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SOARES, Gabriel Lourenzo Rezende. Avaliacdo de residuo de sulfato de gentamicina no
leite de vacas com mastite subclinica tratadas por via intramamaria. 2018. Dissertacdo de
Mestrado em Agronomia - Universidade Estadual do Norte do Parana, Campus Luiz Meneghel,
Bandeirantes, 2018.

RESUMO

Objetivou-se com esse trabalho investigar a presenca de residuo de gentamicina no leite dos
guartos mamarios tratados e adjacentes ndo tratados com gentamicina; verificar a influéncia do
tratamento da mastite subclinica, durante a lactacdo, sobre a contagem de células somaticas,
teor de gordura, proteina total e lactose. Trataram-se cinco vacas com contagem de células
somaticas inferior a 200.000 e negativas no CMT (grupo 01, n = 5) e dez vacas com contagem
de células somaticas acima de 200.000 e positivas no CMT (grupo 02: um quarto mamario com
score 1 no CMT, n =5 e grupo 03: pelo menos um quarto mamario score 2 ou 3 no CMT, n =
5) com duas infusdes intramamarias de 150 mg de sulfato de gentamicina com intervalo de 24
horas entre as aplicagcdes. O tratamento foi feito no quarto anterior direito dos animais do grupo
01 (sem mastite) e no quarto positivo no CMT dos animais dos grupos 02 e 03. A pesquisa por
antimicrobiano foi feita nos tempos 0, 12, 36, 120 e 144 (horas ap6s a primeira infusdo) no leite
dos quartos mamarios tratados e 0, 12, 36, 72 e 120 (horas ap0s a primeira infusdo) dos quartos
nédo tratados. Colheram-se amostras de leite dos animais dos grupos 01, 02 e 03 do quarto
mamario tratado e do pool dos quartos ndo tratados e realizou-se analise de CCS e sélidos do
leite no tempo 0 e 15 dias ap6s o tratamento. Foi feito teste de inibicdo microbioldgica para
deteccdo de residuo de gentamicina com sensibilidade minima de 50 pg/ L de leite, abaixo do
Limite Maximo de Residuo permitido de 200 pg/ L (Delvotest® SP NT). N&o houve diferenca
significativa para a média da CCS e solidos do leite entre as amostras do tempo 0 e 15 dias apds
o tratamento nos grupos 01, 02 e 03 (P < 0,05, em teste T para amostras pareadas). O residuo
de gentamicina apresentou frequéncia decrescente de amostras positivas no grupo 01 e no
tempo 144 (24 horas ap06s o término do periodo de caréncia do antimicrobiano) apds a primeira
infusdo apresentou 40% de amostras positivas no leite dos quartos mamarios tratados. No grupo
02, para o leite dos quartos mamarios tratados, houve frequéncia de 80% de amostras positivas
no tempo 144. No grupo 03, 80% das amostras de leite dos quartos mamarios tratados foram
positivas no tempo 144 e no pool do leite dos quartos mamarios nao tratados todas as amostras
foram negativas em todos os tempos, contudo, 60% das amostras no tempo 36 apresentaram
resultado de residuo proximo ao limite de deteccdo do Delvotest® SP NT. O leite de quartos
mamarios nao tratados adjacentes a um quarto com mastite subclinica tratado com sulfato de
gentamicina ndo apresenta residuo acima do limite maximo de residuo permitido pela legislacao
e € considerado seguro para consumo humano. O leite de quartos mamarios tratados com
gentamicina permaneceram positivos ao Delvotest® SP NT em 40%, 80% e 80% das amostras
no grupos 01, 02 e 03 apos o término do periodo de caréncia estabelecido pelo fabricante.

Palavras-chave: Antibidtico. Infec¢do. Intramamaéria. Descarte. Caréncia



SOARES, Gabriel Lourenzo Rezende. Valuation of gentamicine sulphate residue in milk of
cows with subclinical mastitis treated by intramammary infusion. 2018. Dissertacdo de
Mestrado em Agronomia — Universidade Estadual do Norte do Parana, Bandeirantes, 2018.

ABSTRACT

The objectives of this study were to investigate the presence of gentamicin residue in milk of
treated and adjacent mammary quarters not treated with gentamicin; verify the influence of
subclinical mastitis treatment, during the lactation, on somatic cell count, fat, total protein and
lactose. Five cows with somatic cell count less than 200,000 and negative in CMT (group 01, n
= 5) and ten cows with somatic cell count above 200,000 and positive in CMT (group 02: one
mammary quarter score 1 on CMT, n =5 and group 03: leastwise on mammary quarter score 2
or 3 on CMT, n = 5) were treated with two intramammary infusions of 150 mg of gentamicin
sulphate with a 24hour interval between applications. The treatment was made in the anterior
right mammary quarter of the animals of group 01 and in the positive mammary quarter in CMT
of the animals of groups 02 and 03. Milk samples were analyzed from the animals at 0, 36, 72,
120 and 144 of milk of treated quarters and 0, 12, 26, 72 and 120 hours in not treated quarters
after the first infusion. Milk samples were analyzed from the animals of groups 01, 02 and 03
of the milk of treated mammary quarters and the pool of untreated quarters and performed
analysis of CCS and milk solids at time 0 and 15 days after treatment. A microbiological
inhibition test was performed to detect gentamicin residue with a minimum sensitivity of 50 g/
L, below the maximum allowable residue limit of 200 pg/ L, (Delvotest® SP NT). There was
no significant difference for CCS and milk solids means between samples of time 0 and 15 days
after treatment in groups 01, 02 and 03 (P < 0.05, in T-test for paired samples). The gentamicin
residue had a decreasing frequency of positive samples in group 01 and at the end of the
analyzes, at time 144 (24 hours after the end of withdrawal period) after the first infusion,
presented 40% of positive samples in milk of treated mammary quarters. In milk of untreated
mammary quarters all samples were negative at all times. In group 02, for milk of treated
mammary quarters, there was 80% of positive samples at time 144. In milk of untreated
mammary quarters all samples were negative at all times collected. In group 03, 80% of milk of
treated mammary quarters samples were positive at time 144 and in milk of untreated mammary
quarters, all samples were negative, however, 60% of the samples had residue close to the
detection limit in time 36. Milk from untreated mammary quarters adjacent to subclinical
mammary quarter treated with gentamicin sulfate does not present residue above the maximum
residue limit allowed by legislation and is considered safe for human consumption. Milk from
gentamicin treated mammary quarters remained positive to Delvotest® at 40%, 80% and 80% in
groups 01, 02 and 03 after the end of the withdrawal period established by the manufacturer.

Key-words: Antibiotic. Infection. Discard. Withdrawal period.
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1 INTRODUCAO

A pecuéria leiteira no Brasil evoluiu desde a década de 1990 em sua
producdo e qualidade da matéria-prima. Quanto a producéo, além do aumento do nimero
de vacas ordenhadas, os fatores que impulsionaram essa melhora foram o acréscimo do
mérito genético do rebanho por meio da utilizacdo de biotecnologias da reproducao (por
exemplo, a inseminacao artificial), avangos no conhecimento e emprego da nutri¢do
animal, manejo do rebanho e, ndo menos importante, estudos no aprimoramento da gestéo
econdmica qualificada (JUNG e JUNIOR, 2017).

Por outro lado, a qualidade do leite obteve melhora principalmente pela
acdo vigente de instrucdes normativas do Ministério da Agricultura, Pecuaria e
Abastecimento (MAPA) que visam a regulamentacéo bésica, o controle e a vigilancia dos
residuos nos produtos de origem animal, incluindo o leite. Dentre essas regulamentagdes
estd o controle de residuos em produtos de origem animal, entre eles os antimicrobianos.

Residuos de droga veterinaria sdo a fracao, seus metabdlitos, produtos
de conversao ou reacdes e impurezas que permanecem no leite de vacas em lactacao apds
o tratamento (CASELANI, 2014). O controle baseia-se em dois pilares principais:
melhorar a produtividade e qualidade dessa matéria-prima pensando no consumidor final
e proporcionar condi¢cbes para que o Brasil, no ponto de vista sanitario, se adeque as
regras do comércio internacional de alimentos, preconizadas pela Organizacdo Mundial
do Comércio (OMC) e 6rgdos auxiliares (BRASIL, 1999).

Em 2011, o MAPA expediu a Instrucdo Normativa ndmero 62
(substituiu a Instrucdo Normativa n° 51 do MAPA de 2002) que estabelece requisitos
fisicos, quimicos, microbioldgicos, de contagem de células somaticas e de residuos
quimicos para o leite tipo A e cru refrigerado (BRASIL, 2011).

N&o apenas para regulamentar a qualidade do leite em seus aspectos
intrinsecos esté a Instru¢cdo Normativa numero 62, ela também regulamenta o controle da
sanidade do rebanho em propriedades leiteiras que produzem tanto o leite do tipo A
quanto o leite cru refrigerado. Estabelece que toda propriedade produtora de leite deve
possuir controle sistematico de parasitoses e mastite sob responsabilidade de medico
veterinario e controlar o uso e residuos de drogas veterinarias em animais em tratamento

para evitar a presenga de residuo de droga veterindria acima do Limite Maximo de
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Residuo previsto (BRASIL, 1999; BRASIL, 2011).

Dentre as doencas que levam ao tratamento com medicamentos
veterinarios de uso geral, esta a mastite: inflamacdo da glandula mamaria que tem como
principais agentes etioldgicos as bactérias (RUEGG, 2017). A base fundamental do
tratamento € a terapia com antimicrobianos, por via parenteral de forma sistémica, ou por
infusdo intramamaria através da cisterna do teto até a cisterna da glandula mamaria
(KAYITSINGA et al., 2017).

Coelho, 2003, observou presenca de residuos de antimicrobiano em
quartos mamarios adjacentes a quartos tratados por via intramamaéria por método
qualitativo de pesquisa. Ndo ha relatos de estudos que realizaram a pesquisa por
antimicrobianos em quartos ndo tratados adjacentes a quartos tratados por via
intramamaria por método quantitativo confirmatério (BRASIL, 1999; FERREIRA et al.,
2012).

Quando o tratamento é feito por via parenteral (intravenosa ou
intramuscular) é sabido que leite de todos os quartos apresentara residuo (RAIA, 2001;
SPINOSA, 2017). Porém, quando o tratamento € por via intramamaria surge a davida se
ha absorcao sistémica e biodisponibilidade para que atinja os demais quartos néo tratados
e, ainda, havendo essa possibilidade, se a excrecdo de residuo serd acima ou abaixo dos
LMR durante o tratamento e influenciado pelo grau de inflamagcdo da glandula em
tratamento. Sendo abaixo do LMR, vacas em lactacdo sob tratamento contra mastite com
antimicrobiano intramamario ndo necessariamente devem ser afastadas da producédo e o
leite dos quartos néo tratados pode ser aproveitado como cru refrigerado ou tipo A para
comercializagéo.

Portanto, os objetivos desse trabalho foram: investigar a presenca de
residuo de gentamicina nos quartos mamarios tratados e adjacentes ndo tratados até o
término do periodo de caréncia; verificar a influéncia do tratamento da mastite subclinica
bovina, efetuado durante a lactacéo, sobre a contagem de células somaticas e solidos do

leite.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 NORMATIZACAO DA QUALIDADE DO LEITE NO BRASIL

Normatizar a qualidade do leite significa estabelecer requisitos para a
producdo no que concerne aos fatores fisicos, quimicos e microbioldgicos, dentre eles
CCS e residuos. Entende-se que isso é necessario ndo somente para criar padrdo de
qualidade e conhecer o valor nutricional para agregar valor ao produto final, como
também para evitar fraudes nesse produto durante, principalmente, 0 seu processamento
(CANUTO et al., 2010; BRASIL, 2011; SILVA et al., 2013).

