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CAPITULO 1

CONSIDERAGOES GERAIS

NORMAS CONFORME ASSOCIACAO BRASILEIRA DE NORMAS TECNICAS

(ABNT)
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1 INTRODUCAO

A mastite ainda ¢ um grande problema que causa diversos prejuizos na produgao
leiteira mundial. Além da diversidade de agentes envolvidos nas infec¢des intramamarias
(IMI) que dificulta o tratamento imediato, ao longo do tempo intensificou a produgao
leiteira, aumentando o desafio em relagdo ao ambiente. Além do ambiente e diversidade
de agentes, existe a preocupacdo com a saude do animal, principalmente de forma
preventiva, que influencia diretamente no sistema imune dos animais (OVERTON;

MCART; NYDAM, 2017).

Com a necessidade de animais cada vez mais produtivos e com criagdes
intensivas, aumenta o risco de infec¢do, exigindo assim mais cuidados com o manejo dos

animais dentro da propriedade leiteira (RUEGG, 2017).

O Brasil foi considerado o quinto maior produtor de leite do mundo (FAO, 2016)
com volume de produg¢do de 36,27 bilhdes de litros de leite cru e resfriado em 2016. Com
a necessidade de animais cada vez mais produtivos e com criagdes intensivas, aumenta o
risco de contaminagdes, exigindo assim mais cuidados com o manejo dos animais dentro
da propriedade leiteira (STEVENS; PIEPERS; DE VLIEGHER, 2016).

Existem recomendagdes de varios o6rgaos oficiais de saide em todo o mundo, com
objetivo de diminuir o uso de antibidticos na produc¢do animal, para diminuir o risco de
resisténcia bacteriana a antibidticos, e possivel presenga de residuos nos produtos de
origem animal (BRESSMANN, 2004; DAS; PATRA, 2017; KELLY et al., 2016;
REARDON, 2014; SHARLAND et al., 2018; VAN PUYVELDE; DEBORGGRAEVE;
JACOBS, 2018; WELLS; PIDDOCK, 2017).

Existe uma grande pressdo da sociedade para melhorar a qualidade dos alimentos,

sem antibioticos e medicamentos mais naturais, dentre estes, o leite. Como, na atualidade,
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as pessoas como consumidoras de bens de consumo e alimentos tem grande poder de
persuasdo sobre a industria e sobre os produtores de alimento de modo geral, foi langado
no Brasil o Programa Nacional de Qualidade do Leite (PNQL) para melhoria na qualidade
do leite produzido (BRASIL, 2011), o leite contaminado por residuos de antibidticos ¢
considerado imprdprio para consumo humano, representando riscos para a saude publica.

A antibioticoterapia no periodo pré-parto para controle e profilaxia da mastite tem
sido adotada indiscriminadamente no momento da secagem de vacas leiteiras, sendo
imprescindivel analisar os efeitos dessa pratica sobre a qualidade do leite (VAN
PUYVELDE; DEBORGGRAEVE; JACOBS, 2018). Sabe-se que conforme o manejo
pré-parto, com influéncia do ambiente, pode se alterar a incidéncia de infecgdes nos
animais, necessitando de ferramentas de controle preventivo (RUEGG, 2017).

O uso do tratamento seletivo de tetos no momento da secagem, com ou sem
antibidticos, tem sido amplamente utilizada e estudada no mundo todo, como medida de
controle e preven¢do de mastite no periodo seco entre lactagcdes, portanto sem uma
defini¢do pratica sobre o assunto, necessitando de mais estudos para padronizar a
condutas de secagem de vacas, com objetivo de diminuir o uso de antibidticos, em tetos
sem mastite subclinica (GUIMARAES et al., 2017; HIGGINS et al., 2017a, 2017b).

O objetivo desta pesquisa foi avaliar o uso do tratamento seletivo de tetos no

processo de secagem em vacas leiteiras.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo desta pesquisa foi avaliar o uso do tratamento seletivo de tetos no

processo de secagem em vacas leiteiras.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar o uso do tratamento seletivo de tetos no processo de secagem em vacas leiteiras.
- Avaliar testes de diagndstico que deve ser utilizado para detectar mastite subclinica no

final da lactagao.

- Avaliar a necessidade do uso de antibidticos em vacas no periodo de secagem.
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3 REVISAO DE LITERATURA
3.1 Caracterizacido da mastite

A palavra mastite ou mamite bovina origina-se do grego “mastos” (mama) e ite
(inflamagdo). O termo designa a inflamag¢do da glandula mamaéria, provocada por causas
fisicas, quimicas e bioldgicas, tais como: traumatismos ou lesdes no ubere, € patdogenos.
Essa enfermidade acarreta alteragdo no aspecto fisico-quimico do leite, além de poder
causar transtornos a saude humana (POIZAT et al., 2017).

Possivelmente ocorre a perda da funcionalidade do quarto mamario atingido e
manifesta-se sob duas maneiras: mastite clinica e subclinica. A mastite pode apresentar
edema mamario, presenca de coagulos, sangue e exsudato no leite, além de dor e
hipertermia local (SANTMAN-BERENDS et al., 2016).

O efeito de animal dentro de rebanho, como ordem de parto e periodo de lactagao
também influenciam na variagdo da CCS de vacas leiteiras de rebanhos comerciais
(GUIMARAES et al., 2017; RUEGG, 2017; ZHANG et al., 2016).

Infecgdes por Staphylococcus aureus possui uma grande capacidade de
penetragdo na glandula mamaria, podendo formar formacgao de tecido fibroso, formando
“bolsdes” de bactérias, que limita a acdo dos antibioticos, caracterizando a infeccdo como
de longa duragdo, cronica, baixa taxa de cura, seja espontanea ou por antibioticos
(TAPONEN et al., 2017).

O grau de susceptibilidade varia conforme o rebanho e conforme a espécie do
Staphylococcus spp. (BERCHTOLD et al., 2014). As duas mais comuns fontes de
introducao do Staphylococcus aureus sao aquisicao de animais infectados e ordenhadores
carregando a bactéria para a fazenda (BERCHTOLD et al., 2014; RUEGG, 2017).

A produgao da coagulase por Staphylococcus aureus constitui um importante

determinante fenotipico, uma vez que estd associada a viruléncia desses microrganismos
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(BERCHTOLD et al.,, 2014). M¢étodos de sequenciamento genético permitem a
identificacao de varios patogenos bacterianos (WANG et al., 2016), porém por outro lado
existe a necessidade de testes de baixo custo, que na maioria das vezes, nao estdo na rotina
diagnostica de laboratdrios na area veterinaria (CANTEKIN et al., 2015; MAHMMOD
et al., 2013; STEELE et al., 2017).

Os Staphylococcus coagulase negativos (SCN) ou Staphylococcus nao aureus
(SNA), sdo grupos de bactérias importantes causadoras de mastite, essas bactérias
geralmente estdo presentes na pele do teto (CONDAS et al., 2017; STEVENS et al.,
2018). O termo coagulase negativo refere-se ao teste laboratorial que difere do
Staphylococcus aureus.

As espécies mais comuns de SCN sdo os Staphylococcus chromogenes,
Staphylococcus simulans, Staphylococcus epidermis, Staphylococcus haemolyticu e
Staphylococcus xylosus (CONDAS et al., 2017; VANDERHAEGHEN et al., 2015)

Infecgdes intramamarias sdo a maior causa de aumento de CCS, com a bactéria
Streptococus agalactiae, geralmente com altos valores de CCS (BOBBO et al., 2017),
mas com alta taxa de cura no tratamento durante a lactagdo e periodo seco (ZHANG et

al., 2018b).

3.2 Epidemiologia e controle da Mastite

A mastite ¢ a doenga infectocontagiosa mais comum em rebanhos bovinos
destinados a producdo de leite, sendo caracterizada pela inflamacao da glandula mamaria,
em resposta a invasdo de micro-organismos contagiosos ou ambientais. A enfermidade
pode manifestar-se de forma clinica ou subclinica, causando altera¢des fisico-quimicas e

microbioldgicas no leite (VARGAS et al., 2014).
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E uma patologia de grande perda econdmica para a bovinocultura de leite no
mundo inteiro (GUIMARAES et al., 2017). Os prejuizos sio na maior parte na perda de
produgdo leiteira devido a mastite subclinica (OLIVARES-PEREZ et al., 2015). A
transmissao de mastite geralmente se deve a deficiéncia de equipamento de ordenha, maos
do ordenhador como fonte de infec¢ao, contaminacao da pele do teto ou contaminagao
no ambiente (RUEGG, 2017).

Adequado pavimento, limpeza regular do piso, regular dipping do teto durante a
ordenha, o tratamento imediato de novos casos clinicos, a identificagdo da mastite
subclinica e terapia da vaca seca podem reduzir a prevaléncia de mastite (LITWINCZUK;
KROL; BRODZIAK, 2015)

Embora as perdas sejam aparentemente maiores no caso de mastite clinica, a
prevencdo e o controle da mastite subclinica devem merecer especial atengdo dos
produtores de leite, pois, por sua ocorréncia ndo ser tdo evidente como a da mastite
clinica, pode resultar em prevaléncias mais altas, acarretando grandes Onus, seja pela
diminui¢do da produgdo de leite ou por risco de contaminagdes (PETERS; SILVEIRA;
FISCHER, 2015).

