) as the main species. Overall, gram-positive
pathogens that cause bovine mastitis were susceptible to most of the tested antimicrobials.
The highest rates of antimicrobial resistance were Staphylococcus aureus to penicillin (76%)
and ampicillin (74%), Streptococcus spp. to neomycin (65.08%), gentamicin (46.03) and
tetracycline (43.66%) and Enterococcus spp. tetracycline (52.38%). These results
demonstrate that the problem of bacterial resistance is a reality, reinforcing the need for
rational use of antimicrobials.

Keywords: antimicrobial resistance; disc diffusion; microorganisms; Staphylococcus aureus.
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1. INTRODUCAO

A mastite pode ocorrer na forma clinica ou subclinica, sendo a ultima forma a
mais frequente. A mastite subclinica é caracterizada pela falta de sintomas ou alteracfes
aparentes no leite, no entanto, ocorre reducio na qualidade e na producio de leite!.

A mastite pode ser causada por diversos micro-organismos, que apresentam
patogenicidade e ocorréncia diferentes entre os rebanhos leiteiros. Os estafilococos
(Staphylococcus aureus e Staphylococcus spp. ndo-aureus) sdo 0s agentes causadores de
mastite mais frequentemente isolados de amostras de leite assepticamente coletadas?.
Staphylococcus aureus pode causar mastite clinica em bovinos, mas estd associado
principalmente a infeccdo subclinica, que geralmente é persistente!.

Um dos fatores agravantes da infeccdo mamaria por S. aureus é a capacidade
desta bactéria de evasdo do sistema imunoldgico do hospedeiro e da atividade dos
antimicrobianos, resultando em infeccBes persistentes e recorrentes®. S. aureus possui alta
capacidade de invasdo do tecido da glandula mamaria e algumas cepas apresentam
capacidade de producdo de toxinas e de formacdo de biofilmes. Pode ocorrer formacéo de
tecido fibroso e microabscessos, 0 que reduz o acesso de antimicrobianos ao local da
infeccéo e diminui a chance de cura®. Portanto, a principal medida para evitar a disseminagao
dessa bactéria para todo o rebanho é segregar ou eliminar os animais infectados®.

Os micro-organismos causadores de mastite podem ser classificados, com base
na via de transmissdo, em predominantemente contagiosos ou ambientais. Staphylococcus
aureus e Streptococcus agalactiae foram relatados como os patégenos predominantemente
contagiosos mais importantes que causam mastite em vacas leiteiras. Patdgenos contagiosos
continuam sendo um desafio em paises com uma cadeia produtiva de leite em
desenvolvimento, como o Brasil, onde praticas conhecidas de controle de mastite ainda ndo
sdo amplamente adotadas®.

A fonte de microrganismos causadores de mastite ambiental é o proprio local
onde a vaca vive, especialmente onde hd acuimulo de matéria organica e umidade. Os
microrganismos predominantemente ambientais sdo considerados agentes oportunistas,
dentre eles os Streptococcus uberis e Enterococcus spp.*.

O aumento da resisténcia de micro-organismos a antimicrobianos € um problema
mundial e 0 uso ndo responsavel de antimicrobianos em humanos e animais produtores de
alimentos é um importante contribuinte para este aumento®. O uso ndo criterioso de

antimicrobianos para o tratamento de mastite em bovinos leiteiros tem sido associado ao
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aumento da resisténcia antimicrobiana e cepas resistentes causadoras de mastite bovina tém
sido relatadas’.

O uso adequado de antimicrobianos em fazendas leiteiras contribui para
melhorar o bem-estar dos animais e a sustentabilidade das fazendas leiteiras, mas nem todos
0s casos de mastite se beneficiardo da terapia antimicrobiana. Alguns casos de mastite néo
severas sdo negativas na cultura bacterioldgica ou sdo causadas por patdgenos com altas
taxas de cura bacteriologica espontanea, como o0s coliformes, portanto nestes casos 0
tratamento com antimicrobiano pode ser desnecessario®.

Dados da Vigilancia Europeia de Consumo Antimicrobiano Veterinario, da
Agéncia Europeia de Medicamentos, mostraram que tetraciclinas, penicilinas e
sulfonamidas foram as trés classes de antimicrobianos mais vendidas para uso veterinario.
As vendas de tetraciclinas, penicilinas e sulfonamidas, representaram 66,5% do total das
vendas em 31 paises europeus no ano de 2017°. Nos Estados Unidos, tetraciclinas e
penicilinas representaram 76% dos antimicrobianos aprovados para uso em animais
destinados a producio de alimentos comercializados no ano de 2017%°. No Brasil faltam
dados nacionais do consumo de antimicrobianos. O registro uniforme do consumo nacional
de antibidticos na medicina veterinaria é altamente valioso. Faltam dados de consumo por
espécie animal e/ou por indicacdo clinica para ajudar a explicar as diferencas de
suscetibilidade a antimicrobianos entre os paisest?.

No ambito do uso responsavel de antimicrobianos, o monitoramento da
resisténcia antimicrobiana é enfatizado como uma ferramenta fundamental para detectar e
acompanhar o surgimento de resisténcia, além de fornecer dados aos veterinarios e industrias
farmacéuticas que possam otimizar a terapia antimicrobiana. Os dados podem ajudar a
fornecer um tratamento racional para tratar animais doentes e garantir seu bem-estar. Além
disso, os dados gerados pelos estudos de vigilancia de resisténcia antimicrobiana podem ter
impacto no desenvolvimento de politicas futuras do uso de antimicrobianos®®,

No Brasil ndo ha monitoramento da suscetibilidade antimicrobiana de patdgenos
isolados de vacas com mastite que seja realizado e publicado regularmente e em nivel
nacional, como ocorre em outros paises'?, o que aumenta a importancia dos estudos pontais
realizados. Diante disso, objetivou-se com o presente estudo determinar os perfis de
resisténcia antimicrobiana das bactérias gram-positivas isoladas de casos de mastite clinica

e subclinica no Estado de Goiés, Brasil.
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2. MATERIAL E METODOS

O protocolo desse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa - CEP
(Anexo 1) da Universidade Federal de Goias (UFG), sob numero de Parecer 3.306.634 e
pela Comissdo de Etica no Uso de Animais - CEUA (Anexo 2) da Universidade Federal de

Goias (UFG), registrado com o protocolo n° 027/19.

2.1. Coleta de amostras de leite de mastite subclinica

Foram coletadas amostras de leite de 1.034 vacas em lactagédo de 27 propriedades
leiteiras localizadas no Estado de Goids, em sete municipios Goianos (Anépolis,
Goianapolis, Piracanjuba, Bela Vista, Silvania, Gameleira de Goias e Jaupaci).