Entende-se por leite, de maneira geral, o produto originado da ordenha
completa e ininterrupta, em condi¢fes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e
descansadas. Atualmente existem trés tipos de leite reconhecidos pela Instrucéo
Normativa nimero 62 do MAPA, que é vigente. O leite tipo A é necessariamente
produzido, beneficiado e envasado em granja leiteira. Leite cru refrigerado é produzido e
ndo processado em propriedade leiteira e mantido refrigerado no maximo a 7 graus
Celsius. Leite pasteurizado €é o leite fluido elaborado a partir do leite cru refrigerado sob
especificacbes que respeitem as normas técnicas fixadas (BRASIL, 2011).

Os requisitos fisicos referem-se aos componentes do leite, exceto a
agua, e 0s quimicos aos resultados do leite frente a testes quimicos, que revelam
caracteristicas Unicas do leite. Quanto aos microbioldgicos, referem-se a presenca e
quantificacdo de unidades formadoras de col6nias (UFC/ mL), constituidas por bactérias
mesofilas, capazes de crescer entre 10°C e 45°C, dos grupos lactobacilos, estreptococos,
lactococos e coliformes (SILVA, 2012). A contagem de células somaéticas determina a
quantidade de leucdcitos e células epiteliais presentes no leite — resultado diretamente
ligado & inflamacdo da glandula mamaria (BRASIL 2011, MARQUES et al., 2016). O
requisito estabelecido para a presenca de residuos quimicos sao os Limites Maximos de
Residuo (LMR), previstos no PNCRC do MAPA e na Instru¢cdo Normativa nimero 42
(BRASIL, 2011). Os requisitos citados encontram-se na Tabela 1.
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Tabela 1. Requisitos fisicos, quimicos, microbiolégicos, de contagem de células
somaticas e presenca de residuos quimicos segundo Instrugdo Normativa nimero 62 do
MAPA para o leite cru refrigerado.

Requisitos Limites
! Matéria gorda, g /100 g Teor original, com o minimo de 3,0
2 Densidade relativa a 15/°¢ g/m| @ 1,028 a 1,034
2 Acidez titulavel, g acido latico/200ml 0,14a0,18
L Extrato seco desengordurado, g/100g Minimo 8,4
2ndice crioscopico (°H) - 0,530 a -0,550
! Proteinas, g/100g Minimo 2,9
3 Contagem Padrdo em Placas (UFC/ mL) 100.000
Contagem de células somaticas (células/ml/leite) 400.000

Pesquisa de Residuo de Antibidticos / Outros Inibidores do crescimento microbiano/ Reconstituintes de

densidade/ Neutralizantes do crescimento microbiano

!Fisico 2Quimico *Microbioldgico
Fonte: Brasil, (2011).

Ainda, a Instrucdo Normativa nimero 62, exige que as industrias
beneficiadoras de leite cru refrigerado realizem o controle diério antes do processamento,
dos seguintes fatores: temperatura, teste do Alizarol, Acidez Titulavel, indice
Crioscopico, Densidade Relativa, Teor de Gordura, Pesquisa de Peroxidase, Pesquisa de
Neutralizantes da Acidez e Reconstituintes da Densidade e Pesquisa de agentes inibidores
do crescimento microbiano (BRASIL, 2011).

Também, o item 4, dos anexos | e Il da Instrucdo Normativa nimero 62
refere-se a sanidade dos animais em lactacéo e producao. Isso, porque alteracdes na saude
dos animais pode alterar a qualidade sanitéria e fisica do leite, principalmente em casos
de mastite, além de aumentar o risco de residuo de medicamentos veterinarios no leite
oriundo de animais em tratamento contra doencas (BRASIL 2011; PAIXAO et al., 2017;
TIMONEN et al., 2017).

O item 4.2 da Instrucdo Normativa nimero 62 (anexos | e Il) diz que
n&o é permitido o envio do leite a posto de Refrigeracdo ou industria beneficiadora quando
oriundo de animais que: “estejam sendo submetidos a tratamento com drogas e
medicamentos de uso veterinario em geral, passiveis de eliminagdo pelo leite, motivo
pelo qual devem ser afastados da producéo pelo periodo recomendado pelo fabricante,
de forma a assegurar que os residuos da droga ndo sejam superiores aos niveis fixados
em normas especificas”.

Assim, existe um sistema que exige a adequada criagédo dos animais

para que haja a producéo com qualidade, respeitando o leite como matéria-prima e a vaca
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como principal personagem no sistema de producéo. O intuito final é preservar a salde
humana e tornar o Brasil pais em acordo com as normas internacionais de qualidade
sanitaria e seguranca alimentar, tendo como padrao a inocuidade do leite (BRASIL, 2011;
ESTEVAO NETO, 2015; PEREIRA e SCUSSEL, 2017).

2.2 MASTITE

Mastite bovina é a resposta inflamatoria da glandula mamaria a uma
infeccdo. A instalacdo dessa doenca se da em trés fases: (1) invasdo de um organismo na
glandula mamaria (contaminagdo, com ou sem o estabelecimento de uma infeccéo), (2)
infeccdo (ocorre o estabelecimento e crescimento bacteriano na glandula) e (3)
instaurac&o do processo inflamatério (PAIXAO et al., 2017).

E o0 problema de satide mais comum em vacas leiteiras e causa frequente
de descarte involuntario de animais. Tem efeito econémico significativo pois é
responsavel pela diminuicdo da producdo, perda de premiacdo pela qualidade do leite,
aumento do custo de producdo, reducdo do desempenho reprodutivo, custo com
tratamento, leite descartado e transmissao de infec¢Oes para outros animais (OLIVEIRA
etal., 2013; OLIVEIRA e RUEGG, 2014; BOBBO et al., 2017).

Pode ser classificada como clinica e subclinica. A primeira, além da
presenca de infeccdo intramamaria, apresenta sinais clinicos como: alteracdo do aspecto
normal do leite e sinais de inflamagdo da glandula mamaria (aumento da temperatura,
eritema e sensibilidade a dor). J& a mastite subclinica ndo apresenta sinal clinico associado
a infeccdo intramamaria, apenas existe a infeccdo e inflamacdo que é capaz de diminuir a
producdo leiteira em niveis, muitas vezes, imperceptiveis e alterar a composicao do leite
(HARMON, 1994; REBHUN, 2000; RADOTISTIS et al., 2007).

Os sinais classicos da inflamacdo da glandula mamaria incluem o
aumento da permeabilidade vascular, vasodilatacdo, edema, aumento do fluxo sanguineo,
marginalizacdo e migracdo de neutrofilos, diminuigdo da atividade secretora da glandula,
dor e febre (GALLIN et al. 1992; HARMON, 1994).

Em vacas leiteiras, bactérias sdo os maiores agentes causadores da
mastite. A defesa inicial contra a contaminagdo bacteriana encontra-se na barreira fisica

pelo esfincter do teto e na barreira quimica formada pela queratina. Uma vez que as
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bactérias penetram o canal do teto, elas geralmente encontram fatores da defesa imune
inata, como as citocinas e elementos celulares como macréfagos e neutréfilos (ACOSTA
et al, 2016).

A migracéo de neutréfilos da corrente sanguinea para o tecido glandular
mamario ocorre como resposta a citocinas pré-inflamatdrias: Fator de Necrose Tumoral
alfa (TNF-a) e Interleucina 1 beta (IL-1 ) e mediadores inflamatorios como componentes
do sistema complemento, prostaglandinas, leucotrienos, histamina, serotonina,
interferons e outras citocinas (HARMON, 1994; OVIEDO-BOY SO et al., 2007).

Durante a resposta inflamatoria ocorre o0 aumento da perfusdo tecidual
e da permeabilidade vascular, intercedidas por aminas vasoativas, como por exemplo a
histamina e serotonina. A concentracdo de histamina, por sua vez, é 135% maior em
qguartos com mastite quando comparados com quartos adjacentes sem processo
inflamatorio (CECIL et al., 1965; CRUVINEL et al., 2010).

Tanto em mastite clinica quanto em mastite subclinica ocorre aumento
da contagem de células somaticas. A defesa primaria da glandula mamaria no processo
inflamatdrio é a colonizagdo com leucocitos. Normalmente, a contagem de ceélulas
somaticas (CCS) é inferior a 200.000 células/ mL/ leite. Entdo, quando a mastite esta
presente, a CCS aumenta principalmente como consequéncia da infiltracdo de leucdcitos
(NIEMIALTOWSKI et al., 1988; PAAPE et al., 2003; BOCHNIARZ et al., 2017).

O aumento da contagem de células somaticas é responsavel por
alteracdes na composicdo do leite e possui correlagdo negativa significativa com o
contetido de matéria seca. A mastite subclinica altera significativamente a composicao do
leite e determina mudancas nas concentracGes dos principais componentes, gordura,
proteina e lactose (Tabela 2 e Tabela 3 (SHARMA et al., 2011).

Tabela 2. Alteracfes na composicao do leite (g/100g) associadas a mastite subclinica

Componentes Leite Normal Leite com Mastite Subclinica
ESD 8,90 8,80
Gordura 3,50 3,20
Proteina 3,61 3,56
Lactose 4,90 4,40

Adaptado de Gongalves (2012).
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Tabela 3. Mudancas nos constituintes do leite com alta CCS causadas por

Corynebacterium bovis (g/1009)

CCS (x10° células/ml)

<100 <250 500-1000 >1000
Caseina 2,81 2,79 2,65 2,25
Lactose 4,90 4,74 4,60 4,21
Gordura 3,74 3,69 3,51 3,13

Adaptado de Gongalves (2012).

O processo inflamatério da glandula mamaria causa alteragdes néo
apenas no leite do quarto acometido como também no leite dos quartos mamarios
adjacentes. Estudo recente sugere que um Unico quarto acometido com mastite afeta o
estado imune geral do Ubere e, assim, altera a composi¢do do leite e 0 estado de satde dos
quartos adjacentes. Nesse caso, o leite apresenta aumento da CCS, numero de leucécitos
e teor de gordura e queda nos teores de lactose e proteina (PAIXAO et al., 2017).

No que concerne aos principais agentes etioldgicos, as bactérias sdo 0s
mais prevalentes. S&o divididas em contagiosas, quanto transmitidas de uma vaca para a
outra, durante a ordenha, por meio do leite contaminado e ambiental, quando a
contaminag&o acontece no ambiente — geralmente fora da sala de ordenha (PAIXAO et
al., 2017).

Os principais agentes descritos como causadores da mastite contagiosa
sdo: Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Mycoplasma spp.,
Corynebacterium bovis e Bacillus spp.. J& os principais da mastite ambiental séo:
Streptococcus dysgalactiae, Streptococcus uberis e Streptoccous bovis, Enterococcus
faecium e Enterococcus faecalis, além disso, também incluem bactérias Gram-negativas
como Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Enterobacter aerogenes (REYHER e
DOHOO, 2011; ACOSTA, 2016; SOUZA et al., 2016). No Brasil, o género
Staphylococcus € relatado como o principal agente etiologico da doenca, tanto para a
espécie bovina, quanto caprina, ovina e bubalina (ACOSTA et al., 2016).

O diagndstico da mastite clinica é feito pelo exame clinico do animal e
por meio da colheita do leite para realizacdo de isolamento bacteriano e antibiograma. O
diagnédstico da mastite subclinica é feito com a associacdo da Contagem de Células
Somaticas (células/ mL/ leite) acima de 200.000 e o isolamento bacteriano para evidenciar
a infeccédo intramamaria (OLIVEIRA e RUEGG, 2014; RUEGG, 2017).
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O tratamento das mastites pode ser dividido de acordo com o seu tipo —
clinica ou subclinica. Comumente, a mastite subclinica é tratada com antimicrobianos e
outros farmacos no momento da secagem do animal, visando recuperar a glandula
mamaria para uma lactacdo posterior e obter novamente o leite com seus parametros
normais, assim como, evitar a transmissao para outros animais (ESTEVAO-NETO et al.,
2015).