Os principais fatores de risco para ocorréncia de mastite subclinica em vacas
leiteiras sdo geralmente as caracteristicas dos animais, o manejo inadequado, inexisténcia
de treinamento dos ordenhadores, a ndo utilizagdo de servicos laboratoriais para
identificacdo dos patogenos e o uso de equipamentos de ordenha sem manuten¢do
periodica (LITWINCZUK; KROL; BRODZIAK, 2015).

3.3 Diagnostico da mastite

Para o diagnostico da mastite clinica ¢ usado na rotina didria do manejo de ordenha

o teste da caneca telada, que avalia a presenca de grumos nos primeiros jatos de leite,

antes do processo inicial de ordenha.
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Para o diagndstico de mastite subclinica € utilizado os exames para detec¢ao direta
dos microrganismos, como o PCR (reacdo em cadeia polimerase) e exame de cultura
microbiologica (STEELE et al., 2017), e para a detec¢do indireta sao utilizados os exames
de CCS, CMT e condutividade elétrica (BHUTTO; MURRAY; WOLDEHIWET, 2012).

A cultura de microrganismos tem sido muito utilizada no diagnostico de mastite
subclinica e clinica, identificando o agente causador, facilitando assim o tratamento do
animal afetado, com possibilidade de realizar o Teste de Sensibilidade a Antibidticos
(TSA) (HERTL et al., 2014).

O exame de PCR para diagnostico da mastite subclinica ainda ¢ pouco usado no
campo, ¢ mais usado para trabalho de pesquisa, principalmente pelo preco elevado do
equipamento e pessoas treinadas a trabalhar com a tecnologia, porém com sensibilidade
e especificidade maior que qualquer outro teste de diagnostico (CANTEKIN et al., 2015;
STEELE et al., 2017).

As células somaticas (CCS) sdo as células de defesa do animal originadas do
sangue que migram para o ubere e também as células de descamacdo da glandula
mamaria, que aumentam em sua maioria quando microrganismos invadem a glandula
mamaria (MORE et al., 2013). Uma alta CCS no leite de uma vaca indica que
provavelmente existe infec¢do em pelo menos um quarto mamario do Ubere, os valores
de CCS considerado normais, em varias pesquisas no mundo sdo abaixo 200.000
cels/mL leite (CAMERON et al., 2015; DOWN et al., 2016; GOLDER; HODGE; LEAN,
2016; JASHARI; PIEPERS; DE VLIEGHER, 2016; PETZER et al., 2017
SCHERPENZEEL et al., 2014).

3.4 Tratamento da mastite
Ha mais de 40 anos, os antimicrobianos sao utilizados em animais destinados a

producdo de alimentos, em bovinos, aves e suinos. Consoante a Organizacdo Mundial da
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Satde (OMS), antibioticos sdo farmacos produzidos por microrganismos ou seus
equivalentes sintéticos, capazes de inibir o crescimento ou destruir os patdgenos, mesmo
em doses minimas (POIZAT et al., 2017).

A diminuicao estratégica do uso de antibioticos e os resultados no tratamento da
mastite estdo diretamente relacionados com a resposta imune do animal aos
microrganismos, ¢ com influéncia direta com o manejo e desafios no ambiente (TREVISI
etal., 2014).

A aplicagao de antimicrobianos para a mastite pode ser intramamaria ou parenteral
(THOMAS et al., 2015). A aplicagdo intramamaria ¢ mais indicada no caso de mastite
subclinica (STEVENS et al., 2018) e associada com antibidtico via parenteral em mastite
clinica (TOMAZI et al., 2018).

Existem diversos antibidticos disponiveis no mercado, mas as principais classes
empregadas em medicina veterindria sdo: os betalactdmicos, os macrolideos e os
aminoglicosideos (STEVENS et al., 2018). Diversos betalactimicos sdo utilizados em
vacas de aptiddo leiteira, como as penicilinas, cloxacilina, amoxicilina e ampicilina
(RUNCIMAN; MALMO; DEIGHTON, 2010; SADASHIV; KALIWAL, 2015).

Existe a necessidade da realizag¢do periodica de testes de sensibilidade in vitro,
pois existem variacdes no perfil de sensibilidade e resisténcia que podem comprometer o
tratamento do animal bem como os programas de controle da mastite bovina causada pelo
Staphylococcus spp. (THIRAN et al., 2018).

Entretanto ainda existem produtores rurais ou até mesmo médicos veterinarios que
ndo tem cuidado para indicar e utilizar antimicrobianos. Scherpenzeel et al., (2018)
avaliaram na Holanda a indicacdo de médicos veterindrios aos produtores, € observaram

que esta evoluindo o uso consciente de antibidticos. Higgins et al. ( 2017b) relataram a
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necessidade do médico veterinario liderar a mudanca sobre o uso racional de antibiotico
no Reino Unido.

3.5 Métodos de secagem de vacas leiteiras

A secagem de vacas leiteiras € muito importante para a recuperagdo da saude da
glandula mamaria da vaca para o proximo parto (DE VRIES et al., 2015). A secagem de
vacas leiteiras em lactacao ocorre entre 45 a 60 dias antes do parto previsto ou devido a

uma baixa producao de leite na lactagdo (GOLDER; HODGE; LEAN, 2016).

A forma mais usada para secagem ¢ a abrupta, com aplicagdo do antibidtico
intramamario e associado ao selante interno, ap6s a ultima ordenha (GOTT et al., 2017).
Mas a forma de secagem gradual ¢ indicado para primiparas, com produg¢do maior no

préximo parto, e menor risco de infecgdes intramamarias (IMI) (GOTT et al., 2016).

A base do antibidtico intramamdario a ser utilizado varia conforme cada
propriedade leiteira, sendo utilizada para tratar uma possivel mastite subclinica e evitar
uma nova infec¢do no quarto mamario. Geralmente ¢ usado sem critério técnico, sendo
usado em todos os tetos (VANHOUDT et al., 2018). Farmacos para o tratamento de vacas
no periodo seco devem ser empregados apenas neste periodo, porque sdo formulados para
atuarem por mais tempo no Ubere, com maior concentragao do antibiotico (WEBER et
al., 2015).

A terapia vaca seca ¢ necessaria para o controle de infec¢des intramamarias no
rebanho, porém deve se estudar qual firmaco usar na propriedade, pois podem ter
diferentes resultados (SANTMAN-BERENDS et al., 2016). Niveis terapéuticos dos
antibidticos na secagem podem persistir em média 14 a 28 dias apds a aplicacdo, sendo
incapazes de proteger o Ubere durante todo o periodo seco (KUIPERS; KOOPS;

WEMMENHOVE, 2016).
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Terapia da vaca seca com antibidticos pode diminuir a incidéncia de infecgdes
existentes na secagem e reduzir a incidéncia de novas infecgdes durante o periodo seco
(SCHERPENZEEL et al., 2016b). Utiliza-se antibioticos intramamarios, com agao
prolongada para prevenir ou tratar uma infecgao preexistente (WITTEK et al., 2018). O
antibiotico a ser utilizado deve ser baseado no histérico de resisténcia de mastite clinica
e subclinica de cada propriedade (STEELE et al., 2017).

Atualmente com as limitagdes do uso de antibidticos na satde animal por diversos
orgaos de saude mundial, recomenda-se o uso racional e responsavel de antibioticos, e
com melhor manejo profildtico dos animais (MARTIN et al, 2018; STEVENS;
PIEPERS; DE VLIEGHER, 2016; VAN PUYVELDE; DEBORGGRAEVE; JACOBS,
2018; ZHANG et al., 2018b). A tendéncia no manejo de secagem de vacas leiteiras € usar
antibidtico apenas em vacas com mastite, e utilizando outra substancia, geralmente inerte,
funcionando como um tampao no teto, chamado de selante interno de teto (GOLDER;

HODGE; LEAN, 2016).
3.6 Tratamento seletivo na secagem de vacas leiteiras

O tratamento seletivo na secagem de vacas leiteiras (SDCT) esta sendo muito
discutido atualmente devido a proibicdes do uso preventivo de antibidtico na mastite de
vacas leiteiras na Europa (SCHERPENZEEL; SANTMAN-BERENDS; LAM, 2018). O
SDCT faz uma avaliagdo prévia das vacas no final da lactacdo, com variagdo de
metodologia a serem empregadas (SCHERPENZEEL; SANTMAN-BERENDS; LAM,
2018)

A maioria dos pesquisadores na avaliacdo do SDCT, trabalham com sele¢do por
animal, com seu histérico de CCS durante a lactagdo, geralmente com ponto de corte de
150 x10° cels/mL de leite para primiparas e 200 x10° para multiparas (CAMERON et al.,

2014, 2015; HIGGINS et al., 2017a; SCHERPENZEEL et al., 2016b).
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O tratamento seletivo de tetos usando antibioticos apenas nas vacas com mastite
subclinica, tem como objetivo diminuir o uso de antibidticos, visando a seguranca
alimentar, com consequente diminui¢do da resisténcia dos microrganismos aos
antibioticos usados, que muitas vezes, semelhantes aos usados no ser humano
(SCHERPENZEEL et al., 2017).