Foi realizada a coleta de duas amostras individuais compostas de leite de uma
ordenha (40 mL cada). Uma amostra foi acondicionada em frasco plastico contendo um
conservante bronopol (D&F Control Systems Inc., Dublin, EUA). A outra amostra foi
acondicionada em frasco plastico esterilizado sem conservante. As amostras foram
transportadas em caixa isotérmica contendo gelo reciclavel até o Centro de Pesquisa em
Alimentos (CPA), da Escola de Veterinaria e Zootecnia (EVZ) da Universidade Federal de
Goias (UFG). As amostras com conservante foram encaminhadas ao Laboratério de
Qualidade do Leite (LQL) para analise de Contagem de Células Somaticas. As amostras sem
conservante foram mantidas congeladas (-18°C) até a obtencdo do resultado de CCS das
amostras correspondentes (em média sete dias). A partir dos resultados de CCS foram
selecionadas 10% de amostras de cada propriedade, dos animais com CCS > 200.000
CS/mL, para analise de identificacdo bacteriana e posterior teste de sensibilidade aos

antimicrobianos.

2.2. Coleta de amostras de leite de mastite clinica

As amostras de leite de mastite clinica, coletadas pelos proprios produtores,
técnicos ou medicos veterinarios, foram provenientes de 37 propriedades leiteiras
localizadas no Estado de Goias, em 16 municipios Goianos (Rio Verde, Corumbé de Goias,
Jandaia, Jatai, Montevidiu, Aparecida do Rio Doce, Quirindpolis, Santa Helena de Goias,
Mineiros, Santo Antonio da Barra, Uruana, Hidrolandia, Silvania, Alexania, Bela Vista e
Piracanjuba).

Os coletores foram instruidos a realizar a coleta asséptica de amostras de leite de

guartos mamarios com mastite clinica em frascos plasticos esterilizados. Apos a coleta, as
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amostras foram congeladas e encaminhadas em caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel
para o Centro de Pesquisa em Alimentos (CPA/EVZ/UFG) para analise de identificagdo

bacteriana e posterior teste de sensibilidade aos antimicrobianos.

2.3. Isolamento bacteriano

Para realizagdo do isolamento e identificagdo dos micro-organismos causadores
de mastite clinica e subclinica, as amostras de leite (10 uL) foram semeadas em placas de
Petri contendo &gar triptona de soja (TSA - Tryptic Soy Agar) usando alcas esterilizadas, e
incubadas aerobicamente a 37°C por 24 a 48 horas. Ap0s a incubacao, foi observado o tipo
de colbnia predominante em cada placa e uma colbnia deste tipo foi selecionada para
realizacdo da coloracdo de Gram, permitindo a caracterizacdo morfologica por meio da
microscopia optica (objetiva 100 x). Placas com trés tipos de colbnias distintas foram
consideradas contaminadas e descartadas. Optou-se por selecionar para identificacdo apenas
placas contendo cocos Gram-positivos. As coldnias selecionadas foram repicadas em agar
TSA a 37°C por 18 a 24 horas em condicdes de aerobiose®.

Apbs a incubacdo, transferiu-se, com auxilio de alca esterilizada, um nimero
suficiente de col6nias morfologicamente idénticas (cerca de 2 a 5) para um tubo de ensaio
contendo 3 mL de solucdo salina 0,45% esterilizada até atingir concentracdo equivalente a
um padrdo 0,50 a 0,63 na escala McFarland, usando o calibrador DensiCHEK™ Plus
(BioMérieux®, Marcy I’Etoile, Franca). Colocou-se o tubo de vidro contendo a suspenséo
homogénea de micro-organismos e o cartdo VITEK® 2GP em um cassete e introduziu-se no
equipamento VITEK® 2 Compact (BioMérieux®, Marcy I’Etoile, Franga) para identificagdo
bacteriana a nivel de espécie por meio de testes bioquimicos?2,

No total, foram realizadas 216 analises microbiol6gicas para identificacbes

bacterianas (103 de mastite clinica e 113 de mastite subclinica).

2.4. Teste de sensibilidade a antimicrobianos

O teste de sensibilidade a antimicrobianos foi realizado pela técnica de disco
difusdo em agar, de acordo com as normas do Clinical and Laboratory Standards Institute
(CLSI)*. Os isolados foram classificados como resistentes, intermediarios ou sensiveis aos
antimicrobianos. Os critérios interpretativos estdo apresentados no Quadro 1. A
multirresisténcia foi definida como resisténcia a trés ou mais grupos antimicrobianos*®. Os

grupos antimicrobianos testados foram os seguintes: penicilina (ampicilina, cefoxitina e
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penicilina G); cefalosporina (ceftiofur); macrolideo (eritromicina); fluoroquinolona
(enrofloxacina e ciprofloxacina); aminoglicosideo (gentamicina e neomicina); inibidor da
via do folato (sulfametoxazol/ trimetoprim); e tetraciclina (tetraciclina).

Para o teste, utilizou-se coldnias provenientes de cultura recente em agar TSA.
Com uma alcga bacterioldgica esterilizada suspendeu-se a coldnia a ser testada em solucéo
salina esterilizada (NaCL 0,85%) até obter-se uma turvacdo equivalente a 0,5 na escala
MacFarland, equivalente a uma concentragdo de 1x108 UFC/mL do indculo. Utilizou-se o
instrumento DensiCHEK™ Plus (BioMérieux®, Marcy I’Etoile, Franca) para medir a
densidade Optica da suspensdo bacteriana. Introduziu-se um swab esterilizado na suspensédo
bacteriana e semeou-se em seguida de forma suave, em pelo menos cinco direcdes, na placa
de Petri contendo agar Mueller Hinton, ou Mueller Hinton com 5% de sangue de carneiro
desfibrinado no caso de Streptococcus spp., abrangendo toda a superficie. Apds 3 a 5
minutos, para a superficie do agar secar, colocou-se os discos de antibidticos sobre a
superficie do meio inoculado, com auxilio de uma pinga flambada e resfriada, exercendo
uma leve pressdo com a ponta da pingca para uma boa adesdo dos discos. Utilizou-se no
méaximo cinco discos em placas de 90x15mm. Incubou-se a placa com os discos em estufa
bacterioldgica a 35°C + 2°C por 18 a 24 horas, em condi¢des de aerobiose. Utilizou-se para
controle de qualidade cepa de Staphylococcus aureus ATCC 25923.

2.5. Analise dos dados
Foi realizada a estatistica descritiva dos dados, apresentando tabelas de

frequéncia de distribuicdo dos patdgenos e de resisténcia antimicrobiana.
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Quadro 1 - Critérios interpretativos do didmetro de inibicdo de acordo com os géneros bacterianos.