Em contrapartida, quando a vaca apresenta mastite clinica o tratamento
é realizado imediatamente e, em geral, com antimicrobianos intramamarios. Os
tratamentos mais utilizados incluem antimicrobianos e anti-inflamatorios, além de terapia
suporte em casos de infeccbes mais graves com sinais e acometimentos sistémicos
(OLIVEIRA e RUEGG, 2014).

Os tratamentos podem ser realizados pelas vias intramamaria ou
sistémica. Para o primeiro tipo, é preferivel que o antimicrobiano utilizado tenha as
seguintes caracteristicas: pouco irritante, baixa concentracdo inibitéria minima, baixo
grau de ligacdo a proteinas, baixo grau de ionizacdo no Ubere, liberacdo rapida e baixa
persisténcia (SPINOSA, 2017).

2.2.1 MASTITE SUBCLINICA

Mastite subclinica é a inflamacdo da glandula mamaria sem
apresentacdo de sinais clinicos. Dessa maneira, 0 processo infeccioso bacteriano (em
geral) estd presente na glandula associado a inflamacéo, porém, sem a possibilidade de
diagnostico por meio de exame fisico do animal acometido (RUEGG, 2017).

A transmissdo ocorre pela contaminacdo de uma vaca sadia com o leite
de uma vaca com mastite subclinica durante a ordenha pelo canal do teto (contato direto
com o leite contaminado presente, principalmente, nas teteiras). Sendo assim, algumas
medidas podem ser tomadas durante a ordenha para minimizar o risco de disseminacao
da mastite subclinica. Por exemplo: implantagdo de linha de ordenha, desinfec¢do das
teteiras entre animais ou lotes e diagnéstico dos animais com a doenca (THORBERG et
al., 2009).

O diagndstico da mastite subclinica € feito pela contagem de células

somaticas (CCS) do leite dos animais associada ao isolamento bacteriano. Vacas com
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CCS acima de 200.000 células/ mL/ leite e presenca de bactéria no isolamento de amostra
de leite sdo consideradas portadoras de mastite subclinica (lembrando que com auséncia
de qualquer sinal da mastite clinica). Outro método para identificacdo é o California
Mastitis Test (CMT). A inflamacdo da glandula mamaria provoca aumento da
concentracdo de neutréfilos, macrofagos e linfécitos para combater o processo infeccioso,
além do aumento de células de descamacdo epitelial. Todos esses tipos celulares séo
denominados células somaticas do leite (NIELEN et al., 1995).

Destarte, animais com mastite (clinica e subclinica) apresentam maior
contagem de células somaticas que animais sadios. O reagente presente no teste CMT é
adicionado a uma amostra de leite que ird romper a membrana das células somaéticas e
liberar 0 material nucléico (DNA), que é altamente viscoso. Entdo, quanto maior a
concentracdo de células somaticas maior vai ser a viscosidade do leite, que ira promover
estimativa da CCS por meio de uma escala de escores visuais de viscosidade (negativo,
escore 1, escore 2 e escore 3) (SARGEANT et al., 2001).

Os principais agentes causadores da mastite subclinica sdo as bactérias
contagiosas: Staphylococcus aureus, S. epidermidis, Streptococcus agalactiae, S.
dysgalactiae, Corynebacterium bovis e Actinomyces pyogenes. Essas bactérias estdo
presentes no leite de vacas contaminadas e s@o disseminadas durante a ordenha
(LANGONI et al., 1998).

O tratamento da mastite subclinica pode ser feito durante a lactacéo ou
no momento da secagem (método mais escolhido). Deve ser realizado o isolamento
bacteriano das vacas com suspeita e teste de sensibilidade aos antibidticos disponiveis
para efetuar maior eficiéncia e utiliza-se tanto o tratamento sistémico quanto o
intramamario (REBHUN, 2000).

A espécie bacteriana isolada nos casos de mastite subclinica interfere
no sucesso do tratamento intramamario (tanto durante a lactacdo quanto na secagem)
devido ao local de infeccdo. Bactérias que se situam nas células dos ductos alveolares séo
mais facilmente trataveis que bactérias em que o sitio de infeccdo ocorre nas células
epiteliais dos alvéolos, devido ao alcance do antimicrobiano (RUEGG, 2017).

No que diz respeito a parte econdmica, a mastite subclinica tem alto
impacto na pecudria leiteira. Dentre os dois tipos de mastite ela é a de maior frequéncia e
leva a alteracbes nos componentes fisicos e diminui¢do da produgdo. O primeiro fato

mencionado acarreta em perda da premiacdo no pagamento do leite aos produtores por,
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principalmente, diminuicéo nos teores de gordura e proteina total. O impacto se da pela
forma de manifestagdo da doenca: auséncia de sinais clinicos e na maioria das vezes ndo
diagnosticada, ou seja, de forma “silenciosa” (SHEPARD et al., 2000; ZAFALON et al.,
2007).

O prejuizo econdmico ndo é apenas ao produtor, como mencionado,
mas também as industrias de laticinios, pois o leite mastitico provoca problemas no
processamento do leite e reducdo no rendimento, em razdo dos teores inferiores de
caseina, gordura e lactose, que resultam em produtos de baixa qualidade e estabilidade.

A mastite subclinica é importante na pecuaria leiteira por causar danos
econdmicos tanto aos produtores quanto as indudstrias de laticinios e por se manifestar
com auséncia de sinais clinicos e ter diagnostico mais dificultoso que a mastite clinica,
além de apresentar rapida disseminacdo em rebanhos que ndo utilizam métodos de

controle da doenga.

2.3 ANTIMICROBIANOS

Os antimicrobianos sao substancias capazes de controlar o crescimento
bacteriano pela acao bactericida ou bacteriostatica. Sao vitais para manter a produtividade
animal, melhorar o bem-estar — limitando o impacto de doencas bacterianas — e melhorar
a seguranca alimentar (NOBREGA et al., 2017). Dividem-se em antibidticos, que séo
substancias produzidas pelo metabolismo de determinadas espécies de bactérias, fungos
e actinomicetos e em quimioterapicos, que sdo substancias sintetizadas em laboratdrio e
atuam seletivamente sobre o patdégeno causador de infec¢do no organismo, dessa maneira,
ndo sendo nocivos ao hospedeiro na dosagem recomendada (SPINOSA, 2017).

S&o administrados em animais de producdo por uma variedade de
causas, incluindo: tratamento, prevencdo e controle de doencas e como promotor de
aumento da eficiéncia alimentar e crescimento (MARSHALL e LEVY, 2011).

Nos rebanhos leiteiros especializados sao utilizados, principalmente, no
tratamento de doencas bacterianas em vacas em lactacéo e nas demais categorias e surgem
como: doencas infecciosas das vias aéreas superiores e inferiores, doencas do trato
gastrointestinal, cutaneopatias infecciosas, doengas reprodutivas, infecciosas

relacionadas ao casco e a glandula mamaria, causando a mastite. Para esses casos,
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demanda-se o uso de antimicrobianos no tratamento. (REBHUN, 2000).

No Brasil, as classes de antimicrobianos utilizadas na medicina
veterinaria sdo: beta-lactamicos, que possuem em comum no seu nucleo estrutural o anel
beta-lactdmico, que confere acdo bactericida. Pertencem a esse grupo as penicilinas e
cefalosporinas. Macrolideos, grupo constituido quimicamente por um anel macrociclico
de lactona com agdo bactericida. Pertencem a esse grupo a azitromicina, claritromicina e
eritromicina. Sulfonamidas, sdo bacteriostaticos derivados da sulfanilamida e
compreendem seis drogas principais: sulfanilamida, sulfisoxasol sulfacetamida, acido
para-amidobenzoico, sulfadiazina e sulfametoxasol. As tetraciclinas, primariamente
bacteriostaticas, quando em concentracdes terapéuticas e apresentam amplo espectro de
acdo (atuam contra bactérias gram-positivas, gram-negativas aerobias e anaerdbias,
espiroquetas, riquétsias, micoplasma, clamidias e alguns protozoarios). E por fim, os
aminoglicosideos, que séo bactericidas e atuam ligando-se aos ribossomos no citoplasma
das bactérias patogénicas e atuam inibindo a sintese proteica ou produzindo proteinas
defeituosas (SPINOSA, 2017).

Pesquisa realizada no estado do Parand evidenciou que 0s
antimicrobianos sdo agentes principais em 48% dos tratamentos que ocorrem em
propriedades leiteiras, ou seja, € a classe terapéutica mais utilizada. Desse total, as
penicilinas e os aminoglicosideos sdo os mais utilizados, representando respectivamente
19,59% e 12,91% dos tratamentos (NETTO et al., 2005). Em trabalho feito na Holanda
durante os anos de 2005 e 2012, verificou-se que, em média, as vacas desse pais passam
5.86 dias em tratamento com antibidticos e que 68% desses tratamentos sdo voltados a
satde do Ubere — 24% para tratamento de mastite clinica e 44% para terapia de secagem
(KUIPERS et al., 2016).

O tratamento contra a mastite representa a maioria dos antimicrobianos
que sdo administrados em vacas leiteiras, 42,2% do total (SAINI et al., 2012; OLIVEIRA
e RUEGG, 2014; NOBREGA et al., 2017).

A gentamicina é um aminoglicosideo largamente utilizado na medicina
veterinaria, principalmente no tratamento contra a mastite. Tem meia-vida relativamente
curta, de 2 a 3 horas, baixa ligacdo a proteinas sericas e baixo volume de distribuicdo. A
via intramamaria é a mais comumente utilizada e é sabido que dessa maneira é absorvida
pelo organismos por meio da circulagdo sanguinea, resultando em residuos por tempo
prolongado (SPINOSA, 2017).
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Kaczorek et al. (2017), relataram baixa efetividade da gentamicina
contra Streptococcus sp. isoladas de casos de mastite clinica, dentre 8 principios ativos
testados em estudo conduzido em propriedades leiteiras da Pol6nia. Em estudo realizado
na China com 195 amostras de leite cru de 195 propriedades leiteiras, 11% das amostras
isoladas com Staphylococcus aureus mostraram-se resistentes a gentamicina. Nesse
estudo, a Staphylococcus aureus mostrou maior resisténcia a penicilina G (85,5% das
amostras) e ampicilina (79,6%) e a gentamicina se revelou mais eficiente contra a
Staphylococcus aureus (LIU et al., 2017). Jamali et al. (2014) relataram que a
Staphylococcus aureus mostrou resisténcia a gentamicina em 7% de 43 amostras de vacas
com mastite clinica em estudo realizado no Ir&.

Outro estudo realizado na China, com amostras de leite de vacas com
sinais clinicos e contagem de células somaticas acima de 250.000 células/ mL, mostrou
que a gentamicina foi eficaz contra 93% das amostras isoladas com Escherichia coli
(ZHANG et al., 2018). Suojala et al (2011) relatou n&o haver resisténcia da Escherichia
coli contra a gentamicina.

No Brasil, estado da Bahia, em 110 amostras de vacas com mastite
clinica foram isoladas Staphylococcus aureus (45 amostras), Corynebacterium sp. (45
amostras), S. coagulase negativo (37 amostras), Bacillus sp. (16 amostras), Escherichia
Coli (16 amostras) e Klebsiella sp. (2 amostras). Para a gentamicina, foram sensiveis
100% das amostras de Staphylococcus aureus, 88,88% das amostras de Steptococcus.
coagulase negativo, 95,55% das amostras de Corynebacterium sp., 93,75% das amostras
de Bacillus sp., 93,75% das amostras de Escherichia coli e 100% das amostras de
Klebsiella sp.. Dentre os antibioticos testados — oito no total, a gentamicina foi a que
apresentou menor percentual de resisténcia frente as bactérias isoladas (OLIVEIRA et al.,
2012).