A maioria dos antibidticos utilizados sdo beta-lactamicos, como a penicilina e
neomicina (SCHERPENZEEL et al., 2014) e cefalosporina (OSPINA et al., 2016;
VASQUEZ et al., 2018) e cloxacilina (JOHNSON et al., 2016). A utilizagdo do
antibiotico para a secagem de vacas deve ser com base no historico de cultura e
antibiogramas de cada propriedade, pois pode variar a resisténcia de microrganismos aos
diferentes antibioticos (STEELE et al., 2017).

Em paises da Europa foi proibido o uso de antibidticos na prevencao de mastite
no periodo seco, visando maior segurang¢a alimentar e menor resisténcia bacteriana aos
farmacos (BRITT et al., 2018; FITCHETT; ATUN, 2016; KELLY et al., 2016;
REARDON, 2014; RENAULT et al., 2018; TACCONELLI et al., 2017; VAN

PUYVELDE; DEBORGGRAEVE; JACOBS, 2018).

3.7. Uso do selante interno no periodo seco

O selante interno geralmente usado ¢ a base de um produto inerte, que funciona
como uma barreira mecanica, contra a entrada de microrganismos na glandula mamaria
durante o periodo seco (MACHADO; BICALHO, 2018).

Comercialmente a base mais utilizada ¢ o subnitrato de bismuto, com indicagao
de ser realizado apds a aplicagdo do antibidtico no quarto mamario na secagem de vacas

leiteiras (GOLDER; HODGE; LEAN, 2016).
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Usado na prevengao da mastite, o selante evita contaminacao de origem ambiental
devendo ser usado em conjunto com antibiotico nos tetos com mastite subclinica
(RUEGG, 2017). Em casos de tratamento seletivo de tetos, nos quartos mamarios sem
infeccdo, podera ser aplicado somente o selante, evitando a contaminagao no periodo seco
(POIZAT et al., 2017).

As vacas proximas ao parto tem imunidade menor, apresentando alta incidéncia
de casos de infec¢des intramamarias (CROOKENDEN et al., 2017), com possibilidade
de agravar caso o animal ndo tenha um bem estar adequado (OVERTON; MCART;
NYDAM, 2017). O selante interno impede a entrada de agentes, garantindo a saude da

glandula mamadria para a proxima lactacdo (HIGGINS et al., 2017a).
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COMPARACAO DOS TESTES DE DIAGNOSTICO DE INFECCAO DA
GLANDULA MAMARIA NO FINAL DA LACTACAO EM VACAS LEITEIRAS

L.O. Lopes ' - A. M. C. Lima?

RESUMO

O objetivo desta pesquisa foi avaliar qual teste de diagndstico deve ser utilizado para detectar mastite
subclinica no final da lactagdo. Foram utilizadas com 42 vacas (168 tetos) no final da lactagdo, com
realizagdo de exames 70 dias antes da previsao do parto (D-70). As amostras de leite foram coletadas para
a realizacdo do Teste da Caneca Telada, California Mastitis Test (CMT), Cultura Microbioldgica, analise
de Contagem de Células Somaticas (CCS), Escore de Células Somaticas (ECS), Hiperqueratose (HQ) e
coleta de dados sobre numero de partos de cada animal no D-70. O microrganismo mais prevalente foi o
Streptococcus agalactiae com 35 isolados (53,03%), seguido do Corynebacterium spp. 10 (15,15%),
Staphylococcus coagulase negativos 6 (9,09%), Staphylococcus aureus e Streptococcus uberis com 5
(7,58%), Streptococcus bovis 3 (4,55%) e Escherichia coli 2 (3,03%). Dos 168 tetos, 102 (60,71%) foram
negativos e 66 (39,29%) foram positivos na cultura microbioldgica. Comparando os resultados positivos e
negativos, observou-se diferenga estatistica entre o nimero de partos, CCS e HQ. No diagndstico de mastite
subclinica utilizando o Teste de CMT e CCS, comparados aos resultados da cultura microbioldgica, o teste
de CMT houve uma sensibilidade de 83,33% e especificidade de 57,84% e o teste de CCS houve uma
sensibilidade de 92,86% e especificidade de 42,86%. O teste Kappa mostrou concordancia no exame de
CMT de 0,38 e no teste de CCS de 0,40. No total de 42 vacas desta pesquisa, 34 (80,95%) foram positivas
ao teste de CCS, 33 (78,57%) foram positivas ao teste de CMT e 28 (66,67%) positivas no teste de cultura
microbioldgica. Dos 168 tetos analisados, 98 (58,33%) foram positivas ao teste de CMT e 66 (39,29%)
positivas no teste de cultura microbioldgica. A cultura microbiolégica por teto deve ser utilizada para

identificagcdo da mastite subclinica no final da lactagdo.

Palavras-chave: Antibidtico, secagem, Leite, Mastite, microrganismo.
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ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate which diagnostic test should be used in order to detect subclinical
mastitis at the end of lactation, in which 42 cows (168 teats) at the end of lactation were used, performing
tests 70 days before the expected delivery (D-70). The milk samples were collected for the Strip Cup Test
(SCT), Microbiological Culture, Somatic Cell Count (SCC), Somatic Cell Score (SCS), Hyperkeratosis
(HK) and data on the births number of each animal on D-70. The most prevalent microorganism was
Streptococcus agalactiae with 35 isolates (53.03%), followed by Corynebacterium spp. 10 (15.15%),
Staphylococcus coagulase negative 6 (9.09%), Staphylococcus aureus and Streptococcus uberis with 5
(7.58%), Streptococcus bovis 3 (4.55%) and Escherichia coli 2 (3.03 %). Out of the 168 teats, 102 (60.71%)
were negative and 66 (39.29%) were positive in the microbiological culture. Comparing the positive and
negative results, a statistical difference between the number of deliveries, SCC and HK was observed. In
the diagnosis of subclinical mastitis using the CMT and SCC Test, compared to the microbiological culture
results, the CMT test presented a sensitivity of 83.33% and specificity of 57.84% and the SCC test had a
sensitivity of 92, 86% and specificity of 42.86%. The Kappa test showed concordance in the CMT test of
0.38 and the SCC test of 0.40. Regarding the total of 42 cows in this study, 34 (80.95%) were positive to
the SCC test, 33 (78.57%) were positive to the CMT test and 28 (66.67%) were positive in the
microbiological culture test. Out of the 168 analyzed teats, 98 (58.33%) were positive to the CMT test and
66 (39.29%) positive in the microbiological culture test. Microbiological culture through teat should be

used to identify subclinical mastitis at the end of lactation.

Key words: Antibitic, Dry Cow, Mastitis, Milk, Microorganism.
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INTRODUCAO

A mastite € a doenga infectocontagiosa mais prevalente em rebanhos bovinos
destinados a producao de leite, sendo caracterizada pela inflamagao da glandula mamaria,
em resposta a invasdo de microrganismos contagiosos ou ambientais. A doenga pode
manifestar-se de forma clinica ou subclinica, causando alteragdes fisico-quimicas e
microbiologicas no leite (Mehmeti et al., 2016).

Causa prejuizos econdomicos por reduzir a producdo animal diaria, aumentar
gastos com medicamentos e assisténcia veterindria, além dos descartes prematuros de
animais e leite contaminado com residuos de antimicrobianos (Park et al., 2016).

No mundo todo cresce a preocupagdo com a resisténcia bacteriana aos
antibioticos, pois podem comprometer a seguranca alimentar e representar riscos
microbioldgicos e quimicos associados ao leite e seus derivados (Suleiman et al., 2018).
O uso racional de antibidticos em todos as areas de produgdo, aumenta a seguranga
alimentar e diminui a resisténcia dos microrganismos aos antibidticos (Van Puyvelde et

al., 2018).

A tendéncia mundial ¢ utilizar menos antibioticos, em especial no momento da
secagem, com avaliagdo prévia dos tetos. Isso evita o uso de medicamentos em tetos sem
mastite subclinica (Scherpenzeel et al., 2014) e orienta o tratamento dos tetos com
infeccdo intramamaria (Cameron et al., 2014), chamado de tratamento seletivo na

secagem de vacas leiteiras.

O objetivo desta pesquisa foi avaliar qual teste de diagnostico deve ser utilizado

para detectar mastite subclinica no final da lactacao.
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MATERIAIS E METODOS
Caracterizacao da propriedade

A pesquisa foi realizada em uma propriedade leiteira, no municipio de Lagoa
Grande, na regido do Noroeste, no estado de Minas Gerais, Brasil, com 42 vacas (168
tetos) no periodo de secagem, com coleta exames no periodo D-70 (70 dias antes da
previsdo do parto). A producdo média diaria produzida pela propriedade ¢ de 9.000

litros/dia, com média de leite do rebanho de 20 Kg/vaca/dia, em 450 vacas em lactagao.