Género bacteriano Cla_ss_q Qe Antibidticos Cont.eudo R ! S Referéncia
antibidticos dodisco |(mm) |(mm) |(mm)
Staphylococcus Aminoglicosideo | Gentamicina 10 pg <12 |13-14|>15 CLSIt
Spp. Neomicina 30 pg <12 |13-16|>17 CLSI
Cefalosporina | Ceftiofur 10 pg <17 |18-20|>21 CLSI
Fluoroquinolona | Ciprofloxacina |5 pg <15 ]16-20|>21 CLSI
Enrofloxacina 5ug <16 |17-22|>23 CLSI
Inibidor da via | Sulfametoxazol/ |25 pg <10 |11-15|>16 |CLSI
do folato Trimetoprim
Macrolideo Eritromicina 15 pg <13 |14-22|>23 |CLSI
Penicilina Ampicilina 10 g <28 |- >29 CLSI
Cefoxitina 30 ng <21 |- >22 | CLSI
aureus aureus
<24 >25
SCN SCN
Penicilina 10 UI <28 |- >29 CLSI
Tetraciclina Tetraciclina 30 pg <14 |15-18|>19 CLSI
Streptococcus spp. | Aminoglicosideo | Gentamicina 10 pg <12 |13-14|>15 CLSI
Neomicina 30 pg <12 |13-16|>17 |CLSI
Cefalosporina | Ceftiofur 30 pg <17 |18-20|>21 CLSI
Fluoroquinolona | Ciprofloxacina |5 pg <15 |16-20|>21 CLSI
Enrofloxacina |5 pg <16 |17-22|>23 CLSI
Inibidor da via | Sulfametoxazol/ |25 pg <15 |15-17 (>18 BrCast?
do folato Trimetoprim
Macrolideo Eritromicina 15 ng <15 |16-20|>21 CLSI
Penicilina Ampicilina 10 pg - - >24 CLSI
Cefoxitina 30 pg - - - -
Penicilina 10 UI - - >24 CLSI
Tetraciclina Tetraciclina 30 ng <18 |19-22|>23 CLSI
Enterococcus spp. | Fluoroquinolona | Ciprofloxacina |5 pg <15 ]16-20|>21 CLSI
Enrofloxacina |5 pg - - - -
Macrolideo Eritromicina 15 ng <13 |14-22|>23 CLSI
Penicilina Penicilina 10 UI <14 |- >15 CLSI
Ampicilina 10 ng <16 |- >17 CLSI
Tetraciclina Tetraciclina 30 pg <14 |15-18|>19 CLSI
R = resistente, | = intermediario, S = sensivel

! Clinical and Laboratory Standards Institute'*
2Brazilian Committee on Antimicrobial Susceptibility Testing®®
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3. RESULTADOS

Na tabela 1 estdo apresentadas as amostras de leite de mastite clinica e subclinica
que foram analisadas.

Tabela 1 - Amostras de leite de mastite clinica e subclinica analisadas e classificadas de
acordo com a coloragdo de Gram das col6nias, auséncia de crescimento e contaminacéo (trés
ou mais col6nias distintas na mesma placa).

] Mastite clinica Mastite subclinica
Amostras analisadas
n % n %
Gram-positivas 165 69.3 164 85.9
Gram-negativas 34 14.3 23 12.0
Sem crescimento 33 13.9 4 2.1
Contaminadas 6 2.5 0 0.0
Total 238 100 191 100

n = ndmero de amostras plagueadas

Foram identificados 113 micro-organismos, cocos gram-positivos, causadores
de mastite subclinica (CCS > 200.000 CS/mL) e 103 causadores de mastite clinica. Os
principais agentes envolvidos na etiologia da mastite subclinica foram Staphylococcus spp.
(53,10%), principalmente S. aureus (30,09%) e S. chromogenes (7,08%), seguido de
Streptococcus spp. (22,12%) e Enterococcus sp (16,81%) (Tabela 2).

Os principais agentes envolvidos na etiologia da mastite clinica foram
Staphylococcus spp. (45,63%) e Streptococcus spp., (45,63%). As espécies predominantes
de Staphylococcus spp. foram S. aureus (15,53%) e S. chromogenes (11,65%), e de
Streptococcus spp. foram S. uberis (15,53%), S. agalactiae (12,62%) e S. dysgalactiae
(12,62%) (Tabela 3).
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Tabela 2 - Distribuicdo dos isolados bacterianos, cocos Gram-positivos, de amostras de leite

de vacas com mastite subclinica.

Espécies

Estafilococos
Staphylococcus aureus
Staphylococcus chromogenes
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus lentus
Staphylococcus spp.
Staphylococcus pseudintermedius
Staphylococcus simulans
Staphylococcus hominis hominis
Staphylococcus haemolyticus
Staphylococcus xylosus
Estreptococos
Streptococcus agalactiae
Streptococcus uberis
Streptococcus pluranimalium
Streptococcus alactolyticus
Streptococcus spp.
Enterococos
Enterococcus faecium
Enterococcus faecalis
Enterococcus avium
Enterococcus casseliflavus
Enterococcus spp.
Outros
Lactococcus spp.
Lactococcus garviae
Lactococcus lactis cremoris
Aerococcus viridans
Alloiococcus otitis
Gemella morbilorum
Kocuria spp.
Turicella otitidis

TOTAL

Ndmero

60

PP RPrPRPRPPNMNORPRPRPRLNODRPRPRPROEDRFRPRPPRPONMOASEDNQ

113

%

53.10
30,09
7,08
3,94
3,54
2,66
1,77
1,77
0,89
0,89
0,89
22,12
11,50
7,97
0,89
0,89
0,89
16,81
7,96
6,19
0,89
0,89
0,89
7,96
1,77
0,89
0,89
0,89
0,89
0,89
0,89
0,89
100,00
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Tabela 3 - Distribuigéo dos isolados bacterianos, cocos Gram-positivos, de amostras de

leite de vacas com mastite clinica.

Espécies
Estafilococos
Staphylococcus aureus
Staphylococcus chromogenes
Staphylococcus sp
Staphylococcus xylosus
Staphylococcus arlettae
Staphylococcus saprophyticus
Staphylococcus epidermidis
Staphylococcus hominis hominis
Staphylococcus simulans
Staphylococcus sciuri
Staphylococcus warneri
Estreptococos
Streptococcus uberis
Streptococcus agalactiae
Streptococcus dysgalactiae
Streptococcus spp.
Streptococcus gal. gallolyticus
Streptococcus mitis
Streptococcus pseudoporcinus
Enterococos
Enterococcus faecalis
Enterococos faecium
Outros
Aerococcus viridans
Kocuria kristinae
Kocuria spp.
Lactococcus garviae

TOTAL

Ndmero %
47 45,63
16 15,53

11,65

5,83

3,88

1,94

1,94

0,97

0,97

0,97

0,97

0,97

47 45,63

16 15,53

13 12,62

13 12,62

1,94

0,97

0,97

0,97

1,94

0,97

0,97

6,80

0,97

3,88

0,97

0,97

103 100,00

=
N

P PR RPRERLNMNNNDDOO

P PR NRPRPNRRREDN

Os isolados de S. aureus apresentaram alta taxa de resisténcia a penicilina (76%)

e ampicilina (74%). Staphylococcus spp. (ndo S. aureus) também apresentaram alta

resisténcia a penicilina (56,14%) e ampicilina (45,61%). Em relacdo a cefoxitina, 8,33% dos

isolados de S. aureus e 12,28% dos isolados de Staphylococcus spp. (ndo aureus) foram

resistentes (Tabelas 4 e 5).