Os antimicrobianos devem ser utilizados com a devida cautela e sempre
se respeitar a dosagem e periodo de caréncia recomendados na préatica veterinaria. A
resisténcia aos antimicrobianos e a ingestdo de residuos em alimentos de origem animal
em todo o mundo ja foram reconhecidos como um dos principais desafios de saude
publica no século XXI (HAIMERL e HEUWIESER, 2014).
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2.4 RESIDUO DE ANTIMICROBIANOS NO LEITE

A preocupacdo com residuo de antimicrobianos remete a década de
1960, quando utilizava-se a penicilina no tratamento de vacas em lactagdo contra mastite.
O periodo de caréncia ap6s o término do tratamento, o limite da dose para infusdo
intramamaria e a conscientizacdo dos produtores foram assuntos colocados em pauta pelo
departamento de Administracdo Federal de Alimentos e Medicamentos dos Estados
Unidos da América na época (STEPHENS, 1960).

Mas, pensar em controle de residuo de antimicrobianos no leite é pensar
no consumidor final e nos maleficios gerados na interacdo humana com as bactérias e seu
tratamento (salude publica), bem como nos prejuizos causados na industria de
beneficiamento. Quanto a salde publica, a presenca de residuo de antimicrobianos acima
do LMR exigido pelas normas fixadas pode gerar reacGes de hipersensibilidade, alergia,
resisténcia bacteriana, acdo carcinogénica ou mutagénica. Na industria, interfere na
fabricacdo de produtos lacteos fermentados, o que leva a perdas econdmicas (FERREIRA
etal., 2012; ATTAIE et al., 2015).

Limite méximo de residuo € a concentragdo maxima de um residuo
legalmente tolerado em um produto alimenticio obtido de um animal que recebeu uma
droga veterinaria (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED
NATIONS, 2017).

Residuos de antimicrobianos no leite cru refrigerado acima do LMR s&o
oriundos do tratamento, principalmente, contra a mastite, visto que a refrigeracdo e os
processos realizados na industria ndo os eliminam (SILVA et al., 2013). Quando o
tratamento é realizado dentro da dosagem e periodo recomendados e respeita-se o periodo
de caréncia, as chances desse gerar residuo é reduzida. Segundo Jones e Seymour (1988),
algumas causas para presenca de residuo sdo: (I) tratamentos aleatorios, (11) problemas
ou falhas na identificacdo de animais tratados, (I11) auséncia de separacdo de vacas em
tratamento no momento da ordenha, (IV) uso de dosagens mdltiplas, (V) superdosagem,
(VI) falhas na observacdo ou ndo cumprimento do periodo de caréncia, (VII) uso por
periodo prolongado e excessivo, (VIII) mistura acidental de leite ndo contaminado com
leite contaminado e (IX) uso de equipamentos de ordenha contaminados.

E sabido que o tratamento por via parenteral (intramuscular e
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intravenoso), ou seja, que alcancard a corrente sanguinea promove a excrecdo do
antimicrobiano utilizado no tratamento contra a mastite em todos os quartos mamarios
(RAIA, 2001; SPINOSA, 2017). O tratamento por via intramamaria em casos de mastite
clinica pode gerar excrecdo de antimicrobiano nos quartos mamarios adjacentes, ou seja,
0s ndo tratados de uma mesma vaca. Isso, pois, acredita-se que ha absor¢do do principio
ativo pela corrente sanguinea e biodisponibilidade, agindo dessa maneira, como
tratamento via parenteral (COELHO, 2003; SILVA et al., 2013).

Raia Janior (2007) estudou a influéncia do processo inflamatério na
persisténcia de residuo de antimicrobianos ap6s o periodo de caréncia com tratamento por
via intramamaria. Verificou que a ocorréncia de residuos foi maior em quartos com
mastite clinica quando comparados a quartos com mastite subclinica. Também, verificou
gue quando comparados com quartos mamarios sem processo inflamatério, os quartos
com mastite clinica (diferenca estatistica extremamente significante) e subclinica
(diferenca estatistica significante) tem maior ocorréncia de residuo de antimicrobianos
apos o periodo de caréncia. O autor utilizou teste qualitativo para detec¢éo dos residuos
(Delvotest®).

Trabalho de Macedo e Freitas (2009) encontrou residuo de
antimicrobianos em amostras de leite cru refrigerado proveniente de tanque de
resfriamento de propriedades leiteiras e usinas de beneficiamento de leite, também, em
amostras de leite de origem desconhecida a venda no mercado varejista na cidade de
Belém/PA.

Nero et al. (2007) encontraram residuo de antimicrobianos por meio de
teste qualitativo (em especial beta-lactamicos e sulfonamidas) em amostras de leite cru
refrigerado de propriedades leiteiras das regides de Vicosa/MG (8,5% das amostras),
Pelotas/RS (6,0%), Londrina/PR (20,6%) e Botucatu/SP (8,0%). A regido de Londrina
mostrou maior ocorréncia entre todas estudadas.

Vieira et al. (2012) realizaram pesquisa por residuo de antimicrobiano
utilizando teste qualitativo em amostras de leite pasteurizado comercializados no varejo.
Do total de amostras, 19% foram positivas, sendo que dessas: 40% com cloranfenicol,
20% com tetraciclinas, 6,7% com gentamicina, 20% com estreptomicina, 13,3% com
beta-lactdmicos e 20% com dois principios ativos simultaneamente.

Para determinar a positividade de uma amostra de leite quanto a

presenca de antimicrobianos — como residuo quimico - é necessario conhecer os Limites
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Maximos de Residuo. Ou seja, valores determinados pelas normas vigentes expressas em
p /kg (Quadro 1). Existem testes de triagem qualitativo, ou seja, com resultado negativo
e positivo. Assim, em uma amostra de leite, quando a quantidade do antimicrobiano
excede 0 LMR, o teste exibira positividade. Também, existem os testes quantitativos
confirmatdrios que avaliam a quantidade do antimicrobiano em uma amostra e o resultado
é expresso em W/ kg (GONCALVES, 2008).

Quadro 1. Limite Mé&ximo de Residuo (LMR em p/kg de leite) de antimicrobianos e
métodos analiticos para testes confirmatdrios de acordo com a Instru¢cdo Normativa
namero 42 do MAPA, de 1999.

Classificacao Drogas Método Analitico LMR
Antimicrobianos Penicilina 4
Estreptomicina 200
Tetraciclina 100
Eritromicina Enzimaimunoensaio 40
Neomicina 500
Oxitetraciclina Cromatografia Liquida de 100
Clortetraciclina Alta Eficiéncia (CLAE) 100
Ampicilina 4
Amoxicilina 4
Ceftiofur 100
Sulfametazina Enzimaimunoensaio 100
Sulfadimetoxina 100
Sulfatiazol Cromatografia Liquida de 100

Alta Eficiéncia (CLAE)

Cromatorafia por
Camada Delgada

Densitometria

Cloranfenicol Enzimaimunoensaio 5

Cromatografia Liquida de
Alta Eficiéncia (CLAE)

Fonte: Brasil, 1999.
Anualmente, 0 PNCR realiza pesquisa por residuo de antimicrobianos

em 600 amostras de leite oriundo da industria de beneficiamento com selo de inspecao
federal. Em 2016 foram feitas pesquisas para 49 principios ativos diferentes e apenas uma
amostra testou positivo — sem especificagdo, acima do LMR, representando 0,17% do
total. A gentamicina, antimicrobiano amplamente utilizado na medicina veterinaria ndo
fez parte dos principios ativos pesquisados e ndo consta na relacdo de LMR dos
antimicrobianos da Instrucdo Normativa numero 42 do MAPA (BRASIL, 2016;
SPINOSA, 2017). Porém, no Brasil, quando ndo especificada a LMR de algum
antimicrobiano, deve-se seguir as normas do Mercosul, Unido Europeia e Codex
Alimentarius (BRASIL, 2003).

O LMR da gentamicina é de 200 ug/l de leite segundo o Codex
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Alimentarius, valor utilizado no Brasil como referéncia (GONCALVES, 2008; CODEX
ALIMENTARIUS, 2015).

No Brasil, entre os anos de 2009 a 2011 foram analisadas 961 amostras
de leite pasteurizado, leite UHT e leite em po colhidas em comércio varejista de diversas
marcas para antimicrobianos, monitoradas pelo Programa Oficial de Anélises de Residuos
de Medicamentos Veterinarios em Alimentos de Origem Animal, e nenhuma apresentou
resultado acima do LMR. Segundo esse estudo, o consumo do leite ndo representa risco
toxicoldgico e ndo deve ser considerado problema de satde coletiva (NOVAES et al.,
2017).

Porém, a presenca de residuos de antimicrobianos no leite cru
refrigerado é recorrente no Brasil e situacdo que demanda controle. Afetam a qualidade
da matéria-prima na industria de beneficiamento e gera risco a saude do consumidor
(NETTO et al., 2005; MARTIN, 2011; MARTINS et al., 2016).

2.4.1 PESQUISA POR RESIDUOS GENTAMICINA NO LEITE

A pesquisa por residuos de antimicrobianos no leite no Brasil é exigida
pela Instrucdo Normativa n° 62 do MAPA, diéria para o leite cru refrigerado processado
em industria de laticinios (BRASIL, 2011).

Existem os métodos de triagem que apontam a presenca ou auséncia de
residuos de gentamicina (testes qualitativos). Tais testes possuem limite de deteccdo
minima para o antimicrobiano (acima de tal limite as amostras sdo positivas e abaixo
negativas) e ndo necessitam de pessoal capacitado para realizacdo, instrumentos
laboratoriais e podem ser feitas varias analises simultaneamente. Esses testes tem grande
importancia, pois quando o resultado de uma determinada amostra de leite é negativa isso
indica que esta em conformidade com os limites méximos de residuos estabelecidos por
orgaos regulamentadores brasileiros. Quando positivas, devem ser encaminhadas a teste
confirmatdrio qualitativo para determinacdo da concentracdo de gentamicina na amostra
(PEREIRA, 2017).

No Brasil, o LMR para gentamicina é de 200 pg/ kg de leite (CODEX
ALIMENTARIUS, 2017) e os dois testes de triagem disponiveis tem limite minimo de

deteccdo inferior a este valor. O Charm — Test TM (Charm Science Incorporation, EUA)
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tem limite minimo de detec¢do de 30 pg/ kg de leite. Este é um teste de inibicdo do
crescimento microbiano e detecta as seguintes classes: Aminoglicosideos, Beta-
lactdmicos, Macrolideos, Tetraciclinas e Sulfonamidas (LE BRETON et al., 2007).

O Delvotest® SP NT (DSM Foods Specialties B.V. Delft, The
Netherlands) também é um teste de triagem de inibicdo microbiana e detecta
Aminoglicosideos e Beta-lactdmicos. O limite de deteccdo minima desse teste para a
gentamicina é de 50 pg/ kg de leite e € muito utilizado nas usinas de beneficiamento de
leite por detectar uma diversidade de compostos e apresentar limites de detec¢do sempre
abaixo dos LMR brasileiros para todos os antimicrobianos passiveis de serem detectados
(LE BRETON et al., 2007). Esse teste é aprovado no Brasil pela Portaria n® 8 de
26/06/1984 do servico de Inspecdo Federal do Ministério da Agricultura publicada no
Diario Oficial da Unido em 11/07/1984 (BRASIL, 1984).