O grau de sangue do rebanho foi muito heterogéneo, variando de 2 a 15/16
holandés/Gir, com sistema de criagdo semi-intensivo. A alimentagdo durante o inverno ¢é
a base de silagem e concentrado e no verdo a alimentacdo ¢ a base de pastagem e
concentrado, com quantidade variando conforme a exigéncia dos animais dentro de cada

lote.

As amostras de leite foram coletadas para a realizagdo do Teste da Caneca Telada,
CMT (California Mastitis Test), Cultura Microbiologica, CCS (Contagem de células
somaticas), ECS (Escore de Células Somaticas), Hiperqueratose (HQ), pesagem de leite

e coleta de dados sobre numero de partos de cada animal no D-70.

Foram considerados tetos negativos, as amostras de leite de tetos que ndo
cresceram microrganismos € considerados tetos positivos, as amostras de leite de tetos

que cresceram microrganismos (Lopez-Benavides et al., 2011).

Foram descartadas nesta pesquisa as nuliparas, as vacas que tiveram aplicagdo de
antibiotico ou caso de mastite clinica nos ultimos 30 dias antes da secagem, presenca de
grumos no teste da caneca telada no D-70, presencga de afec¢des no casco, periodo de

secagem menor que 50 dias e maior que 90 dias antes previsao do parto.
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Teste de CMT

Para a realizacdo do CMT foi retirado 2 mL de leite de cada quarto mamario, na
placa de CMT, a qual foi adicionada, na mesma propor¢ao a solugdo de CMT, um
detergente anidnico (alquil-lauril sulfato de sodio), homogeneizado com movimentos
circulares durante 10 segundos, antes da realiza¢dao da leitura, que ¢ determinada pela
gelificacdo da amostra, em caso positivo ao teste.

A interpretacdo do teste foi classificada em escores negativo, uma cruz, duas
cruzes ou trés cruzes, de acordo com auséncia ou aumento da viscosidade da mistura
(Schalm and Noorlander, 1957; Barnum and Newbould, 1961). Neste trabalho, os quartos
mamarios que apresentaram viscosidade a partir do escore de uma cruz foram
considerados positivos.

Escore de hiperqueratose nos tetos (HQ)

A severidade da hiperqueratose, um crescimento excessivo da pele do teto, foi
classificada visualmente através de uma avaliagdo em escores no D-70, variando de 0
(normal) a 3 (National Mastitis Council, 2007).

Contagem de Células Somaticas (CCS)

As amostras de leite foram colhidas na parte da manha no D-70, uma amostra por
animal, em frascos plasticos contendo conservante bronopol e devidamente identificadas
e foram enviadas no mesmo dia da coleta para o Laboratorio.

Na determinagdo de CCS das amostras de leite foi empregada a técnica de
citometria de fluxo, com resultados expressos em nimero de células multiplicado por
103cels/mL de leite. Nos resultados de CCS, foi considerado animal com mastite
subclinica com valores > 200 x10° cels/mL de leite (Cameron et al., 2015; Alekish et al.,

2018).
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Cultura microbiolégica

As amostras de leite foram obtidas imediatamente antes da ordenha, ap6s descartar
os trés primeiros jatos de leite. Foi realizada a desinfec¢do dos tetos com solugdo de iodo
polvidona topico a 10% e secagem com papel toalha apos 30 segundos. No momento da
coleta, realizou-se antissepsia do esfincter do teto utilizando algoddo umedecido em
alcool a 70%. As amostras de leite foram coletadas de tetos individuais, e acondicionadas
em frascos estéreis previamente identificados com o nimero e teto do animal. O material
amostrado foi congelado e, entdo, encaminhado em recipiente isotérmico, com gelo
reciclavel ao laboratorio.

Amostras de leite foram cultivadas em placas de agar sangue 5% (v/v), incubadas
em aerobiose em estufa bacteriologica a 37°C e analisadas ap6s 24 e 48 horas. As colonias
que se revelaram como cocos Gram positivos foram submetidos as provas de catalase e
coagulase lenta com plasma de coelho. As leituras para a verificagcdo da producdo de
coagulase foram realizadas uma, duas, trés, quatro e 24 horas apo6s incubagdo das
amostras a 37°C. Foram realizadas provas bioquimicas para identificacdo de
microrganismos isolados (Rodrigues et al., 2012).

As estirpes catalase e coagulase positivas foram submetidas a prova para
verificagdo de produ¢do da acetoina com o teste de Vermelho de Metila e Voges-
Proskauer (caldo MRVP) para a diferenciacdo do Staphylococcus aureus e outros
Staphylococcus coagulase positiva. As estirpes produtoras de acetoina foram testadas
quanto a utilizacdo ou ndo da maltose e trealose. As estirpes que se mostraram positivas

a essas provas foram classificadas como Staphylococcus aureus (Hemraj et al., 2013).
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Analise estatistica
A comparacdo das médias nos valores de HQ e numero de partos foram
comparadas entre os animais positivos e negativos, no exame de cultura microbioldgica

pelo o Teste t, com nivel significancia de 5%.

As andlises de sensibilidade (S), especificidade (E) diagnéstica foram obtidos
comparando o teste de CCS e CMT com os resultados de cultura microbioldgica
(Thrusfield, 2004). O teste de concordancia Kappa foi realizado para avaliar a
concordancia real entre os testes de CMT e CCS em relagdo ao exame de cultura
microbioldgica.

Segundo Rosner (2006) o coeficiente Kappa pode ser interpretado na seguinte
escala: valores menores que 0 ndo mostram concordancia, entre 0,0 ¢ 0,20 concordancia
muito baixa, entre 0,21 ¢ 0,40 concordancia baixa, entre 0,41 ¢ 0,60 concordancia boa,
entre 0,61 e 0,8 concordancia excelente e 0,81 e 1,00 concordancia quase perfeita.

Na comparagao de resultados dos exames de CCS, cultura e CMT entre nimero
de vacas e tetos coletados no D-70, foi utilizado o teste do Qui-quadrado, com nivel de
significancia de 5%.

A estatistica descrita acima foram realizadas com o software ACTION 3.0 (Equipe

Estatcamp, 2014).

RESULTADOS

O microrganismo mais prevalente foi o Streptococcus agalactiae com 35 isolados
(53,03%), seguido do Corynebacterium spp. 10 (15,15%), Staphylococcus coagulase
negativos 6 (9,09%), Staphylococcus aureus e Streptococcus uberis com 5 (7,58%),

Streptococcus bovis 3 (4,55%) e Escherichia coli 2 (3,03%), conforme Tabela 1.
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Dos 168 tetos, 102 (60,71%) foram negativos e 66 (39,29%) foram positivos na
cultura microbiologica. Comparando os resultados positivos e negativos, observou-se

diferenca estatistica entre o nimero de partos, CCS e HQ conforme Tabela 2.

No diagnostico de mastite subclinica utilizando o Teste de CMT e CCS,
comparados aos resultados da cultura microbiolédgica, o teste de CMT houve uma
sensibilidade de 83,33% e especificidade de 57,84% e o teste de CCS houve uma
sensibilidade de 92,86% e especificidade de 42,86%, conforme Tabela 3 ¢ 4.

O teste Kappa mostrou concordancia no exame de CMT de 0,38 e no teste de
CCS de 0,40. Assim, segundo Rosner (2006) pode-se dizer que tanto o teste de CMT
quanto o de CCS tiveram baixa concordancia em relacdo ao teste de cultura
microbioldgica.

No total de 42 vacas desta pesquisa, 34 (80,95%) foram positivas ao teste de CCS,
33 (78,57%) foram positivas ao teste de CMT e 28 (66,67%) positivas no teste de cultura
microbiologica. Dos 168 tetos analisados, 98 (58,33%) foram positivas ao teste de CMT
e 66 (39,29%) positivas no teste de cultura microbiologica.

DISCUSSAO

Streptococcus agalactiae foi a bactéria mais prevalente nesta pesquisa, muito
frequente nas propriedades leiteiras em todo o mundo, com prevaléncia similar em outros
estudos (Steele et al., 2017; Taponen et al., 2017). A eficiéncia do tratamento com
antibioticos apresenta taxa de cura que varia em 80 a 90%, tanto na lactacdo, como no

periodo de secagem (S. Zhang et al., 2018).

Corynebacterium spp. ¢ uma bactéria que coloniza a pele e o canal do teto, com
baixa taxa de cura em mastite clinica (Dalen et al., 2018). Staphylococcus aureus tem o

tratamento mais complexo, devido a formas de resisténcias no quarto mamario infectado
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e facilidade de transmissao entre as vacas em lactagcdo (Guimaraes et al., 2017), com baixa

taxa de cura na mastite clinica e entre as lactagdes no periodo seco (Thiran et al., 2018).

O grupo de bactérias Staphylococcus coagulase negativo geralmente tem alta
prevaléncia em rebanhos, com patogenicidade muito discutida em pesquisas em todo o
mundo, com variagdo de importancia entre as espécies (Condas et al., 2017). Sao
presentes na microbiota da pele do teto, com aumento de casos na propriedade associado
ao procedimento de ordenha e solugdo desinfetante ineficiente, antes e apos a ordenha

(Taponen et al., 2017).