Os isolados de Streptococcus spp. apresentaram alta suscetibilidade a ampicilina
(98,53%), penicilina (95,71%), ceftiofur (98,59%) e sulfazotrim (76,19%). As maiores taxas

de resisténcia antimicrobiana foram observadas para gentamicina (46,03%), neomicina



(65,08%), tetraciclina (43,66%) e eritromicina (23,19%) (Tabela 6).
Enterococcus spp. apresentaram maiores taxas de resisténcia a tetraciclina (52,38%),
eritromicina (19,05%), ciprofloxacina (9,52%) e penicilina (9,52%) (Tabela 7).
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Os isolados de

Tabela 4 - Suscetibilidade antimicrobiana de Staphylococcus aureus isolados (n = 50) de
amostras de leite de vacas leiteiras com mastite clinica ou subclinica.

Suscetibilidade antimicrobiana

Antimicrobianos R I S

n % n % n %
Ampicilina 37 74,00 - - 13 26,00
Cefoxitina 4 8,33 - - 44 91,67
Ceftiofur - - - - 48 100,00
Ciprofloxacina - - 1 2,00 49 98,00
Enrofloxacina - - 2 4,17 46 95,83
Eritromicina 1 2,00 4 8,00 45 90,00
Gentamicina 1 2,13 - - 46 97,87
Penicilina 38 76,00 - - 12 24,00
Neomicina - - - - 47 100,00
Sulfazotrim - - - - 47 100,00
Tetraciclina 3 6,00 - - 47 94,00
R = resistente, | = intermediario, S = sensivel, n = nUmero de isolados.

Tabela 5 - Suscetibilidade antimicrobiana de Staphylococcus spp. (ndo aureus) isolados (n
= 57) de amostras de leite de vacas leiteiras com mastite clinica ou subclinica.

Suscetibilidade antimicrobiana

Antimicrobianos R | S
n % n % n %
Ampicilina 26 45,61 - - 31 54,39
Cefoxitina 7 12,28 - - 50 87,72
Ceftiofur - - 2 3,51 55 96,49
Ciprofloxacina - - - - 54 100,00
Enrofloxacina - - - - 57 100,00
Eritromicina 5 8,93 5 8,93 46 82,14
Gentamicina 1 1,89 - - 52 98,11
Penicilina 32 56,14 - - 25 43,86
Neomicina - - - - 52 100,00
Sulfazotrim 1 1,85 - - 53 98,15
Tetraciclina 7 12,28 - - 50 87,72

R = resistente, | = intermediario, S = sensivel, n = niimero de isolados.
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Tabela 6 - Suscetibilidade antimicrobiana de Streptococcus spp. isolados (n = 72) de
amostras de leite de vacas leiteiras com mastite clinica ou subclinica.

Suscetibilidade antimicrobiana

Antimicrobianos

n % n % n %
Ampicilina 1 1,47 - - 67 98,53
Cefoxitina - - - - - -
Ceftiofur - 1 1,41 70 98,59
Ciprofloxacina 1 1,45 23 33,33 45 65,22
Eritromicina 16 23,19 3 4,35 50 72,46
Enrofloxacina 3 4,23 26 36,62 42 59,15
Gentamicina 29 46,03 11 17,46 23 36,51
Penicilina 3 4,29 - - 67 95,71
Neomicina 41 65,08 15 23,81 7 11,11
Sulfazotrim 5 7,94 10 15,87 48 76,19
Tetraciclina 31 43,66 5 7,04 35 49,30
R =resistente, | = intermediario, S = sensivel, n = nimero de isolados.

Tabela 7 - Suscetibilidade antimicrobiana de Enterococcus spp. isolados (n = 21) de
amostras de leite de vacas leiteiras com mastite clinica ou subclinica.

Suscetibilidade antimicrobiana

Antimicrobianos R I

n % n % n %
Ampicilina 1 4,76 - - 20 95,24
Cefoxitina - - - - - -
Ciprofloxacina 2 9,52 15 71,43 4 19,05
Eritromicina 4 19,05 6 28,57 11 52,38
Enrofloxacina - - - - - -
Penicilina 2 9,52 - - 19 90,48
Tetraciclina 11 52,38 - - 10 47,62

R = resistente, | = intermediario, S = sensivel, n = nimero de isolados.
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Tabela 8 - Proporgfes de isolados multisensiveis, resistentes a uma ou duas classes de
antimicrobianos e multirresistentes.

Total NUmero

- . Padrdes de suscetibilidade Proporgao
Espécies bacterianas de . de
. dos isolados . (%)
isolados isolados

Multisuscetivel 10 20,00
Intermediario 1 2,00
Resistente a 1 classe de

Staphylococcus aureus 50 ATB 35 70,00
Resistente a 2 classes de
ATB 4 8,00
Multirresistente 0 0,00
Multisuscetivel 17 29,82
Intermediério 3 5,26

Staphylococcus spp. (néo Resistente a 1 classe de 24 4211

aureus) S ATI?;
Resistente a 2 classes de 11 19.30
ATB ’
Multirresistente 2 3,51
Multisuscetivel 3 4,17
Intermediario 15 20,83
Resistente a 1 classe de

Streptococcus spp. 72 ATB 26 36,11
Resistente a 2 classes de
ATB 15 20,83
Multirresistente 13 18,06

Enterococcus spp. Multisuscetivel 1 4,76
Intermediério 6 28,57
Resistente a 1 classe de

21 ATB 8 38,10

Resistente a 2 classes de
ATB 6 28,57
Multirresistente 0 0,00
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4. DISCUSSAO
Staphylococcus spp.

Entre os S. aureus as maiores taxas de resisténcia foram para as penicilinas,
sendo 76% para penicilina e 74% para ampicilina. A producdo de enzimas beta-lactamases,
codificadas pelo gene blaZ, que hidrolisam o anel beta-lactdmico ou a producéo de proteinas
de ligacéo a penicilina de baixa afinidade, codificadas pelo gene mecA, séo as provaveis
causas da resisténcial’. As penicilinas sdo amplamente utilizadas no tratamento
intramamario da mastite bovina, e isso pode estar relacionado ao aumento da resisténcial®,

Resultados semelhantes foram encontrados por Dorneles et al.” no Estado de
Minas Gerais, também utilizando o método de disco difusdo, em que 76,1% e 78,9% dos S.
aureus foram resistentes a ampicilina e penicilina, respectivamente. Por outro lado, DeJong
et al.*2, analisando amostras de mastite clinica de nove paises europeus, observaram que
apenas 25% dos S. aureus foram resistentes a penicilina. Essa diferenca sugere que a
suscetibilidade dos estafilococos a penicilina varia de acordo com o pais ou regido.

Assim como 0s S. aureus, as maiores taxas de resisténcia dos Staphylococcus
spp. (ndo aureus) foram para penicilina (56,14%) e ampicilina (45,61%). A taxa de
resisténcia para tetraciclina (12,28%) foi semelhante a encontrada por Nobrega et al.*® (12%)
para estafilococos néo aureus isolados de leite de vaca de rebanhos canadenses.

No presente estudo, 8,33% dos isolados de S. aureus e 12,28% dos isolados de
Staphylococcus spp. (ndo aureus) foram resistentes a cefoxitina/oxacilina. No estudo de
Santos et al.!8, em seis Estados brasileiros, 100% dos isolados de S. aureus foram suscetiveis
a oxacilina, enquanto (47%) dos isolados de estafilococos ndo-aureus foram resistentes a
oxacilina. No estudo de Dorneles et al.(), em Minas Gerais, a porcentagem de resisténcia a
oxacilina foi maior entre as cepas de SCN (75%), em compara¢do com isolados de S. aureus
(2,81%).