O teste confirmatdrio quantitativo de gentamicina aprovado no Brasil
pelo MAPA (BRASIL, 1999) e a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). A
sensibilidade desse teste pode chegar a 1 pug/ kg de leite e o resultado € quantitativo, ou
seja, determina a concentracdo da gentamicina presente na amostra em pg/ kg de leite
(PEREIRA, 2017).

2.5 ANTIMICROBIANOS E A RELACAO COM A SAUDE PUBLICA

Muitos antimicrobianos utilizados na medicina veterindria sao
utilizados na medicina humana, como por exemplo: amoxicilina, bacitracina,
cloranfenicol, eritromicina, gentamicina, neomicina, penicilina procaina, tetraciclinas e
estreptomicina e estima-se que 50% de todos os antibidticos existentes sdo utilizados na
medicina veterinaria (TEUBER, 2001; MARSHALL e LEVY, 2011).

A utilizacdo de antimicrobianos na producéo animal é feita, sobretudo,
com dois objetivos: (1) como promotores de crescimento para melhorar a produgéo de
alimentos (frangos de corte, bovinos de corte e suinos); (2) tratamento, prevencédo e
controle de doencas bacterianas (BARTON, 2000; MARSHALL e LEVY, 2011).

A utilizagdo como promotores de crescimento remete a década de 1950,
quando se descobriu que antimicrobianos fornecidos na alimentacdo dos animas de

producdo em doses subterapéuticas aumentavam a conversao alimentar — penicilina
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procaina e tetraciclina (STOCKSTAD AND JUKES, 1950). Entdo, durante muitos anos
essa préatica foi fomentada e defendida pelo prisma do aumento da producgdo de alimentos
de origem animal. Porém, em determinado momento percebeu-se que isso poderia trazer
consequéncias negativas a salde publica, principalmente, como o0 aumento do
aparecimento de bactérias multirresistentes a antimicrobianos (GORBACH, 2001,
LEVY, 2002; MILES et al., 2006).

A resisténcia a medicamentos segue a droga como uma sombra fiel,
disse Paul Ehrlich, bacteriologista alemdo (EBRAHIM, 2010). Refere-se aos
microrganismos que ndo sdo inibidos em concentragdes habitualmente alcangadas no
sangue ou tecidos pelos antimicrobianos. Pode ter origem na mutagdo espontanea e
recombinacdo de genes (bacterianos) ou na transferéncia direta de uma bactéria a outra
por contato, e as drogas atuam como agentes seletivos. A pratica de fornecer promotores
de crescimento na alimentacdo animal pode selecionar microrganismos resistentes a
antimicrobianos e a presséo seletiva exercida pelo uso intensivo de antimicrobianos estéa
dando forcas ao desenvolvimento de resisténcia (MOTA et al., 2005).

Estudos sugerem que ha relacdo entre o uso de agentes antimicrobianos
na producdo animal e a emergéncia de patdgenos humanos menos ou hada sensiveis aos
antibidticos. Assim, as infec¢des bacterianas que acometem 0s seres humanos e tem
origem nos animais de producdo (agem como reservatorio de bactérias patogénicas)
tornam-se preocupantes, pois, podem apresentar resisténcia aos antimicrobianos
utilizados no tratamento (AARESTRUP, 2005; MILES et al., 2006).

Por outro lado, a utilizagdo de antimicrobianos, principalmente, no
tratamento de infecgdes bacterianas no gado leiteiro pode gerar residuos no leite acima
do LMR das normas especificas. Quando ingeridos por seres humanos, trazem riscos a
salde.

A presenca de residuo de antimicrobianos no leite pode desencadear
reacOes de hipersensibilidade e alergia, danos nos nervos cranianos (gentamicina e
neomicina), na formacdo dssea e causar danos irreversiveis ao DNA e inducdo de
tumores. Ainda, a exposicdo continua a esses residuos pode propiciar a selecdo de
bactérias resistentes da microbiota e a transferéncia dessa resisténcia a outras bactérias
susceptiveis (FONSECA e SANTOS, 2000; SPINOSA, 2017).

Sendo assim, a utilizacdo de antimicrobianos gera perigo a salude

humana, principalmente por duas vias: criando bactérias multirresistentes que podem
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desenvolver graves infec¢bes com dificeis tratamentos e por meio da ingestdo direta de
residuos na carne e no leite — sobretudo — que podem gerar reacGes alérgicas e de
hipersensibilidade a quem consome (MILES et al., 2006; MARSHALL e LEVY, 2011).

No ano de 2017, entrou em vigor a Instru¢cdo Normativa nimero 41 do
MAPA que visa controlar a resisténcia aos antimicrobianos e entre as atividades previstas
esta a vigilancia e o monitoramento do uso dos antimicrobianos no setor pecuario, além
da promocao do seu uso racional com vistas ao conceito de Satde Unica, que estabelece
a interdependéncia entre a saude humana, animal e ambiental, por meio de atividades de

educacdo, vigilancia e defesa agropecuaria (MAPA, 2017).

3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo geral desse trabalho foi investigar a presenca de residuo de
gentamicina nos quartos mamarios tratados e adjacentes ndo tratados em vacas com

mastite subclinica.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Realizar a cultura das amostras de leite de vacas com CCS acima de
200.000 células/ mL/ leite para identificar a bactéria presente no processo inflamatorio e
teste de sensibilidade das bactérias isoladas ao antimicrobiano utilizado no tratamento
deste experimento;

Realizar o tratamento dos animais com gentamicina e verificar a
influéncia sobre a mastite subclinica bovina durante a lactacdo, contagem de células
somaticas, teor de gordura, teor de proteina total e teor de lactose;

Investigar a presenga de residuo de gentamicina nos quartos mamarios
tratados e adjacentes ndo tratados por meio de teste qualitativo de inibicdo

microbioldgica.
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4. AVALIACAO DE RESIDUO DE SULFATO DE GENTAMICINA NO LEITE
DE VACAS COM MASTITE SUBCLINICA TRATADAS POR VIA
INTRAMAMARIA

4.1 MATERIAL E METODOS

4.1.1 APROVACAO PELA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS DA
UNIVERSIDADE ESTADUAL DO NORTE DO PARANA — CEUA/UENP

Todos os procedimentos realizados neste estudo envolvendo animais
estavam de acordo com os padrdes éticos da CEUA/UENP, conforme documento
declaragdo n° 03/2017, registrado no SECAPEE n°3653, em anexo.

4.1.2 CARACTERISTICAS DA PROPRIEDADE

Estd localizada no municipio de Joaquim Tavora/PR e era uma
propriedade particular de producéo leiteira. Possuia média de producdo diaria de 2.760
litros e 120 vacas em lactacdo. Os animais eram alojados em terreno sombreado entre as
ordenhas e eram alimentados em pista coberta no sistema de canzil. Importante mencionar
que ndo possuia sistema de alojamento e resfriamento adequado e as vacas ficavam em
contato direto com ambiente contaminado entre as ordenhas e, portanto, eram susceptiveis
a adquirir infecgbes intramamarias.

Nesta propriedade, as vacas eram alimentadas com silagem de milho,
racao comercial com 20% de proteina bruta e alta energia, farelo de soja, feno de aveia e
sal mineral em racdo fornecida duas vezes ao dia ap6s as ordenhas.

O rebanho estudado consiste de vacas da raga Holandesa Preta e Branca.
Esses animais eram ordenhados duas vezes ao dia (05h:00 e 16h:00) em sistema mecanico
em circuito fechado, com extracdo automatica dos conjuntos de ordenha. Antes de serem
ordenhados, realizava-se o teste da caneca do fundo preto para deteccdo de mastite clinica

e desinfetava-se os tetos com solucdo de iodo a 2.500 ppm, posteriormente secos com
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papel toalha descartavel. Ao término da ordenha, desinfetavam-se os tetos com solugéo
de iodo a 10.000 ppm e os animais eram dirigidos a pista de alimentacdo. Aqueles que
apresentavam mastite clinica eram ordenhados separadamente e o leite total era
descartado até o término do tratamento. O leite dos animais com mastite clinica era
colhido e submetido a isolamento bacteriano e antibiograma antes do inicio do tratamento.
Mensalmente colhiam-se amostras de todas as vacas em lactacdo para avaliagdo da
contagem de células somaticas, teor de gordura, proteina, lactose, solidos totais e ureia,
controle leiteiro realizado pela Associacdo de Criadores de Bovinos da Raca Holandesa
(APCBRH). A ordenha se iniciava pelas vacas primiparas, em seguida pelas multiparas

e, por fim, as que apresentavam mastite.

4.1.3 ANIMAIS SELECIONADOS

Dez vacas em lactacdo, multiparas, com contagem de células somaticas
acima de 200.000 células/ml/Ieite e cinco abaixo de 200.000 células/ml/Ieite sem historico
de tratamento com antimicrobianos nos Gltimos 40 dias antes do inicio do tratamento
foram selecionadas. Em seguida, as vacas foram submetidas ao California Mastitis Test
(CMT), conduzido conforme Daniel et al. (1996), atribuindo escores de 0 (negativo), 1, 2
e 3.

As vacas foram divididas em trés grupos: no grupo 01 (n=5) as vacas
apresentavam contagem de células somaticas abaixo de 200.000 células/ mL/ leite e o
resultado para o CMT foi de escore 0 para todos os quartos mamarios, média de dias em
lactacdo (DEL) de 154,80 dias, média de producao diaria de 30,87 litros de leite e média
de 2,9 lactac@es; no grupo 02 (n=5) as vacas apresentavam contagem de células somaticas
com valor intermediario (entre 200.000 e 500.000 células/ ml/ leite) e apenas um quarto
mamario com escore 1 no CMT, média de DEL de 180,86 dias, média de producao diaria
de 28,78 litros de leite e média de 4,7 lactagGes; no grupo 03 (n=5) as vacas apresentavam
contagem de células somaéticas elevada (acima de 900.000 células/ ml/ leite) e ao menos
um guarto mamario com escore 2 ou 3 no CMT, média de DEL de 217,00 dias, producgéo
diaria de 27,61 litros de leite e média de 5,6 lactagdes.

No grupo 01, todas as vacas receberam o tratamento no quarto mamario

anterior direito, para facilitar o manejo durante o experimento. Nos grupos 2 e 3, o quarto
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mamario positivo no CMT foi selecionado para o tratamento.

4.1.4 TRATAMENTO

O tratamento foi realizado nos dias 11/12/2016 e 12/12/2016 e consistiu
em infusdo intramamaria de sulfato de gentamicina (150 mg em 50 mg de cloridrato de
bromexina e 10 mL de excipiente g.s.p.) uma vez ao dia ap6s a segunda ordenha do dia
durante dois dias. O tratamento recomendado pelo fabricante era de trés dias
consecutivos, porém, por ser uma propriedade comercial foi decidido reduzir em um dia
o tratamento para diminuir o impacto gerado no manejo de ordenha. O antimicrobiano foi
administrado em apenas um quarto mamario de cada animal dos trés grupos, apés a
desinfeccdo do teto com alcool 70%. O sulfato de gentamicina foi selecionado por ser
amplamente utilizado no Brasil no tratamento de casos de mastite, por ser um produto de
baixo custo em relacdo aos outros antimicrobianos intramamarios e por apresentar baixa
resisténcia bacteriana (OLIVEIRA et al., 2012). O periodo de caréncia recomendado pelo

fabricante € de 96 horas ap0s a ultima infusao.

4.1.5 COLHEITA DAS AMOSTRAS DE LEITE

As amostras foram colhidas entre os dias 11/12/2016 e 18/12/2016. Para
a pesquisa por residuo de gentamicina, as amostras foram colhidas separadamente do
quarto mamario tratado e do pool dos quartos adjacentes nao tratados de cada animal em
frasco plastico com capacidade de 250 ml com tampa em sistema “abre-fecha” lacradas.
Foram colhidas amostras em seis tempos diferentes de cada animal: 0, 12,36, 48, 72, 120
e 144 horas ap0ds a primeira infusdo de gentamicina de todos os animais. Amostras foram
colhidas antes do inicio do tratamento com gentamicina para confirmar a auséncia de
residuo de antimicrobianos no leite, consideradas como tempo 0.