As bactérias Streptococcus uberis, Streptococcus bovis e Escherichia coli sdo
microrganismos ambientais, encontradas com menor frequéncia nesta pesquisa. Estudos
relatam estas bactérias como potencial risco a saide humana, devido a contaminagdo do
leite e resisténcia aos antibidticos, dificultando o tratamento da mastite (Almeida et al.,

2015; D. Zhang et al., 2018), conforme Tabela 1.

Os valores médios de HQ foram maiores em tetos positivos em relagcdo aos tetos
negativos na cultura microbiologica, com diferenca estatistica (p<0,05). A lesdo do
esfincter do teto dificulta a limpeza durante o procedimento de ordenha e aumenta a
contaminagdo do teto e colonizagdo de bactérias (Guarin and Ruegg, 2016). Os tetos
positivos tiveram média maior no nimero de parto e CCS, comparando com os tetos
negativos, que ¢ explicado devido ao maior tempo de exposi¢do aos microrganismos

durante as lactacdes (Zhang et al., 2016), conforme Tabela 2.

No teste Kappa houve baixo nivel de concordancia, comparando o teste de cultura
microbiologica e o teste de CMT. Nos resultados obtidos observou-se baixo nivel de
especificidade diagnostica, com crescimento de microrganismo em tetos negativos ao

teste, havendo assim baixa confiabilidade do uso para analise de tetos com infec¢des
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intramamarias no final da lactacao, conforme Tabela 3. O teste de CCS analisa o animal
por ser uma amostragem do leite total da vaca e o teste de cultura ¢ de CMT analisam
cada teto separadamente. Pesquisas que avaliam a sanidade das vacas no final da lactacao,
geralmente utilizam como parametro de segregacdo de animais com valores de CCS
acima de 200 x 103cels/ml (Cameron et al., 2015; Scherpenzeel et al., 2018; Vasquez et
al., 2018). No teste kappa, avaliando o teste de CCS e a cultura microbioldgica de tetos,
apresentou baixa concordancia, mostrando que a avaliacdo por vaca pode induzir o
tratamento de quatro tetos, sendo que talvez fosse necessario tratar apenas um, conforme

descrito na Tabela 4.

O teste de cultura, quando realizado em cada teto separadamente, foi melhor para
discriminar os tetos com microrganismos patogénico, na comparag¢dao com CCS e CMT.
Jaeger et al. (2017) recomendaram o teste de CCS na segregacdo de tetos no final da
lactagdo, com limiar de 150 x 103 cels/ml de leite, valores diferentes do que o utilizado

nesta pesquisa.

Do total de 37 vacas, o teste CCS diagnosticou 34 animais positivos, com 200 x
10° cels/ml de leite, enquanto que com o teste de cultura microbioldgica identificou 28
animais positivos, onde em pelo menos um teto em cada animal houve isolamento de
microrganismo, conforme Tabela 5. Em 2 tetos em que o teste de CCS estava dentro dos
padrdes normais, considerada como teto negativo, houve crescimento bacteriano,
demonstrando risco para a sanidade do teto durante o periodo seco. Bhutto et al (2012)
relataram a ocorréncia infecgdes subclinicas em tetos considerados negativos ao teste de
CMT e CCS no final da lactacdo, aumentando o risco na sanidade do quarto mamario

durante o periodo seco.
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A cultura microbioldgica por teto deve ser utilizada para identificacdo da mastite

subclinica no final da lactacao.
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Tabela 1. Frequéncia de microrganismos isolados em vacas no final da lactagdo

coletadas no D-70.

CULTURA n %
Streptococcus agalactiae 35 53,03
Corynebacterium sp. 10 15,15

Staphylococcus coagulase negativo 6 9,09
Staphylococcus aureus 5 7,58
Streptococcus uberis 5 7,58
Streptococcus bovis 3 4,55
Escherichia coli 2 3,03

TOTAL: 66

Tabela 2. Média e desvio padrao do niumero de partos, producao, ECS, CCS e HQ entre

0s tetos positivos e negativos nos resultados da cultura microbiolédgica do leite, em

amostras coletadas no D-70.

Cultura
Negativos Positivos p-valor
n 102 66 -
% 60,71 39,29 -
N° Partos 3,07 +1,88 3,86 +£2,36 0,010

CCS (x10%) 1137,06 +1611,12 2893,76 +2674,03 <0,001
HQ 0,84 +£0,78 1,18 £1,04 0,017
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Tabela 3. Resultado da Sensibilidade (S) e Especificidade (E) do teste de CMT em

relagdo a cultura microbiologica do leite em tetos nas amostras coletadas no D-70.

CULTURA
POSITIVOS NEGATIVOS TOTAL S E  Kappa
cmr POSITIVO 33 43 9B $333% 57.84% 038
NEGATIVO 11 59 70
TOTAL: 66 102 168

Nota: Sensibilidade (S)= (55/66) x 100, Especificidade (E)= (59/102) x 100.

Tabela 4. Resultado da Sensibilidade (S) e Especificidade (E) do teste de CCS em
relacdo a cultura microbioldgica do leite quanto ao numero de animais nas

amostras coletadas no D-70.

CULTURA
POSITIVOS NEGATIVOS TOTAL S E  Kappa
POSITIVOS 26 8 34 . .
CCS N BGATIVOS 5 ) o 92.86% 4286% 040
TOTAL: 28 14 42

Nota: Sensibilidade (S)= (26/28) x 100, Especificidade (E)= (6/14) x 100.

Tabela 5. Comparacdo de resultados dos exames de CCS, cultura e CMT entre nimero

de vacas e tetos coletados no D-70.

Vacas Tetos
Exame n Positivos n Positivos p valor
CCS! 42 34 80,95% 168 * - -
CMT? 42 33  78,57% 168 98 58,33% 0,015

CULTURA* 42 28  66,67% 168 66 39,29% 0,001
Nota: ! Foram consideradas vacas positivas ao teste de CCS animais com valores maiores

que 200.000 cels/ml de leite. > Foram considerados vacas positivas onde minimo 1 teto
foi positivo ao teste.
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Resumo

O objetivo desta pesquisa foi avaliar o uso de antibidticos em vacas no periodo de
secagem. A pesquisa foi realizada em 148 tetos no periodo de secagem, com coleta de
amostras no periodo D-70 (70 dias antes da previsdo do parto) e D14 (14 dias apos o
parto). As amostras de leite foram coletadas para a realiza¢do do Teste da Caneca Telada
(TCT), Teste de CMT (California Mastitis Test), cultura microbioldgica, analise de CCS
(Contagem de células somaticas), ECS (Escore de Células Somaticas) e Hiperqueratose
(HQ). Os grupos que ndo houve crescimento de microrganismos, foram divididos em dois
grupos, o primeiro grupo foi utilizado apenas o selante interno no teto (Grupo 1), € outro
grupo com o uso do antibidtico intramamario associado com o selante interno (Grupo 2).
Os tetos que foram considerados positivos, com crescimento microbiologico, foram
tratados com o antibiodtico intramamadrio associado com o selante interno (Grupo 3). Na
comparagdo dos resultados do teste de CMT entre o D-70 e D14, observou-se uma
diferenga estatistica nos Grupos 2 e 3. O Grupo 3, que sdo os tetos positivos no D-70,
teve uma reducao de 83,87% e 32,26% no teste de CMT entre o D-70 e D14. Em relagao
a HQ, o grupo le 2 obteve diferenca estatistica em relagdo ao grupo 3 no D-70 e D14.
Quanto aos numeros de bactérias isoladas, no D-70 e D14, nao houve diferenca
comparando o Grupo 1 e 2, mas com diferenga no grupo 3. O Grupo 1 e 2 eram todos
tetos negativos no D-70, mostrando que o antibidtico intramamario ndo influenciou no
resultado do D14. No grupo 3 teve uma reducdo de isolados de 62 para 15 no D14. O
microrganismo mais prevalente foi o Streptococcus agalactiae com 43,37% do total de
1solados, seguido do Staphylococcus aureus (16,87%) e Corynebacterium spp. (13,25%)
e Staphylococcus Coagulase negativos (SCN) (10,84%). O tratamento seletivo de tetos
na secagem de vacas leiteiras apresenta vantagens em relagdo ao Blanket Dry Cow
Therapy (tratamento com antibidticos em todos os tetos), diminuindo o uso
indiscriminado de antibidticos, evita a resisténcia bacteriana, assegura uma melhor
qualidade do leite e uma maior seguranca alimentar. Deve ser utilizado antibioticos
apenas para tetos com mastite subclinica, com a realizagdo da cultura microbioldgica no

final da lactagdo, realizada por quarto mamario individual.