No presente estudo ndo foram observados isolados de S. aureus multirresistentes
e apenas 3,51% de Staphylococcus spp. (ndo aureus) apresentaram multirresisténcia.
Diferentemente do estudo de Dorneles et al.("), em que 16,9% das cepas de S. aureus e 50%

dos isolados de SCN foram classificadas como multirresistentes.

Streptococcus spp.
No presente estudo observou-se que a resisténcia dos Streptococcus spp. a

eritromicina foi de 23,19%. A resisténcia a eritromicina em isolados de Streptococcus spp.
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também foi relatada em outros estudos. Duarte et al.?° relataram 10,5% de resisténcia a
eritromicina em isolados de Streptococcus agalactiae do leite de vacas com mastite clinica
ou subclinica na regido Sudeste do Brasil. Tomazi et al.?, utilizando o método de
microdiluicdo em caldo, encontraram frequéncias de resisténcia para eritromicina de 29,1%
em isolados de S. agalactiae de mastite clinica na regido Sudeste do Brasil. No estudo de
Thomas et al.1, em oito paises europeus, a taxa de resisténcia de S. uberis a eritromicina foi
de 18,8%.

Em relacdo a tetraciclina, 43,66% dos isolados de Streptococcus spp. do presente
estudo apresentaram resisténcia. A baixa eficicia da tetraciclina tem sido relatada em todo o
mundo e pode ser atribuida ao uso excessivo desse antimicrobiano no passado®* %,

A alta prevaléncia de Streptococcus spp. resistentes a tetraciclina também foi
relatada em outros estudos. A resisténcia a tetraciclina foi descrita para 44,7% dos isolados
de S. agalactiae no estudo de Duarte et al.?°, no Brasil, e 44% em estudo realizado na
Pol6nia??. Além disso, um estudo realizado em Portugal relatou uma porcentagem de 64,8%
de resisténcia a tetraciclina em Streptococcus spp. isolados de mastite subclinica em vacas
leiteiras?®. No estudo de deJong et al.*?, em nove paises europeus, a taxa de resisténcia de S.
uberis a tetraciclina foi de 36,7%.

As bactérias do género Streptococcus spp. mostraram a maior resisténcia a
neomicina (65,08%) e gentamicina (46,03%), ambos aminoglicosideos. As bactérias do
género  Streptococcus spp. mostram  suscetibilidade naturalmente menor aos
aminoglicosideos, o que é uma consequéncia da permeacao limitada desses antimicrobianos
através da parede celular. Porém, o aumento da resisténcia de Streptococcus spp. a
gentamicina, como no caso da tetraciclina, provavelmente foi estimulado pelo uso excessivo
deste antimicrobiano®® %,

Semelhantemente, Rato et al.?® relataram 80,6% de resisténcia & gentamicina em
isolados de Streptococcus spp. No estudo de Kaczorek et al.??, 100% dos S. agalactiae
provenientes de amostras de leite bovinos leiteiros com mastite clinica foram resistentes a
gentamicina.

Em relacdo a enrofloxacina, 36,62% dos isolados de Streptococcus spp.
apresentaram resisténcia intermediaria. Devido a sua resisténcia intrinseca as quinolonas, 0s
isolados de estreptococos podem parecer fenotipicamente intermediarios usando o método

de difusdo em disco, apesar da falta de resisténcia adquirida®.
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A alta suscetibilidade dos isolados de Streptococcus spp. aos antimicrobianos
beta-lactamicos (ceftiofur (98,59%), ampicilina (98,53%) e penicilina (95,71%)) esta de
acordo com os resultados relatados em outros estudos!™ 2. Os antimicrobianos beta-
lactdmicos ainda sdo a primeira escolha para o tratamento de infeccbes causadas por
Streptococcus spp.2t 22,

No presente estudo, 18,06% das cepas de Streptococcus spp. foram classificadas
como multirresistentes. Resultado semelhante ao encontrado por Boireau et al.?*, na Franca,

que observaram 14,5% de multirresisténcia para Streptococcus uberis (n=5.867).

Enterococcus spp.

As bactérias do género Enterococcus spp. tiveram maior resisténcia a tetraciclina
(52,38%) e eritromicina (19,05%), seguido por ciprofloxacina (9,52%) e penicilina (9,52%).
A alta resisténcia a tetraciclina e a eritromicina pode ser devida ao uso prolongado e
generalizado desses antimicrobianos em fazendas leiteiras?®.

No estudo de Yang et al.?®, na China, isolados de Enterococcus faecalis também
apresentaram maior resisténcia contra tetraciclina e eritromicina, porém com taxas maiores
de resisténcia, 87,7% e 79,0%, respectivamente, e resisténcia semelhante a ciprofloxacina
(11,1%). Estudos anteriores também relataram alta resisténcia a tetraciclina e a eritromicina
em Enterococcus spp. isolados de animais produtores de alimentos?.

Né&o foi observado Enterococcus spp. multirresistente, diferentemente do estudo
de Yang et al.?®, na China, que encontraram 18,5% de isolados de Enterococcus faecalis
multirresistentes.

A comparagéo de resultados de diferentes estudos que avaliam a suscetibilidade
antimicrobiana deve ser feita com cautela, devido as diferencas nas técnicas utilizadas (teste
de difusdo em disco ou diluicdo em caldo), bem como as diferencas nos critérios
interpretativos utilizados para a categorizacao dos isolados como resistentes ou suscetiveis.
Além disso, variagdo da suscetibilidade antimicrobiana entre estudos pode ser por
mecanismos genéticos de resisténcia, como diferentes frequéncias de genes de resisténcia

antimicrobiana®®.
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5. CONCLUSOES

O patogeno mais frequentemente envolvido na etiologia da mastite subclinica
foi Staphylococcus spp. (53,10%), particularmente S. aureus (30,09%). Na mastite clinica,
Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. apresentaram a mesma frequéncia (45,63%), sendo
o S. aureus (15,53%) e o S. uberis (15,53%) as principais espécies. De forma geral, 0s
patdégenos gram-positivos causadores de mastite bovina foram suscetiveis a maioria dos
antimicrobianos testados. As maiores taxas de resisténcia antimicrobiana foram de
Staphylococcus aureus a penicilina (76%) e ampicilina (74%), Streptococcus spp. a
neomicina (65,08%), gentamicina (46,03) e tetraciclina (43,66%) e Enterococcus spp. a
tetraciclina (52,38%).

Tais resultados demonstram que o problema da resisténcia bacteriana € uma
realidade, reforcando a necessidade do uso racional de antimicrobianos e do monitoramento
da resisténcia antimicrobiana. Mais estudos avaliando as caracteristicas gendmicas dos
microrganismos devem ser conduzidos para determinar a distribuicdo dos genes de

resisténcia antimicrobiana.
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CONSIDERACOES FINAIS

A mastite bovina € uma doenga muito importante em rebanhos leiteiros, do ponto
de vista econbmico, de saude publica e bem-estar animal. O gerenciamento eficaz do
rebanho, a higiene e a biosseguranca sdo essenciais para garantir a satude do Ubere. Para
controle e tratamento eficientes da mastite, € necesséario conhecer os agentes causadores da
infecgdo intramamaria e os fatores de risco associados.