Foram selecionadas para analise as amostras nos tempos 0, 36, 72, 120
e 144 dos quartos mamarios tratados e nos tempos 0, 12, 36, 72 e 120 dos quartos
mamarios ndo tratados.

Para analises microbioldgicas (isolamento bacteriano e antibiograma
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para gentamicina), foram colhidas no tempo 0 dos quartos mamarios positivos no CMT
dos animais dos grupos 02 e 03. N&o houve tentativa de isolamento bacteriano do leite
dos animais do grupo 01. As amostras foram colhidas apos a desinfec¢do dos tetos com
alcool 70% - aproximadamente 3 ml - e armazenadas em frascos estéreis com tampa tipo
“rosca”.

Todas as amostras foram imediatamente congeladas em temperatura de
-18°C antes das analises laboratoriais. As analises microbiolégicas foram realizadas
conforme Martins et al. (2016).

Para a andlise de contagem de células somaticas, teores de gordura,
proteina, lactose e solidos totais, as amostras foram colhidas separadamente do quarto
mamario tratado e do pool dos quartos adjacentes ndo tratados de cada animal no tempo
0 e 15 dias ap6s a Gltima infusdo. As amostras foram colhidas em frascos com capacidade
de 70 ml, tampa com sistema “abre-fecha” e conservante bronopol. Entdo, foram enviadas
24 horas ap0s as colheitas para a Associagdo Paranaense de Criadores de Bovinos da Raca

Holandesa, onde foram realizadas as analises laboratoriais.

4.1.6 ANALISE DE RESIDUO DE GENTAMICINA

A presenca residuo de gentamicina nas amostras foi verificada
utilizando-se teste inibicdo microbioldgica comercial (Delvotest® SP NT, DSM Foods
Specialties B.V. Delft, The Netherlands).

Seguiram-se as instrucdes do fabricante para a realizagdo dos testes:
foram utilizadas ampolas plasticas préprias produzidas pelo fabricante contendo em seu
interior meio de cultura solido semeado com esporos de Bacillus stearothermophillus var.
calidolactis e pastilhas nutrientes de glucose, pipetas plasticas dosadoras descartaveis
reguladas para 0,1 mL e uma incubadora (DSM Foods Specialties B.V. Delft, The
Netherlands). Os testes seguiram a sequéncia: pequena abertura da tampa de aluminio da
ampola (uma amostra por vez), adi¢do de 0,1 mL da amostra de leite a ser testada por
meio da pipeta descartavel e, por fim, colocadas na incubadora a 64 °C por trés horas e
quinze minutos. Apds esse tempo, foram realizadas as interpretagcdes. A capacidade de
deteccdo mais baixa em que a gentamicina pode ser detectada 95% do tempo pelo teste
utilizado é de 50 g/ kg (DSM Food Specialties, 2012).



33

Os resultados das cores obtidas nos testes foram interpretados de acordo
com Martins (2013): perfil 1, AAA (100%), negativo; perfil 2, AAR (75% amarelo e 25%
roxo), negativo; perfil 3, AR (50% amarelo e 50% roxo), concentracdo proxima ao limite
de deteccéo do teste; perfil 4, ARR (25% amarelo e 75% roxo), positivo; perfil 5, RRR

(100% roxo), positivo.

Negativo Limite Positive
. 8 B 1
1-AAA 2-AAR 3-AR 4-ARR 5-RRR

Figura 1. Interpretacéo dos resultados do Delvotest® SP NT. Fonte: Martins (2013).

4.1.7 ANALISES ESTATISTICAS

Foi realizado teste T para amostras pareadas para as Vvariaveis:
contagem de células somaticas (CCS), teor de gordura, proteina, lactose e sélidos totais.
A significancia estatistica foi definida em P < 0,05. Os valores da CCS foram
transformados na base logaritimica-10, para poder trabalhar com dados de distribuicdo
normais (RYSANEK et al., 2007; ZAFALON et al., 2008; PAIXAO et al., 2017). Desta
forma, segue a seguinte formula:

LogN = x, onde 10* = N, em que N é igual a contagem de células somaticas.

A Tabela abaixo, 4.1, representa os valores de CCS em células/ mL/

leite transformados em logzo.

Tabela 4.1 Valores absolutos (células/ ml/ leite) das médias de CCS e seus respectivos
valores em logio do leite dos quartos mamarios tratados e ndo tratados antes e depois do
tratamento com gentamicina.

Grupo  Quarto Mamério Valor absoluto (células/ ml/ leite) Logio
CCS T0! CCS 10!

01 Tratado 48.400,00 4,68
Né&o tratados 103.600,00 5,02

02 Tratado 398.000,00 5,60
Né&o tratados 241.200,00 5,38

03 Tratado 4.420.200,00 6,65
N&o tratados 2.482.000,00 6,39

!Média antes do tratamento
2Média 15 dias apds o tratamento
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Né&o foram realizadas analises microbioldgicas dos animais do grupo
01, pois apresentaram resultado negativo no CMT e possuiam CCS abaixo de 5,3 logso.
O resultado das analises microbioldgicas dos grupos 02 e 03 encontram-se na Tabela 5.1.

Tabela 5.1 Resultados do isolamento bacteriano e antibiograma para gentamicina dos
animais dos grupos 02 e 03.

Grupo Total Resisténcia a
02 (Frequéncia) 03 (Frequéncia) gentamicina
Amostras de GM 5 (100%) 5 (100%) 10
Bactérias Isoladas 4 (80%) 5 (100%) 09
Bacillus sp. 1 (10%) 0 (0%) 1 (10%) Sensivel
Staphylococcus sp. 1 (10%) 0 (0%) 1 (10%) Sensivel
Staphylococcus aureus 1 (10%) 0 (0%) 1 (10%) Sensivel
Corynebacterium sp. 1 (10%) 3 (60%) 4 (40%) Resistente
Streptococcus sp. 0 (0%) 1 (10%) 1 (10%) Intermediaria
Streptococcus 1 (10%) 0 (0%) 1 (10%) Intermediaria
dysgalactiae
Nao Houve Crescimento 0 1 (10%) 1 (10%)

GM - glandula mamaria

Do total, em uma amostra ndo houve crescimento bacteriano. E
sabido que 15 a 40% das amostras de leite de casos de mastite podem dar resultados
negativos no cultivo bacteriano, mesmo com métodos de coleta e isolamentos corretos
(OLDE REIKERINK et al., 2008). Portanto, em 90% das amostras foi diagnosticada a
mastite subclinica pela CCS acima de 200.000 células/ ml/ leite e presenca de bactéria na
amostra de leite colhida.

Dentre as bactérias isoladas, Corynebaterium sp. apareceu com
frequéncia de 60% no grupo 03 e 10% no grupo 02 e apresentou-se resistente a
gentamicina. Esse género bacteriano é considerado agente causador comum da mastite
subclinica e foi isolado com frequéncia entre 7,2% e 29,57% em estudos ao longo dos
anos (WILSON et al., 1997; BARKEMA et al., 1997; SOUTO et al., 2008 SCHUKKEN
et al., 2009). Portanto, pode ser considerada um importante agente causador da mastite
subclinica, pois além de ser isolada frequentemente em trabalhos publicados, causa
significativo aumento da CCS e diminuicao dos teores de gordura, lactose e proteina total
do leite (VITORIA et al., 2005).

As demais bactérias isoladas foram: Bacillus sp. com 10% de

frequéncia no grupo 01, Staphylococcus sp., 10% no grupo 01, Staphylococcus aureus,
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10% no grupo 01, Streptococcus sp., 10% no grupo 02 e Streptococcus dysgalactiae, 10%
no grupo 01. Essas bactérias s&o consideradas agentes causadores da mastite subclinica e
foram isoladas em amostras de leite de vacas com mastite subclinica em trabalhos ja
publicados (MOTA et al., 2005; CUNHA et al., 2006; AIRES, 2010; OLIVEIRA e
RUEGG, 2014).

Staphylococcus aureus é considerado importante agente causador
etioldgico da mastite subclinica no Brasil e é responsavel pela queda na producao e dos
teores componentes do leite — proteina, gordura e lactose. Vacas tratadas contra mastite
subclinica isoladas com essa bactéria ndo apresentaram queda significativa na CCS
(ZAFALON et al., 2007; WANG, et al., 2007; ACOSTA et al., 2016; SANTOS et al.,
2017).

Bacillus sp., Streptococcus sp. e Streptoccus dysgalactiae também
apresentam-se como comuns agentes causadores de mastite subclinica. Da mesma
maneira, provocam aumento da CCS e diminui¢do dos componentes sélidos do leite
(gordura, proteina total e lactose) (OLIVEIRA et al., 2010; OLIVEIRA et al., 2011).

Quanto a resisténcia bacteriana a gentamicina, Corynebacterium
sp. foi 100% resistente, Bacillus sp., Staphylococcus sp. e Staphylococcus aureus 100%
sensiveis e Streptococcus sp. e Stresptococcus dysgalactiae apresentaram sensibilidade
intermediéria.

O isolamento bacteriano de amostras de leite de vacas suspeitas
de mastite subclinica mostrou-se importante, pois foi possivel identificar seis espécies
diferentes de bactérias com diferentes graus de sensibilidade a gentamicina.

Foi encontrada resisténcia bacteriana de 100% e intermediéaria a
gentamicina neste trabalho e isso revela a necessidade da realizacdo do isolamento
bacteriano seguido de teste de sensibilidade, destarte, o tratamento correto pode ser
implantado e isso elimina a possibilidade de utilizacdo inadequada de antimicrobianos,
gue muito provavelmente ndo promovera a cura da doenca.

Neste trabalho, o antimicrobiano utilizado néo foi eficaz contra
Corynebacterium sp., ao contrério, foi eficaz contra Bacillus sp. e Staphylococcus aureus
no teste de sensibilidade. Dessa maneira, 0 tratamento contra Corynebacterium sp.
demandou a utilizagdo de outro principio ativo que ndo a gentamicina.

Os resultados referentes a contagem de células somaticas do leite

dos quartos mamarios tratados e do leite do pool dos quartos ndo tratados com
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gentamicina encontram-se na tabela 5.2.

Tabela 5.2 Média e coeficiente de variacdo da contagem de células somaticas (log10CCS)
no leite dos quartos mamarios tratados e do pool dos ndo tratados com gentamicina.

CCS dos quartos mamarios tratados CCS dos quartos mamarios ndo tratados
Grupo Tempo m3 (AN p5 m? cv.t P5

01 TO! 4,68 28 0,16 5,02 42 0,31
T152 5,05 50 4,80 24

02 TO! 5,60 9 0,64 5,38 13 0,14
T152 5,85 9 571 13

03 TO! 6,65 13 0,41 6,39 51 0,62
T152 6,58 50 6,26 76

Tempo 0, antes do tratamento
2Quinze dias apds o tratamento
3Média
“Coeficiente de variagéo (%)
Valor-P (P < 0,05)
A anélise estatistica ndo mostrou diferenca significativa entre as médias

antes e apos o tratamento para CCS no leite dos quartos mamarios tratados e no pool dos
quartos ndo tratados nos grupos 01, 02 e 03 (P < 0,05).