Palavras Chave: Leite, Mastite, Periodo seco, Vacas
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the use of antibiotics in cows during the dry period.
The survey was performed on 148 teats during the dry period, with samples collection in
the period D-70 (70 days before delivery) and D14 (14 days after delivery). The milk
samples were collected for the Strip Cup Test (SCT), California Mastitis Test (CMT),
Microbiological Culture, Somatic Cell Count (SCC), Somatic Cell Score (SCS) and
Hyperkeratosis (HK). The groups in which there were not microorganisms grow were
divided into two groups, the first group only the internal sealant in the teat was used
(Group 1) and another group with the intramammary antibiotic use associated with the
internal sealant (Group 2). Teats which were considered positive, with microbiological
growth, were treated with the intramammary antibiotic associated with the internal sealant
(Group 3). In the comparison of the results of the CMT test between D-70 and D14, a
statistical difference was observed in Groups 2 and 3. Group 3, which comprises the
positive teats in D-70 presented a reduction of 83.87% and 32.26% in the CMT test
between D-70 and D14. Regarding HK, group 1 and 2 had a statistical difference in
relation to group 3 in D-70 and D14. As for the numbers of bacteria isolated in D-70 and
D14, there was no difference comparing Group 1 and Group 2, unlike Group 3, which
had difference. Group 1 and Group 2 were all negative teats in D-70, showing that the
intramammary antibiotic did not influence the outcome of D14. In group 3 there was a
reduction of isolates from 62 to 15 in D14. The most prevalent microorganism was
Streptococcus agalactiae with 43.37% of the total isolates, followed by Staphylococcus
aureus (16.87%) and Corynebacterium spp. (13.25%) and Coagulase negative
Staphylococcus (SCN) (10.84%). The selective treatment of teats in dry dairy cows has
advantages over Blanket Dry Cow Therapy by reducing the indiscriminate use of
antibiotics, avoiding bacterial resistance, ensuring better milk quality and a greater food
safety. Antibiotics should only be used for teats with subclinical mastitis, with

microbiological culture at the end of lactation performed by fourth individual mammary.

Palavras Chave: Cows, Dry cow, Mastitis, Milk
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Introducao

A mastite ¢ a mais frequente doenca que acomete rebanhos leiteiros que causa
prejuizos em todo o mundo (1), seja pela menor producdo de leite, perda total ou parcial
da glandula mamaria, risco de transmissdo para outros animais ou até a morte do animal
(2). A causa da mastite ¢ multifatorial, sendo influenciado pelo ambiente em que o animal
se encontra, o microrganismo acometido e a resposta de cada individuo em relacdo ao
agente causador (3-5).

Existe uma tendéncia para o uso racional de antibioticos, tanto para a diminuigao
de residuos em produtos de origem animal visando a seguranca alimentar, quanto para a
diminuic¢do de resisténcia dos microrganismos em relagdo aos antibioticos usados nos
animais (6). A diminuicdo do uso de antibidticos ¢ importante para a eficiéncia nos
tratamentos em casos de doengas (7).

Em vacas leiteiras além do uso do antibiotico no tratamento de mastite clinica e
subclinica durante a lactacdo, utiliza-se também aplicacdo de antibidtico de uso
intramamario no momento da secagem entre as lactacdes, porém sem o devido
diagnostico de mastite, com aplicagdo de antibioticos em todos os tetos e geralmente com
associagdo com selante interno, funcionando como barreira mecéanica contra agentes
ambientais no pré-parto (8,9).

A mastite ¢ uma doenca complexa e ampla com etiologia por varios
microrganismos e condicionada por varios fatores, acrescentado a especificidade de
tratamento a cada um dos agentes, torna-se ainda mais dificil o tratamento, necessitando
de estudos que avaliem o melhor tratamento no periodo de secagem, para a realizacdo do

tratamento seletivo em vacas leiteiras (SDCT) (10,11).
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As legislagdes sobre o uso de antibioticos na prevengao de doengas esta cada vez
mais restrita na area de produgdo de animais, incluindo o tratamento de antibidticos no
periodo de secagem (12,13). Existe uma preocupagao de diminuicdo do uso de
antibioticos na secagem de vacas leiteiras, tratando apenas os tetos com infecgdes

intramamarias com diagnostico prévio.

No periodo de secagem em vacas leiteiras, ndo tem um padrao técnico na tomada
de decisdo, alguns profissionais optam em tratar em todos os tetos com antibiodticos
independente do histérico e avaliagdo da saide da glandula mamaria (BDCT), outros
profissionais e produtores utilizam selantes internos ou antibidticos em tetos conforme o
historico de CCS e mastite clinica do animal, justificando estudos para esclarecer o

melhor manejo das vacas no final da lactagdo em cada propriedade.

Muitas pesquisas sobre o tratamento seletivo na secagem abordam a vaca, com
histérico de CCS durante a lactacdo (8,9,14), existindo necessidade de maiores estudos
com avaliagdo individual de quartos mamarios, para uma diminui¢do ainda maior do uso

de antibioticos (15).

O objetivo desta pesquisa foi avaliar o uso de antibidticos em vacas no periodo de

secagem.
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Materiais e métodos

Caracterizacido de rebanho

O estudo foi realizado em uma propriedade leiteira, com latitude de 17° 50' 07" S
e longitude de 46° 30' 52" W, com produgdo média diaria de 9.000 litros de leite, duas
ordenhas diarias, com aproximadamente 450 vacas em lactagdo, com média por vaca de
30 kg por dia, em 3 ordenhas, com grau de sangue variando de 1/2 a 31/32
Holandés/Gir, com sistema de criagdo semi-intensivo, durante todo o ano. Todos os
animais dentro da mesma fazenda foram submetidos ao mesmo manejo, com
alimentagdo a base de silagem e concentrado durante todo o ano, variando proporgdes
conforme a sua produgdo de leite, dias em lactagdo e dias em gestacao (NRC, 2001).
Foram descartadas neste trabalho as primiparas, as vacas que tiveram aplicacao
de antibidtico ou caso de mastite clinica nos ultimos 30 dias antes da secagem, presenca
de grumos no teste da caneca telada no D-70 (70 dias antes da previsao do parto), presenga
de afeccdes no casco, periodo de secagem menor que 50 dias e maior que 90 dias antes
do parto.

Delineamento experimental

A pesquisa foi realizada em 37 vacas (148 tetos) no periodo de secagem, durante
seis meses, com coleta exames no periodo D-70 (70 dias antes da previsdo do parto) e

D14 (14 dias ap6s o parto), com amostragem por teto.

A secagem das vacas leiteiras foi realizada em média 60 =7 dias antes da
data prevista para o parto, com o tipo de tratamento em cada grupo conforme resultados

dos exames no D-70, 10 dias antes da secagem.
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As amostras de leite foram coletadas para a realizagdo do Teste da Caneca Telada
(TCT), Teste de CMT (California Mastitis Test), cultura microbiologica, anélise de CCS
(Contagem de células somadticas), ECS (Escore de Células Somaticas), hiperqueratose

(HQ) em cada animal no D-70 e D14, conforme Figura 1.

Figura 1. Descri¢do dos procedimentos realizados antes (D-70 D-60) e apds o parto

(D14).
D-70 D-60 D 14
Coleta de amostras Tratamento Coleta de ammoctas
- o,
MNegativos n=43 tetos \

"':-.-.,_%__ Grupo 2

f n= 26 tetos n= 37 vacas

n= 37 vacas
n= 43 tetos
{148 tetos) ]

- Positivos

Grupo 3

n=62 tetos
n=62 tetos

Consideraram-se como tetos negativos, aqueles cujas amostras de leite ndo
apresentaram crescimento de microrganismos, € os tetos positivos foram as amostras de
leite que houve crescimento de microrganismos do exame de cultura microbioldgica

realizado no D-70.

Os 148 tetos foram divididos em trés grupos apds os resultados dos exames no dia
D-70. Os tetos considerados negativos, tiveram dois tratamentos diferentes, o primeiro
foi utilizado apenas o selante interno no teto (Grupo 1), e outro grupo com o uso do
antibiotico intramamario associado com o selante interno (Grupo 2). Os tetos que foram
considerados positivos, foram tratados com o intramamario associado com o selante

interno (Grupo 3).
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O antibidtico intramamario utilizado foi a base de Cloxacilina Benzatina 600 mg,
utilizando uma bisnaga por teto (3,6 g), no grupo 2 ¢ 3. Em todos os tetos, nos 3 grupos
de tratamento, uma bisnaga foi utilizada por teto de selante interno a base de subnitrato
de bismuto (4 g), para diminuir a influéncia do ambiente na satde da glandula mamaria

durante o periodo seco.

O uso do selante em todos os tetos foi para evitar contaminagao externas dos tetos
durante o periodo seco, para melhor avaliar a dindmica dos resultados nos grupos

estabelecidos.

Na aplicagdo dos produtos no momento da secagem (D-60), foi realizada a
desinfec¢do dos tetos com solucdo de iodo polvidona tdpico a 10% e secagem com papel
toalha apds 30 segundos, realizando outra antissepsia do esfincter do teto utilizando
algoddo umedecido em alcool a 70%. Apds a desinfec¢do dos tetos, foi introduzida a
canula das bisnagas de antibiotico, dependendo do grupo de tratamento, massageando o
teto para impulsionar o contetido para cima e logo apos foi aplicado via canula dentro do

canal do teto a bisnaga de selante interno.

Teste de CMT

Para a realizagdo do CMT foi retirado 2 mL de leite de cada quarto mamadrio, na
placa de CMT, a qual foi adicionada, na mesma propor¢dao a solugdo de CMT, um
detergente anionico (alquil-lauril sulfato de so6dio), homogeneizado com movimentos
circulares durante 10 segundos, antes da realizagdo da leitura, que ¢ determinada pela
gelificagdo da amostra, em caso positivo ao teste.