No presente estudo, os principais fatores de risco associados com a ocorréncia
de mastite subclinica em vacas leiteiras foram idade avancada, Ubere penduloso e estagio de
lactacdo avancado. A identificacdo desses fatores de risco sugere que medidas como
substituir vacas velhas e fazer selecdo genética para a conformacéo de Ubere diminuem as
chances de ocorréncia de mastite subclinica. Como a mastite é uma doenca multifatorial,
essas medidas devem ser implementadas como parte de um programa integrado de satde do
Ubere e levar em consideragdo todos os aspectos do manejo do rebanho.

Staphylococcus aureus foi o patégeno gram-positivo causador de mastite bovina
mais frequente. As infecBes causadas por S. aureus apresentam baixa taxa de cura com
tratamento com antimicrobianos, portanto, segregar ou descartar as vacas com mastite
cronica é uma medida de controle importante nestes casos.

A alta frequéncia de Streptococcus agalactiae revela uma deficiéncia nas
medidas de controle de mastite contagiosa, 0 que € comum no Brasil. Diferentemente da
infecdo por S. aureus, a taxa de cura do tratamento com antimicrobianos a base de beta-
lactdmicos € elevada para S. agalactiae, o que foi confirmado pelos resultados do teste de
sensibilidade antimicrobiana do presente estudo.

As maiores taxas de resisténcia observadas foram de Staphylococcus spp. contra
penicilina e ampicilina, Streptococcus spp. contra neomicina, gentamicina e tetraciclina e
Enterococcus spp. contra tetraciclina. Os dados de monitoramento da resisténcia
antimicrobiana podem ajudar a tratar os animais doentes e garantir seu bem-estar com
escolhas antimicrobianas mais apropriadas.

Os resultados obtidos no presente estudo contribuem para fornecer uma linha de
base para testar a eficacia de medidas de controle da resisténcia antimicrobiana. Além disso,
podem ajudar os veterinarios na selecdo do agente antimicrobiano mais apropriado para a
terapia inicial e, portanto, fazem parte de uma estratégia abrangente de combate a resisténcia
antimicrobiana. Porém, outros fatores também sdo importantes para reduzir a carga de

bactérias resistentes nas fazendas leiteiras, como biosseguranca adequada, melhor higiene e
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minimizagdo da exposi¢do a antimicrobianos. Além disso, é necessario estabelecer redes
nacionais de vigilancia que possam monitorar a resisténcia antimicrobiana de patégenos

isolados em bovinos leiteiros e, de forma mais ampla, em animais de producéo de alimentos.
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Aprecentagio do Projabo:
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dxs doenpas mals prevaleniss &m rebanhos leiteiros, gerandc muitos prejuizos econdmioos.

0 presErie prolooolo redeare-se 8 uma srmends gus solda mmm;iudemﬁ:edcumm de 2019 para
& conclusio dos esuldos.

Objativo da Pecgulca:

Realrar um estudo sobre of aspecins epidemicldgioss da miasite bovina mos municiplos Bels Vst de
Golds, Hidroldndls (mesoreglo Cenfro Golamo), Piracanjuba & Orzona [mesomegilio 3wl Golama), no
Esds de Solds.

Ohjefivos especifioos

Defermirar 3 prevalEnch de mastie subdinica nas Faricipios Beda Vists de Golds, Hdmoldndlis, Firacanjuba
i iChrior.

ientificar os miocorganismos caussdons de masite subclirica & deierminar 3 sensblldsde destes

microrganismos frenbs & andmionoblanos.
ideniEficar os Talores assodados & Fasiie subcdnica.
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Meniificar os miororganismos caussdores de mastite clinlca & d=termirar a s=nsibllldade deshes
milcronganismos frenie a anfimioroblanos.
ideniificar & presenca de geres de resksbinoa & antimlooblamcs nos [solados de SEphylocoious surEus.

Awallegdo dos Flesot & Benaficlos:

D= acordo com A pesquissdon "Um fsco pam 8 exeouciio deste projeto seria & aceEaclo dos produtores
97 participar da pesquisa, bem como a disposigio dos mesmos em colaborar onm 3 Coketa de amostas de
lefie & Informasgles. Para superar est dificuldade explcaremos a Importinida da realzapc da pesgquisa e
o beEneficos gus oS priprios produiones ierlo oom oS esulsdos & tmbém buscaremos apcio 0ot labicinies
para aumentar a crediblidade com os produfores”. Mo entanto, Isso ndo se Faduz &m um rsco para o
paricipanie. O guestondrio & ser aplicado ndo apresent nenhoms goesilo gus causes desconfofo ou
corsirangimenio ao partidpani=. porianio, o fAsco & minimo ou gQuyse Inexisients para esta pesquisa.
Benefichos: A pesguisydors eopera Coim 05 resuliados desia pesquisa aprimonr os programas e conimie =
pr:'f-u'i;!-ud-: masii=, confrbulndo para a mefors da qualicsds oo b produzido, maksr produtvidade dos
animals &, consequentemenis, malkor ucrabvidade da sthidsde ebsira

Comantarioc & Conclderagiec cobre & Pecgulca:

Trafa-se o= um eshedo que visa imveciigar os fafores causadores da mastbe bovina nos municipios Beda
Wists de Golds, Hidmldndia, Firacanjuba = Orizona, Ro Estado de Golds. M amosiras serlo desfinadas 4
ardilse de confagem de células somaticas e 200 amosiras serio destinadas &s andlses de Identificagio
bescfarians = este de senshilldade & animicrobianos. Destas 200 amaostas, 100 serSo proveni=ni=s de
quarins mamaros com masite dinica & 100 prosenienies de quarns marmdrios oo masife suboinkca. Sed
aplicxdo um quesionaro &0 produlor para n-h-l:-:r-;in de dados sobne o animals, a propriedade & o oo
kigi¥nikco = sanidrio do rebanho. Eskes dados sero obbdos por mislo de observaglo = eninevista ao
proprietirio efou ordenhador. Serio oolhidas informapies reladonadss &= camacienistices indviduals das
waCas, 0omo @, hipsrguersios: nas exiremidades dos =fos, Impeza do Obere, pofunddeds do dbere,
paridsde, diss em Bicacko & produgio de leite por dia; Rfomagles reiadonadas a0 manejo de ordenha e

controle de mastbe, como tipo de crderfa, ordenha de vacas com Fastie por @tmo, wiEscio de luvas

descarfdvels, lavagem dos ielos anies da ordenha, :IHna-;!n dos inks primeimos jJabos de =Ee (iesie da
carecal, reallzagho do pre-dipping, secagem dos telos, reallzagio do pds-dipping, reallzsglo dio CMIT,

ratameTio medixio da masite clinica, escoiha do antbicdco, reakzacho de

Erclaregz:  Pri-lisicrs ds Pescuis s Fessglic - Apdnca UI'D o= rewgliic, Amrsda Fiembomst Je K, Lofles B2
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ratamenio com anfbldticn na secagem, uso de ssianbks no bebo, LI:Ilr.a;-L:--:IE'.-athas pars rostbs | descarhs
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coi=ln de amosias = apll\:ai;.in do guestioraris sos produtonr=s rurals, dassHicada como segunda =lapa do
projeio & prevista para iniclo &m jalho d= 2019, Nenhuma cwfra arh:mgiu Tol feka no profebo.