A média da CCS encontrou-se em conformidade com a Instrucdo
Normativa n°® 62 (IN 62) do MAPA no grupo 01 antes e depois do tratamento e no grupo
02 antes do tratamento no leite dos quartos mamarios tratados e do pool dos quartos ndo
tratados. Apds o tratamento no grupo 02 e antes e depois do tratamento no grupo 03, no
leite dos quartos mamarios tratados e do pool dos quartos néo tratados, a média da CCS
foi acima da estabelecida pela IN 62, ou seja, em ndo conformidade.

Os grupos ndo apresentaram reducdo significativa da CCS ap6s o
tratamento no leite dos quartos mamarios tratados e do pool dos quartos ndo tratados.
Além disso, 0s quartos mamarios tratados apresentaram aumento da CCS apds o
tratamento nos grupo 01 e 02. O fato das vacas do experimento serem altamente
susceptiveis a novas infecgBes intramamarias devido ao alojamento inadequado — contato
direto com ambiente altamente contaminado entre as ordenhas — pode ter sido fator
determinante para esse resultado, aléem da ineficiéncia do antimicrobiano sobre algumas
das bacterias isoladas.

Sabe-se que a CCS ¢ altamente influenciada pelo ambiente (RUEGG,
2017). Entdo, mesmo que o antimicrobiano tivesse causado melhora imediata na sadude
da glandula mamaria dos animais desse experimento (em alguns casos), é possivel que
tenha havido nova contaminacédo (agente ambiental ou contagioso) e posterior quadro de
inflamacédo da glandula mamaria e resultado no aumento da CCS ap0s o tratamento.

Na Tabela 5.3 encontram-se as médias e coeficiente de variacdo dos

teores de gordura, proteina total e lactose no tempo 0 e quinze dias ap06s o tratamento, no
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leite dos quartos mamarios tratados com gentamicina.

Tabela 5.3 Média e coeficiente de variacdo do teor de gordura (g/ 100g), teor de proteina
total (g/ 100g) e teor de lactose (g/ 100g) dos grupos 01, 02 e 03 no TO e quinze dias apos,
T+15, no leite dos quartos mamarios tratados com gentamicina.

Gordura Proteina Lactose
Grupo Tempo m3 cvA ps m3 cvA ps m3 cv.t p5

01 To! 3,47 8 0,21 3,41 5 0,93 4,59 7 0,74
T152 2,18 13 3,43 21 4,61 2

02 To! 2,32 7 0,19 3,29 15 0,30 4,63 5 0,18
T152 1,95 7 3,05 42 3,97 11

03 To! 3,12 7 0,99 3,19 37 0,46 4.06 19 0,46
T152 3,11 8 3,29 30 4,62 39

Tempo 0, antes do tratamento
2Quinze dias apds o tratamento
3Média

4Coeficiente de variagéo (%)
SValor-P (P < 0,05)

A analise estatistica ndo mostrou diferenca significativa entre as médias
antes e apds o tratamento para os teores de gordura, proteina total e lactose no leite dos
quartos mamarios tratados 01, 02 e 03 (P < 0,05).

Na Tabela 5.4 encontram-se as médias e coeficiente de variacdo dos
teores de gordura, proteina total e lactose no tempo 0 e quinze dias apds o tratamento, no
leite oriundo do pool dos quartos mamarios ndo tratados com gentamicina.

Tabela 5.4 Média e coeficiente de variacdo do teor de gordura (g/ 100g), teor de proteina
total (g/ 100g) e teor de lactose (g/ 100g) dos grupos 01, 02 e 03 no TO e quinze dias apds,
T+15, no leite do pool dos quartos mamarios ndo tratados com gentamicina.

Gordura Proteina Lactose
Grupo Tempo m3 cvA PS5 m3 cvt PS5 m3 cv.t p5

01 To! 3,05 17 0,33 3,42 8 0,71 4,57 8 0,63
T152 2,19 6 3,26 19 4,61 2

02 ToO! 2,48 8 0,28 3,24 21 0,92 4,68 1 0,14
T152 2,05 9 3,25 54 4,44 14

03 To! 3,02 7 0,45 3,40 11 0,50 4,07 26 0,82
T152 2,62 10 3,32 17 4,14 56

Tempo 0, antes do tratamento
2Quinze dias apds o tratamento
3Média

“Coeficiente de variacio (%)
Valor-P (P < 0,05)

A analise estatistica ndo mostrou diferenca significativa entre as médias
antes e ap0s o tratamento para os teores de gordura, proteina total e lactose no leite do
pool dos quartos mamarios nao tratados 01, 02 e 03 (P < 0,05).

O teor de proteina total manteve-se acima do limite minimo
estabelecido pela IN 62 nos trés grupos, no leite dos quartos mamarios tratados e no do

pool dos ndo tratados antes e depois do tratamento. O teor de lactose dos trés grupos,
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antes e depois do tratamento, no leite dos quartos mamarios tratados e do pool dos quartos
n&o tratados apresentou-se abaixo do estabelecido pela literatura como normal (entre 4,74
e 4,90 g/ 100g) (GONCALVES, 2012).

Apesar de ndo haver tido diferenca estatistica significativa nos
resultados dos teores de gordura, proteina total e lactose apds o tratamento no leite dos
quartos mamarios tratados e do pool dos ndo tratados, o teor de gordura apresentou queda
notdria apds o tratamento nos trés grupos estudados tanto nos quartos mamarios tratados
quanto ndo tratados.

Sabe-se que o teor de gordura é o componente do leite que apresenta
maior variacio durante a lactacdo. E influenciado principalmente pelo Escore de
Condicdo Corporal e pela dieta fornecida (BLOWEY e EDMONDOSON, 2010;
FORSBACK, 2010). Além disso, eleva¢do na CCS em virtude de processo inflamatdrio
gera diminuicéo do teor de gordura.

Os resultados do leite dos quartos mamarios tratados referentes ao
Delvotest® seguem na tabela 5.5 e s3o apresentados em frequéncia relativa.

Tabela 5.5 Resultados dos quartos mamarios tratados apresentados pelo Delvotest® antes

e apds o tratamento com gentamicina em frequéncia relativa (%).
Tempo em horas apds a primeira infuséo

Grupo 0 36 72 120 144
Neg. Lim.? Pos.? Neg. Lim.2 Pos.? Neg.! Lim.?2 Pos.? Neg.! Lim.?2 Pos.® Neg.! Lim.? Pos.®
01 100% 0% 0% 0% 0% 100% 40% 20% 40% 40% 20% 40% 60% 0% 40%
02 100% 0% 0% 0% 0% 100% 40% 0% 60% 40% 0% 60% 20% 0% 80%
03 100% 0% 0% 0% 20% 80% 0% 0% 100% 0% 20% 80% 0% 20% 80%
!Negativo

2Proximo ao limite de deteccédo
3Positivo (> 50 pg/ L)

Originalmente, o meio de cultura das ampolas do kit Delvotest® sdo de
cor roxa. Em caso de positividade no teste, ou seja, presenca de antimicrobiano no leite
igual ou acima do limite minimo de deteccdo, a cor permanece a mesma. Quando o teste
é negativo, presenca de antimicrobiano no leite abaixo do limite minimo de detec¢éo, a
cor altera-se para amarela.

A fabricante do Delvotest® considera quatro tons diferentes de cores nos
resultados apresentados: cor amarela e cor intermediaria entre amarela e roxa como
negativos. Cor roxa fraca e cor roxa forte como positivos.

Diferentemente da bula do Delvotest®, Martins (2013) considerou cinco
resultados possiveis, classificando em relagdo a proporcéo da presenca das cores amarela

e purpurea. Quando 100 e 75% amarelo, considerou negativo (abaixo do limite minimo
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de deteccdo). Quando 50% amarelo e 50% roxa, considerou o resultado como: proximo
ao limite de deteccdo (ou seja, que as amostras continham residuos em uma concentragao
préxima ao limite de deteccdo do teste). Quando 75 e 100% roxas, positivo (igual ou
acima do limite minimo de deteccdo). Neste trabalho, foi utilizado como padrdo de
resultado os apresentados por Martins (2013).

O fabricante do teste considera como limite minimo de detecgdo para a
gentamicina no Delvotest® SP NT a concentracio de 50 pg/ L e Martins (2013)
considerou como limite de deteccdo para 0 mesmo teste a concentracao de 200 pg/ L, que
¢ a concentracdo maxima de residuo gentamicina determinada pelo CODEX
ALIMENTARIUS, 2017), assim para as amostras com perfil 3 (préximo ao limite de
deteccdo) no Delvotest® neste estudo, serdo consideradas aptas ao consumo humano por
estarem abaixo do LMR de 200 pg/ L.

A realizacdo de teste quantitativo torna-se necessario, pois a
determinacdo real da concentracdo de residuo de gentamicina no leite, possibilitara a
determinaco do limite minimo de detec¢io do Delvotest® SP NT para as amostras de
leite com residuo de gentamicina e positivas no teste (perfis 4 e 5)bem como nas amostras
com perfil 3.

O grupo 01 apresentou 100% de amostras negativas no tempo 0 e 100%
positivas no tempo 36. Esse resultado é esperado, ja que no tempo 0 0s animais ndo
haviam recebido o tratamento e no tempo 36 haviam passado 12 horas da ultima infuséo.
No tempo 72 e 120 — ultimo dia do periodo de caréncia, 40% das amostras foram
positivas, 20% proximas ao limite de deteccdo e 40% negativas. Esse resultado demonstra
que ha diminuicdo da presenca de residuo do antimicrobiano no leite pela diminuicéo da
frequéncia de amostras positivas. Estd em acordo com Martins (2013), que avaliou a
presenca de residuo de gentamicina no leite de vacas ap6s o tratamento e periodo de
caréncia contra mastite clinica e subclinica e relatou decréscimo na frequéncia de
amostras positivas durante o periodo de coleta do experimento.

Apbs o término do periodo de caréncia, 40% das amostras foram
positivas no Delvotest®, assim devem ser analisadas em teste quantitativo de alta
sensibilidade para que se possa determinar se ultrapassam ou nédo o limite maximo de
residuo de 200 g/l estabelecido.

O grupo 02 apresentou 100% das amostras negativas no tempo 0 e

100% positivas no tempo 36. Resultado esperado e igual ao do grupo 01 (a mesma
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justificativa se aplica). Nos tempos 72 e 120 — ultimo dia do periodo de caréncia, 60%
das amostras foram positivas e 40% negativas. Como descrito acima, também segue
diminuicdo da frequéncia e diminuicdo da presenca de residuo do antimicrobiano com o
aumento do tempo ap0s o tratamento. Nota-se que o grupo 02 apresentou mais amostras
positivas que o grupo 01 no tempo 72 e 120.

Raia 2007, relatou que vacas com maior grau de inflamacéo da glandula
mamaria excretam residuos de antimicrobianos por mais tempo que vacas com glandula
mamaria sadia, o que justifica a maior frequéncia de amostras positivas no grupo 02
quando comparadas ao grupo 01. No tempo 144, ou seja, 24 horas ap6s o término do
periodo de caréncia segundo o fabricante do antimicrobiano utilizado, a frequéncia de
amostras positivas aumentou de 60% para 80% e negativas diminuiu de 40% para 20%.
Podem ocorrer oscilacGes da presenca de residuos de gentamicina a medida em que se
avanca no tempo apos a Ultima infusdo intramamaria.

O grupo 03 apresentou 100% das amostras negativas no tempo O,
resultado esse esperado, pois nesse momento 0s animais ainda ndo haviam sido tratados
com a gentamicina. No tempo 36, 80% das amostras foram positivas e 20% prdximas ao
limite de detec¢do. Segundo o fabricante, amostras que apresentem resultado proximo ao
limite de deteccdo sdo consideradas negativas, por sua vez, Martins (2013) considera que
essas amostras possuem residuo do antimicrobiano préoximo a 50ug/l, ainda sim
negativas, pois continuam abaixo do limite maximo de residuo estabelecido pelo Codex
Alimentarius.