A interpretagdo do teste geralmente ¢ classificada em escores negativo, uma cruz,

duas cruzes ou trés cruzes, de acordo com auséncia ou aumento da viscosidade da mistura



65

(17,18). Os quartos mamarios que apresentaram viscosidade a partir do escore de uma
cruz foram considerados positivos nesta pesquisa.

Os animais foram avaliados através da realizacao do Teste de CMT, no D-70 e
D14, realizado sempre pela mesma pessoa para evitar subjetividade ao teste.

Escore de hiperqueratose nos tetos (HQ)

A severidade da hiperqueratose, um crescimento excessivo da pele do teto, foi
classificada visualmente através de uma avaliagdo em escores, variando de 0 (normal) a
3 (19). Esta ferramenta tem como principal objetivo o auxilio da identificacdo de
problemas, que entre as principais causas esta o funcionamento adequado do equipamento
de ordenha e correto manejo de ordenha em rebanhos leiteiros.

Contagem de Células Somaticas

Para a realizacdo da Contagem de células Somaticas (CCS), as amostras de leite
foram colhidas em frascos plasticos contendo conservante bronopol, no dia D-70 e D14
e enviadas no mesmo dia da coleta para o laboratorio.

O bronopol ¢ um conservante em forma de pastilha que em contato com o leite,
resulta em uma mistura de coloracao rosa claro. Para a determinagao de CCS das amostras
de leite foi empregada a técnica de citometria de fluxo utilizando o aparelho
SOMACOUNT 500, com resultado expresso em niimero de células multiplicado por 10°
/mL de leite (20). Nos resultados de CCS, normalmente ¢ considerado animal com mastite
subclinica com valores > 200.000 cels/mL de leite (ECS>4) (21).

Com o intuito de linearizar os dados, a CCS foi transformada em Escore de Células
Somaticas (ECS), sendo ECS= [log2(CCS/100)] +3 (22,23).

Cultura microbioldgica

No D-70 e D14, apds o teste de caneca telada e teste de CMT, foram realizadas as

coletas de amostras de leite para diagnostico microbiologico individual em todos os tetos,
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visando a identificacao de patdgenos causadores de mastite. As amostras de leite foram
obtidas imediatamente antes da ordenha, apos descartar os trés primeiros jatos de leite.
Foi realizada a desinfec¢do dos tetos com solucdo de iodo polvidona topico a 10% e
secagem com papel toalha apds 30 segundos. No momento da coleta, realizou-se
antissepsia do esfincter do teto utilizando algoddo umedecido em dalcool a 70%. As
amostras de leite foram coletadas de tetos individuais, € acondicionadas em frascos
estéreis previamente identificados com o niimero e teto do animal. O material amostrado
foi congelado e, entdo, encaminhado em recipiente isotérmico, com gelo reciclavel, ao
Laboratorio para realizagdo do diagndstico microbiolégico com o isolamento e
caracterizacdo dos microrganismos.

Amostras de leite foram cultivadas em placas de agar sangue 5% (v/v), incubadas
em aerobiose em estufa bacterioldgica a 37°C e analisadas apds 24 e 48 horas. Apos a
incubagdo, foram registradas as caracteristicas de crescimento das colonias em agar
sangue, como producdo de hemolise, pigmento, tipo de desenvolvimento e pigmentacao
das coldnias, observando-se a seguir os caracteres morfo-tintoriais utilizando a técnica de
coloracao de Gram.

As colonias que se revelaram como cocos Gram positivos foram submetidos as
provas de catalase e coagulase lenta com plasma de coelho. As leituras para a verificagao
da producdo de coagulase foram realizadas uma, duas, trés, quatro e 24 horas apds
incubagdo das amostras a 37°C (24). Foram realizadas provas bioquimicas para
identificacdo de microrganismos isolados (25).

As estirpes catalase e coagulase positivas foram submetidas a prova para
verificagdo de produgdo da acetoina com o teste de Vermelho de Metila e Voges-
Proskauer (caldo MRVP) para a diferenciacdo do Staphylococcus aureus e outros

Staphylococcus coagulase positiva. As estirpes produtoras de acetoina foram testadas
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quanto a utilizagdo ou ndo da maltose e trealose (26). As estirpes que se mostraram

positivas a essas provas foram classificadas como Staphylococcus aureus (27,28).

Analise estatistica

Para a comparagao entre os trés grupos com o HQ, foi utilizado o Teste de Tukey.
Na comparagao dos resultados das analises do D-70 e D14 com o teste de CMT, realizou
o Teste de Qui-Quadrado e Teste T nos resultados de HQ.

Quanto aos numeros de isolados foi utilizado o teste de Qui-Quadrado
comparando os resultados das andlises do D-70 e D14, entre cada grupo.

Em todos os testes estatisticos utilizados foram utilizados nivel de significncia

de 5 %, utilizando o software ACTION 3.0 (29).
Analise economica

Para analise do custo no tratamento de secagem das vacas utilizou-se o valor real
dos exames deste estudo, somando aos valores dos medicamentos. Os valores dos exames
de cultura microbiologica foram de $ 2,05 por amostra, teste de CCS $0,70 por animal,
teste de CMT $ 0,03 por teto. O custo do antibidtico foi de $ 3,07 e do selante de $ 2,25

por teto.

Resultados e discussao

Na comparagdo dos resultados do teste de CMT entre o D-70 e D14, observou-se
uma diferenga estatistica nos Grupos 2 e 3, conforme Tabela 1. O Grupo 3, que sdo os
tetos positivos no D-70, teve uma reducao de 83,87% e 32,26% no teste de CMT entre o

D-70 e D14, com diferenca estatistica.
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Tabela 1. Média e Desvio Padrao do teste de CMT e HQ em cada grupo de tratamento

no D-70 e D14.

GRUPO n CMT+! CMT + HQ! HQ?
1 43 34,88%% 25,58%" 0,814 +0,79 0,44° +0,70
2 43 48,84%* 13,95%° 0,914B2 +0,68 0,70"B2 +0,80

3 62 83,87%" 32,26%" 1,265 +1,02 0,95%° +1,12
Nota: Numeros seguidos de letras mintsculas diferentes na mesma linha ou letras
maitsculas diferentes na mesma coluna, sdo diferentes estatisticamente (p<0,05). ':
dados coletados no D-70. %: dados coletados no dia D14.

Recomenda-se o tratamento com antibidtico intramamario durante o periodo seco
para tratamento da mastite subclinica, em associacdo com selante interno, conforme
utilizado nesta pesquisa (11). O subnitrato de bismuto utilizado nesta pesquisa ¢ a Unica
base de selante encontrada no mercado, com resultados comprovados em outras pesquisas

(11,30).

A positividade do teste de CMT do Grupo 1 e 2 no D-70, em tetos que nao houve
crescimento bacteriano, demonstra a necessidade de cautela ao utilizar o teste no
momento da secagem. Pode ocorrer a presenca de microrganismos em tetos negativos ao

Teste de CMT, com baixa especificidade (31,32).

Os valores médios de ECS dos trés grupos de tratamento, antes e depois do periodo
seco, foram acima de 4 (maior que 200.000 cels/mL), mesmo nos grupos 1 e 2 que nao
tiveram crescimento microbioldgico. Para o tratamento seletivo na secagem, pesquisas
relataram que ECS e CMT podem ter erros nas interpretagdes e interferir na segregacao

do tratamento no periodo seco (31,33-36).

Na CCS individual, valores abaixo de 200.000 cels/mL de leite, sdo considerados
animais sem infec¢do intramamaria, mas pesquisas mostram que pode ocorrer infec¢ao

intramamaria mesmo em valores dentro dos padrdes de referéncia (37-39) e que o Teste
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de CMT, mesmo com resultado considerado negativo, pode haver microrganismos no

quarto mamario (31).

Na Tabela 1, em relagao a HQ, o grupo 1e 2 obteve diferenga estatistica em relagao
ao grupo 3 no D-70 e D14. Houve diferenca do grupo 1 e 3 e nao houve diferenca no
grupo 2 comparando os resultados de cada grupo no D-70 com o D14, mostrando assim
que o periodo seco pode diminuir o grau de HQ, mas em alguns casos sdo irreversiveis,
conforme o nivel da lesdo no teto (19). Quanto maior o escore de HQ, menor a barreira
mecanica e maior facilidade de contaminagdo do teto, consequente incidéncia de mastite

subclinica (19,40,41).

Quanto aos nimeros de bactérias isoladas, no D-70 e D14, ndo houve diferenca
comparando o Grupo 1 e 2, mas com diferenga no grupo 3. O Grupo 1 e 2 eram todos
tetos negativos no D-70, mostrando que o antibidtico intramamario ndo influenciou no
resultado do D14, conforme Tabela 2. No grupo 3 teve uma redugdo de isolados de 62
para 15 no D14. Pesquisas relataram uma redugao de 70,27% de redugdo da infeccdo em

tetos tratados, comparando antes e apos o parto (15).