ConcldsrypEbec cobra ot Termoc mmmm:
Todos 05 i=mos obrigatdrios fToram apresentados, Comforme coRsta &m aneno.

Conoluedes ou Pendénolac & Lisia de Invdequagdec:

Farscer aprovado, s.m ). desi= Comibs.,

Conclderapliss Finalc a orftério do CEP:

Irfcrmamaos que o Comikt de ESca em PesquisaiCER-URG oorsiden o presenie profocsio AFROVADD, o
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ANEXO II

MINISTERIO DA FDUCACAO ;
UNIVERSIDADE FEDERAL DE GOLAS s
PRO.EEITORIA DE PESQUISA E INOVACAD
COAMSS40 DE FTICA NO TS0 DE ANIMAISCEUA UFG

Croiania, 08 de julho de 2019.

PARECER CONSUBSTANCIADO REFERENTE AQ ATENDIMENTO DE FENDENCIA DO
PROTOCOLO N Q2710

I - Fimahidade do projeto de pesquiza: Pesqusa

II - Idenfificagdo:
o Data de apresentagio a CEUA: 12/042019
o Data do atendiments da pendéncia: 240572018
o Tiule do projefo: Aspectos epidemiologicos da pmstite bovina e pesquiza de pemes de resisténcia
_—
o Pesquizador Responsavel/ Unidade: Thamar Venancio de Almeida ( EVZ.
o Pesquisadores Participantes: Clarice Gebar Mirano Semate Cordetro Tenario.
o Medico Veterinario/CRMV: Thapemn Verencio de Almeida CEMV §157 - GO
0 Unidade onde sera realizado: Labaraioro de Especialidades Biologicas (LEB) do Centmo de
em Alimentos (CPA), Escola de Vieterinania e Zootecnia (EVZ) da Universidade Federal de Goids -FG:I.

III - Respostas a5 pendemcias:

v Nao ficon claro quem fara a coleta de amosta. Esclarecer quem fi2 a coleta no momento da
ordenha ou 52 35 AmOsras serdo racebidas no laboracario.

Fasposta do pesquEsador: A col=ta de amostras de lefte po momento da erdenha sera realizada pelos
pesqaisadares responsaveds;

¥ Caso a obtencao do marerial se9a por coleta diretamente po animal peles pesquisadores, descrever os

mmmmmammmahemmmMManmmmm
Mmqnm&mmzmdamsme desconsidera esta pendencia, cas0 25 amostras sejam
recebidas diretaments no laboratario.
Fesposta do pesquisador: Uma ver defectades sinais mflapacorios no ubere do animal (edema
rubor, calar, dor a0 foque), fehre e apada, o animal recebera o tratamento amopriado com
antibéotions & anti-inflamatorios (intramamarios e'ou sisténicos) para aliviar a dor & o descomforto e
promover 3 ora do animal;

v (O plansjamento estatistico descrito refere-se 2035 remiltados do experimento & ndo 20 delinsaments
experimental  Fustificar ¢ mamero de animais uiilizades na pesquEsa. Tustificar o W da amosta com
artizos especificos ou testes estatstoos.

Fesposta do pesquizador: O W da amostra foi calmalado com base m fommila pam o caloale do
tamanho da amostra para uma propama0; 0= (Z° % p % qVe®, onde 7 e a estabstica que na fabela da
orva parmel, abmnge propor;ae da area sob a curva comespondente a0 percenmual indicado pela
parzem de confiana (o caso 95%:, portanto z=1,08); e & o emo amostral (= 3 ponbes percenhaats); p
& 3 poTCEntagem com que 58 verifica o fendmeno (50°4); q & 2 porcentazen conmplementar de p. Com

Cedisndlee ot Forices i D05 ol A At TR LA
Peds-Resitoim de Pesgpaina & Tnovag ByPRFI-UTFG, Alsmcdas Flasbeyenl, O K, BESfGa B2, 1" anlir, Fralio de &gt de
Imovisdia, Pangue Tecnalgaos, sk de CEITA, Caimp Semambais — Crsiaie-0i), Fons: (5562 3521-1876
Email: soum ulgEigmail com
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isso, n= 196 x 0.5 = 0,5) /0,03, resatiando em n=1 047, somamda 15% a este valor (considerando
peria de amestms) temos o—=1.227,03, amedondando para 1. 20 amosimas coletadas;

v Adequacio do cronogram
A coleta e analize dx amostras de keite tera imicio em setembro de 2019, 2 o final do projeto esta
previsto par agosto de 2020,

VI - Parecer da CEUA- _
De acorde com a documentacao apreseniada a CEUA, o projeto foi considerado AFROVADO pela
Comitsdo de Efica no Uso de dnimaizCEL da Universidads Federal de Goias.

I:l‘urmgmtuspﬁqmdnrﬁ

Beiteramos a impemancia deste Parecer Comsubstanciado, & lembmamos que ofs) pesquisador(es)
responsavel(is) devera(ao) encaminhar a CEUA-PEPI-UFG o Relatoro Fmal tassado na conclasae do
estudo & ma incidencia de publicactes decomrentes deste, de acondo com o disposto ma Lei p°. 11.794 &
QR0 EB.E.-uh;m"'-m:lmmn“ 01, d= 0890720010 do Cooselbo Macdomal de Cooirole de
Experimentacao Animal-CONCEA. O prazo para emiresa do Balatorio e de ate 30 dias apos o encemamenio

da pesquziza, a qual esta prevista par finalizar suas agdes ate 31 de agosto de 2020,

VII - Diata da reanido: (8072019,

okl e Flive o Bl di Aninate TN
Ped-Restor de Pesduisa ¢ Indvag B/ FRPI-UFG, Alsneda Flasberpenl, 0. K, EEGe B2, 17 ander, Fredesds Aginca e
Enovadia, Pangue Tecnabdjeas, &k de CELTA, Caimgus Senimbeis — Ceeiae-0lh Fone: (3342 3521-187%

Email: ccum uliamail oo
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MINISTEEIO DA FDUCACAD ; E
.

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta mtiulada “Aspectos epidemiologicos da mastite bovina & pesquisa de pemes
de resistencia microbiana”, regisirada com o protocalo n® 027719, sob 3 responsabilidade de Thamara
Venancio de Abmeida ¢ Edmar Scares Nicolan, que emualve a 30, mamitencio ou utlizacio de
animas partencentes a0 flo Chordata, subdilo Vertebmm (exceto manos p:nﬂmdape:qmsaumnﬁu.
enconira-se de acorde com os praceitos da Lai o 11.794, de B de oufubro de 2008, do Demeto o 6390, de
15 de julho de 2008, & com 35 nommas editades pelp Conselho Nacioml de Cenirole de Experimentacao
Ammal (CONCEA), e foi aprovada pela COMISS5A0 DE ETICA NO USO DE ANIMALS (CEUA) da
Universidade Faderal do Goias (UFG), em reanido de 08707/2019.

O Fmalidade: () Emsino  (x) Pesquisa Cientifica

O Vigencia da atoriza;ao (imco e fm): 08072010 a 31082020
o Especielinhasemtaca: boving

O N de animais amorizades: 1200 mmimais no total

0 PesoTdade: 800 kg, = I anos

O Sexo: femeas

o Origem (fomecsdor): proprisdades leiteiras do estado de Goizs

Commbinds it Fiicas rigr Dl ol A ridiiots U000
Peb-Reitorm de Peidpiss & lnevag B PRPIATFG, Alsweds Flambeyant, (. K, EdfGcia B2, 1" ander, Prodes de Aginc 4
Imovesgia, Parque Tecnaldgans, sk de CEUA, Campus Semambeis — Croeliais-Ci), Fons: (53£7) 3521-187
Emuail: cou ulfgigmail com
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Nome do(a) Produtor(a):

Nome da Propriedade:

Municipio:

Telefone para contato:

E-mail para contato:

Data: / /

1 ORDENHA E CONTROLE DE MASTITE

1.1 Quantas vezes ao dia 0s animais sao ordenhados?
()1
()2
()3

1.2 Qual o nimero de ordenhadores?
()1
()2

()3
( ) Outro:

1.3 Qual é o tipo de ordenha?
( ) Manual

( ) Mecénica (balde ao pé)

( ) Mecénica (canalizada)

1.4 Possui quantos conjuntos de ordenha?
1.5 Qual o material das teteiras?

( ) Borracha
( ) Silicone
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1.6 Possui extracdo automatica das teteiras?
() Sim
( ) Néo

1.7 Faz manutencéo do equipamento de ordenha?
( ) Periddica

( ) Eventual (quando tem algum problema)

( ) Nunca

1.8 Faz linha de ordenha, isto é, ordenha as vacas com mastite por ultimo ou
separadamente?

( ) Sempre

() As vezes

( ) Nunca

1.9 O(s) ordenhador(es) utiliza(m) luvas descartaveis para realizar a ordenha?
() Sim
( ) Nao

1.10 Faz a lavagem dos tetos com agua?
( ) Sempre

( ) Quando muito sujo

( ) Nunca

1.11 Faz o teste da caneca (eliminacéo dos trés primeiros jatos de leite)?
() Sim
( ) Néo

1.12 Faz pré-dipping?
() Sim
( ) Néo

1.13 Faz secagem dos tetos?
( ) Sim. () Papel toalha ( ) Pano
( ) Néo

1.14 Faz pos-dipping?
() Sim
( ) Néo

1.15 Fornece alimento para as vacas durante a ordenha?
() Sim
( ) Néo

1.16 Fornece alimento para as vacas imediatamente apds a ordenha?
() Sim
( ) Néo

1.17 Faz o teste CMT (California Mastite Teste)?



( ) Sim, regularmente
( ) Sim, ocasionalmente
( ) Néo

1.18 Faz contagem de células somaticas (CCS) individual das vacas em lacta¢éo?
( ) Sim, regularmente

( ) Sim, ocasionalmente

( ) Nao

1.19 Faz o tratamento imediato da mastite clinica?
() Sim.
Qual(ais) critério(s) para tratar?
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Qual(ais) produto(s)?

( ) Nao

1.20 Faz tratamento de mastite subclinica durante a lactacéo?
() Sim.
Qual(ais) critério(s) para tratar?

Qual(ais) produto(s)?

( ) Nao

1.21 Como escolhe o antibidtico para tratamento da mastite?
( ) Indicagéo do vendedor

( ) Indicacdo do médico veterinario

( ) Rodizio

( ) Resultado da cultura e antibiograma

( ) Outro:

1.22 Faz cultura bacterioldgica e antibiograma do leite?
( ) Sim, regularmente.

( ) Sim, ocasionalmente

( ) Nao

1.23 Faz tratamento com antibidtico na secagem das vacas (antibidtico vaca seca)?
( ) Sim, de todas as vacas secas. Qual(ais) produto(s)?

( ) Sim, de algumas vacas secas. Qual(ais) critério(s)?

( ) Néo

1.24 Utiliza selante interno de teto nas vacas secas?
( ) Sim, em todas as vacas secas. Qual(ais) produto(s)?

( ) Sim, em algumas vacas secas. Qual(ais) critério(s)?

( ) Nao

1.25 Utiliza vacina para mastite?
( ) Sim. Qual?
( ) Nao

1.26 Faz descarte de animais por mastite?
( ) Sim. Qual(ais) critério(s)?
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( ) Néo

1.27 Utiliza 4gua morna para enxague da ordenhadeira apds ordenha?
() Sim
( ) Néo

1.28 Utiliza detergente alcalino para limpeza da ordenhadeira?
( ) Sim, com agua quente

( ) Sim, com &gua a temperatura ambiente

( ) Néo

1.29 Utiliza detergente &cido para limpeza da ordenhadeira?
() Sim
( ) Nao

1.30 Faz sanitizacédo da ordenhadeira com solucéo de cloro antes da ordenha?
() Sim
( ) Nao

2 DADOS DA FAZENDA
2.1 Producdo de leite diaria (litros/dia):

2.2 Numero de vacas em lactacao no rebanho:
2.3 Contagem de células somaticas (CCS) do leite do tanque:
2.4 Contagem bacteriana total (CBT) do leite do tanque:

2.5 Para quem vende o leite:
( ) Laticinio sob Servico de Inspecao Federal
( ) Laticinio sob Servico de Inspecdo Estadual
( ) Cooperativa

( ) Queijeiro

2.6 O pagamento do leite é de acordo com a qualidade?
() Sim
( ) Néo

2.7 Sistema de alojamento das vacas em lactacéo
( ) Free stall

() Tie stall

( ) Compost barn

( ) Piquetes

( ) Outro:




2.8 Assisténcia técnica
()Sim

( ) Laticinio

() Particular

( ) Outra:

( ) Néo
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ANEXO IV

FIGURAS COMPARATIVAS PARA AVALIACAO VISUAL DOS ANIMAIS

Figura 1 - Escores de hiperqueratose na extremidade dos tetos: (1) sem anel, (2) pequena

formagéo de anel sem rugosidade, (3) formagéo de anel rugoso e (4) grande
formacéo de anel rugoso.

Fonte: Canadian Bovine Mastitis Research Network?’

Figura 2 - Escores de limpeza do Ubere: (1) totalmente limpo, (2) pouco sujo, (3) sujo e (4)
completamente sujo.

Fonte: Canadian Bovine Mastitis Research Network?’
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Figura 3 - Profundidade do ubere. Base do Ubere acima do jarrete (ideal) e base do ubere
abaixo do jarrete.
Fonte: Canadian Bovine Mastitis Research Network?’