O microrganismo mais prevalente, conforme a Tabela 2, no D-70 e D14 foi o
Streptococcus agalactiae com 43,37% do total de isolados, seguido do Staphylococcus
aureus (16,87%) e Corynebacterium spp. (13,25%) e Staphylococcus Coagulase
negativos (SCN) (10,84%), com diferenga significativa do numero de isolados
encontrados no D-70 e D14. Pesquisas obtiveram uma frequéncia de Streptococcus spp.
(24,52%), Staphylococcus aureus (13,69%), Corynebacterium spp. (6,87%) e SCN
(75,97%) (15). Streptococcus spp. (2,79%) foi menos frequente, ndo houve crescimento

de Staphylococcus aureus. Por outro lado, CNS (54,31%) foram mais frequentes, seguido
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de Corynebacterium spp. (12,69%), nos resultados dos exames de cultura microbioldgica

por quarto mamario antes e apds o parto (42).

Tabela 2. Numero de microrganismos isolados em amostras de leite em relacao aos

grupos de tratamentos no D-70 e D14.

Grupos
1 2 3 Total
D-70 D14 D-70 DI4 D-70 DI4 n %
Corynebacterium sp. 0 1 0 0 10 0 11 13,25
Escherichia coli 0 0 0 0 2 2 4 482
Klebsiella pneumoniae 0 0 0 0 0 1 1 1,20
Staphylococcus aureus 0 0 0 1 5 8 14 16,87
Staphylococcus coagulase negativo 0 2 0 2 5 0 9 10,84
Streptococcus agalactiae 0 0 0 0 32 4 36 43,37
Streptococcus bovis 0 0 0 0 3 0 3 3,61
Streptococcus uberis 0 0 0 0 5 0 5 6,02

Total: 02 32 02 3@ 62% 15 83 100

Nota: Numeros seguidos de letras minusculas diferentes na mesma linha sdo diferentes
estatisticamente (p<0,05).

As bactérias Corynebacterium spp., Staphylococcus coagulase negativo,
Streptococcus bovis e Streptococcus uberis tiveram cura bacterioldgica no tratamento do
grupo 3 entre o D-70 e D14, conforme tabela 2. A frequéncia de Streptococcus agalactiae
reduziu de 32 para 4 (87,5%), e Staphylococcus aureus, teve um aumento de 5 para 8
(60%), no tratamento do Grupo 3 no D-70 em relagcdo ao D14. O resultado no tratamento
de mastite subclinica em tetos positivos no periodo seco esta diretamente relacionado com

o tipo de agente mais prevalente no rebanho (43).

O Grupo 1 e 2, comparando a quantidade de microrganismos isolados, no D-70 e
D14, ndo tiveram diferenca estatistica. A diferenga no tratamento nos Grupos 1 e 2 foram

o uso do antibiotico, reforcando a possibilidade do SDCT em tetos considerados
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negativos. Em outra pesquisa compararam o mesmo tratamento com e sem antibiotico,
associado com o selante, mas em vacas de baixo risco, com histérico de CCS abaixo de
200 x 10° cels/mL, e obtiveram o mesmo resultado dos tetos negativos com e sem

antibiodtico, com segregacao prévia por historico de analise de CCS (44).

A viabilidade econdmica do SDCT esta ligada com a incidéncia de mastite em
cada rebanho, ou seja, a diminui¢ao do uso de antibioticos estd diretamente relacionada

com a incidéncia de mastite subclinica no final da lactagdo dentro de cada rebanho (9).

Na Tabela 3, mostra o custo estimado do tratamento com o exame de cultura
microbioldgica, comparando com hipdteses de segregagdo utilizando o teste de CMT,
CCS e BDCT (Blanket Dry Cow Therapy) que utiliza antibiotico em todos os tetos

independente de exame prévio.

Tabela 3. Custo estimado do tratamento seletivo na secagem de vacas leiteiras

conforme cada método de diagndstico em tetos positivos € negativos.

Positivos Negativos

Método n  CP($) CTP() n CN(§) CTIN() CF(9)
Cultura 83 7,37 611,71 65 430 279,50 891,21
CMT 88 535 470,80 60 2,28 136,80 607,60
BDCT 148 532 787,36 0 5,32 - 787,36
Nota: CP: Custo por teto positivo (exames+antibidtico + selante), CTP: custo total em
tetos positivos, CN: Custo por teto negativo (exames+ selante), CTN: custo total
em tetos negativos e CF: Custo final (tetos positivos e negativos).

Considerando BDCT em vacas com valores de CCS superiores a 200 x 103 cels/ml
de leite, 29 (69,05%) animais estariam positivos o custo por teto seria de O tratamento
no final da lactacdo utilizando o historico de CCS durante a lactagdo tem sido o mais
utilizado em outras pesquisas (9,14,21,45), porém pode ocorrer crescimento

microbiolégico em vacas com valores abaixo de 200 x 10° cels/mL (45). Com o uso da
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cultura microbiologica como parametro o CF foi de $891,21, com o teste de CCS de
$792,72 e com o uso do método BDCT de $787,36. O custo utilizando teste de cultura, é
variavel, onde dependendo do grau de contaminacao da glandula mamaria, varia o uso de

antibiotico, com possibilidade de ser mais viavel financeiramente que o BDCT.

O custo estimado no tratamento em tetos positivos utilizando o exame prévio de
cultura (CP) foi de $7,37, teste de CMT $ 5,35¢ BDCT $5,32. Em tetos negativos (CN),
o custo estimado do teste de cultura foi de $4,30, teste de CMT $ 2,28 e BDCT $5,32.
Quando utilizou-se o teste de CMT para segregar os tetos positivos e negativos, o custo
Final (CF) foi menor no momento da secagem com $607,60, porém existe a possibilidade
de crescimento microbiologico em tetos considerados negativos (31,46), com ocorréncias

de falso positivos ao teste, em tetos negativos, como ocorreu nesta pesquisa.

Utilizando o exame de cultura no final da lactacdo do D-70, tem um maior
numero de diagnostico de tetos negativos, utilizando menos antibioticos e diminuindo o
custo do tratamento no periodo seco. O tratamento seletivo no momento da secagem
utilizando o método de cultura pode ser economicamente mais viavel do que o BDCT,
caso o numero de infec¢des intramamarias seja baixo, com menor gasto com antibidtico

intramamario (9,42).

Existe varias orientacdes de organizagdes internacionais, recomendando cuidado
no uso de antibidticos em animais de producdo, para diminuir residuos nos alimentos e

resisténcia bacteriana nos animais € no ser humano (7,13,47-50).

Tanto economicamente, quanto em relacao a sanidade do quarto mamario durante
o periodo seco, ¢ recomendado o tratamento seletivo de tetos com a cultura
microbiologica. O teste de CCS nao deve ser utilizado no SDCT no final da lactagado, pois

os resultados dos exames julgam o animal e ndo o teto individualmente, limitando o



73

resultado no protocolo de diminuicao de antibidticos estabelecido na secagem das vacas.
E importante uma seguranca no diagnoéstico na secagem utilizando o SDCT para garantir
uma diminui¢ao do uso de antibidticos e a sanidade da glandula mamaria durante o

periodo seco.

Conclusao

O tratamento seletivo de tetos na secagem de vacas leiteiras apresenta vantagens
em relacdo ao Blanket Dry Cow Therapy, diminuindo o uso indiscriminado de
antibioticos, evita a resisténcia bacteriana, assegura uma melhor qualidade do leite e uma
maior seguranga alimentar. Deve ser utilizado antibioticos apenas para tetos com mastite
subclinica, com a realizag¢do da cultura microbioldgica no final da lactacao, realizada por

quarto mamario individual.
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CAPITULO 4

CONSIDERACOES FINAIS

A mastite ¢ uma doenca complexa e depende de varios fatores tanto para prevenir,
quanto para o tratamento. E importante ter uma visdo geral da mastite e ndo apenas
diretamente aos microrganismos. Deve-se atentar ao bem estar dos animais, nutri¢do,
manejo adequado, para assim o animal possa ter resposta contra aos agentes patogénicos.

Na medicina de producdo na area animal foca na prevengao dos problemas antes
que de fato ocorra, principalmente no caso de mastite que os fatores de riscos sao muitos,
e a consequéncia quase sempre ¢ irreversivel.

O uso racional de antibidticos € algo crescente, com legislagdes cada vez mais
exigentes, ¢ as pesquisas devem ter por obrigacdo, fornecer o caminho correto da
producao sustentavel e saudavel.

Nesta pesquisa observou-se que € possivel ndo usar antibidtico em todos os tetos
indiscriminadamente, sem causar prejuizos para o animal e a propriedade leiteira.

Com o uso racional de antibidticos tem uma tendéncia de uma menor resisténcia
dos agentes no tratamento, havendo assim uma melhor eficiéncia no controle da mastite

no rebanho.
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Projeto Pesquisa: “Avaliacdo do uso seletivo de anfibioticos durante o
periodo seco em vacas leiteiras™.

Pesquisador Responsavel: Anna Monteiro Correia Lima

O protocolo ndo apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com
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Situagdo: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.
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