E possivel que ocorra oscilagdo no resultado das amostras analisadas
pelo Delvotest® apos o término do tratamento com gentamicina intramamaria no leite de
vacas com mastite clinica e subclinica (MARTINS et al., 2016). Ou seja, em um periodo
de 120 horas uma mesma amostra pode apresentar resultados positivos ou negativos em
tempos diferentes.

Animais com mastite clinica e subclinica tendem a ter eliminagdo mais
lenta e maior concentracdo do farmaco administrado no tecido glandular mamario, pois
os leucdcitos acumulam moléculas da droga e transportam o antimicrobiano até o sitio de
infeccdo. A leucocitose pode aumentar o tempo de retencdo dos medicamentos na
glandula mamaria, fazendo com que o grupo 02 apresentasse nos tempos 72 e 120 60%
de amostras positivas e no tempo 144 80% (LUCAS et al., 2009).

Considerando que animais com inflamagdo causada por infeccdo
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intramamaria tém maior absorcdo sisttémica e apresentam eliminacdo mais lenta do
antimicrobiano que animais com glandula mamaria saudavel (CAGNARDI et al., 2010;
LAINESSE et al., 2012; MARTINS, 2013), € possivel que parte do medicamento tenha
sido absorvido para a corrente sanguinea e sido distribuido para outros tecidos. Bem
como, uma explicacdo referente aos leucdcitos que acumulam e retém moléculas do
antimicrobiano pode explicar o fato de 20% das amostras apresentarem resultado proximo
ao limite de detec¢éo, quando esperava-se 100% de amostras positivas nesse periodo. Ou
seja, parte do antimicrobiano estava ligado ao sitio de infeccdo ao invés de ser eliminado
pelo leite (LUCAS et al., 2009).

Sabe-se ainda que a gentamicina, apos a infusdao intramamaéria, nao é
detectada no plasma de vacas com glandula mamaria saudavel, porém, é absorvida por
vacas com mastite e detectada no plasma (SWEENEY et al., 1996). No tempo seguinte
analisado, 72 horas ap6s a primeira infusdo, novamente 100% das amostras testaram
negativas, o que fortalece a explicacdo anterior.

A utilizacdo do teste de triagem quantitativo € importante pois, quando
as amostras sao negativas — no caso da utilizacdo da gentamicina, é possivel dizer com
certeza que estdo abaixo do limite maximo de residuo permitido por lei. Isto, pois o limite
minimo de deteccdo do teste é de 50 ug/l e todas as amostras negativas estdo abaixo desse
valor.

No caso das positivas, ndo € possivel afirmar com certeza se estdo acima
do limite maximo de residuo. Sabe-se, certamente, que a concentracao das amostras esta
acima de 50 pg/l, mas ndo € possivel afirmar se acima de 200 pg/l. Para isso, é necessario
a realizacdo de teste de deteccdo de residuo quantitativo com alta sensibilidade.

Observou-se durante o experimento que a quantidade de amostras
positivas, em geral, decresce a medida em que se distancia da Ultima infusdo
intramamaria, considerando que a propriedade em que o experimento foi realizado faz
duas ordenhas diarias. Ao término do periodo de caréncia preconizado pelo fabricante do
antimicrobiano intramamario, o grupo 03 com maior grau de CCS, apresentou maior
namero de animais positivos, seguido pelo grupo 02 e pelo grupo 01 — 80%, 60% e 40%
respectivamente. Esse resultado corrobora com o de outros pesquisadores que relatam que
animais com infecgdo intramamaria e processo inflamatorio eliminam antimicrobianos
por mais tempo e mais lentamente que animais com a glandula mamaria saudavel (RAIA,
2001, LUCAS, 2009).
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Os resultados evidenciaram que existe a possibilidade de haver
amostras acima do limite méximo de residuo além do periodo de caréncia estipulado pelo
fabricante do antimicrobiano intramamario, no grupo 02 e, principalmente, no grupo 03.
E necessario quantificar a concentracéo de residuos do antimicrobiano por meio de CLAE
(GONGALVES, 2008).

Segue na tabela 5.6 os resultados do leite dos quartos mamarios nao
tratados referentes ao Delvotest® e sdo apresentados em frequéncia relativa.

Tabela 5.6 Resultados dos quartos mamarios ndo tratados apresentados pelo Delvotest®

antes e ap6s o tratamento com gentamicina em frequéncia relativa (%).
Tempo em horas apds a primeira infuséo

eree 0 12 36 72 120

Neg.! Lim2 Pos® Neg! Lim? Pos® Neg! Lim? Pos® Neg! Lim2 Pos® Neg! Lim2 Pos?
01 100% 0% 0%  100% 0% 0%  100% 0% 0%  100% 0% 0%  100% 0% 0%
02 100% 0% 0%  100% 0% 0%  100% 0% 0%  100% 0% 0%  100% 0% 0%
03 100% 0% 0%  100% 0% 0% 40% 60% 0%  100% 0% 0%  100% 0% 0%

!Negativo
2Proximo ao limite de deteccédo
3Positivo (> 50 ug/ L)

No grupo 01 e 02, 100% das amostras foram negativas nos tempos 0,
12, 36, 72 e 120 horas ap06s a primeira infusdo. Sweeney et al. (1996) ndo detectaram
residuo de gentamicina apds infusdo intramamaria (1,1 mg.kg?) em leite quartos
mamarios ndo tratados adjacentes ao tratado em vacas experimentalmente induzidas a
mastite com Escherichia coli. O autor realizou as coletas 10, 15, 30, 45 e 60 minutos e 2,
3,4,5,6,8, 12, 24, 48, 72, 96 e 120 horas ap06s a infusdo. Vale ressaltar que no
experimento citado foi realizada apenas uma infusdo intramamaria. A concentracdo do
antimicrobiano e a natureza do veiculo afetam tanto o tempo de elimina¢do quanto a
concentracdo do residuo eliminado no leite.

No presente estudo, foram realizadas duas infusbes de 150 mg de
sulfato de gentamicina com intervalo de 24 horas, assim considerando o peso médio de
vacas holandesas de 600 kg, a dose utilizada foi de 0,25 mg.kg™, menor que a dose
relatada por Sweeney et al. (1996), validando a possibilidade de leite oriundo de tetos ndo
tratados com antibiotico, estarem aptos para consumo humano por apresentarem residuo
de antibiotico dentro dos padrdes requeridos pela legislagao.

O grupo 03, apresentou 100% das amostras negativas nos tempos 0 e
12. No tempo 36, 40% das amostras foram negativas e 60% proximas ao limite de

deteccdo. Nos demais tempos posteriores, 100% das amostras foram negativas. Esse
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resultado demonstra que existe residuo de antimicrobiano no leite dos animais do grupo
03 no tempo 36, mas inferior ao limite maximo de residuo preconizado pelo Codex
Alimentarius.

Esse grupo foi o que apresentou maior média de CCS no momento da
primeira infusdo de gentamicina, 6,51 logio ou 4.420.200.000 células/ml nos quartos
mamarios tratados. Possivelmente o grau de inflamacéo aumenta a permeabilidade celular
e consequentemente ocorre maior absor¢éo sistémica da gentamicina que se distribui pelo
tecido mamario dos quartos adjacentes ao tratado (ALLEN et al., 1990; BARBANO et
al., 1991).

Cagnardi et al. (2010) observaram maior absorgdo sistémica de
cefoperazona administrada via intramamaria em vacas com mastite subclinica infectadas
com Staphylococcus aureus do que em vacas saudaveis.

Nos grupos 01 e 02, em todos os tempos estudados, fica evidenciado
que ndo houve eliminacdo de residuo de gentamicina ou se houve, foi abaixo do limite
minimo de deteccao do teste. J& no grupo 03, 60% das amostras apresentaram resultado
préximo ao limite de deteccdo, o que indica que houve passagem do antimicrobiano para
0s quartos nao tratados. Mas, nos tempos a frente, 72 e 120 horas (término do periodo de
caréncia) apds a primeira infusdo novamente 100% das amostras foram negativas no
Delvotest®. Sendo assim, todas as amostras suspeitas (proximas ao limite de detec¢éo do
teste) e negativas estdo abaixo do LMR estabelecido pelo Codex Alimentarius.

Esse resultado possibilita pensar que, em vacas com mastite, ha maior
absorcdo sistémica de antimicrobiano administrado por via intramamaria e € possivel a
passagem para quartos adjacentes nédo tratados. Mas, ao que indica, abaixo do limite
méaximo de residuo permitido. Bem como, que em animais saudaveis ou com CCS em
niveis intermediarios ndo ha passagem, ou se ha, a concentracdo esta dentro do limite
admitido e ndo causaria danos a saude dos consumidores.

A instrucdo normativa vigente no Brasil que rege a qualidade do leite,
n°® 62 do MAPA, publicada em 29 de dezembro de 2011, diz em seus anexos | e Il, no
item 4 sobre sanidade animal, que toda vaca em lactacdo que estiver sob tratamento com
medicamento veterinario passivel de eliminacéo pelo leite deve ser retirada do sistema de
producéo pelo tempo de caréncia estipulado pelo fabricante. Ndo ha especificacdo sobre
a via de administracio. E possivel entender que a retirada do animal do sistema de

producdo seja o afastamento das demais vacas em lactacdo e que o seu leite total seja



44

descartado, ou apenas a segunda afirmacdo. Independentemente, nos dois cenérios o
produtor ter& que descartar todo o leite produzido pelo animal em tratamento.

Sabe-se que a administracdo de antimicrobianos por via intramuscular
e intravenosa acarretara em eliminacdo de residuo pelos quatro quartos mamarios do
animal, isso é ponto pacifico. Porém, no caso da administracdo por via intramamaria, foi
demonstrado que o leite dos quartos mamarios adjacentes ao tratado esté abaixo do limite
méaximo de residuo para a gentamicina. Sendo assim, o leite oriundo dos quartos
mamarios adjacentes ao tratado por via intramamaria esta apto a ser comercializado como
leite tipo A ou cru refrigerado sem comprometimento do sistema como um todo e
respeitando a ideia de salde Unica do Ministério da Agricultura, Pecuéria e
Abastecimento, por meio da instru¢do normativa n° 42.

Outro ponto importante a se olhar com essa possibilidade de
aproveitamento do leite dos quartos mamarios ndo tratados é a diminui¢do do impacto
econdmico negativo da mastite, pois o leite que seria previamente descartado podera ser

fonte de faturamento ao produtor.

6. CONCLUSOES

Diante dos resultados expostos no trabalho, que vacas com CCS acima
de 200.000 possuiam mastite subclinica bacteriana. Também, que o tratamento realizado
(realizado com duas aplicagcbes com intervalo de 24 horas) com gentamicina néo
proporcionou diferenca significativa na CCS e nos teores de gordura, proteina total e
lactose no leite tanto dos quartos mamarios tratados quanto nao tratados.

Ocorre oscilagdo na frequéncia de amostras positivas no Delvotest®
(hora positivas, hora negativas) nos quartos mamarios tratados com gentamicina em vacas
com mastite subclinica.

Existem amostras de leite positivas no Delvotest® apds o término do
periodo de caréncia em quartos mamarios tratados com sulfato de gentamicina tanto em
vacas saudaveis quanto em vacas com mastite subclinica.

Amostras positivas para gentamicina no Delvotest® ndo sdo
confirmatorias de estarem acima do LMR permitido. Amostras negativas no para

gentamicina no Delvotest® estdo abaixo no LMR permitido.
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Existe a possibilidade de vacas com mastite subclinica eliminarem
residuo de gentamicina além do prazo de caréncia estabelecido pelo fabricante do produto

comercial de infusdo intramamaria no quarto mamario tratado.
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8. ANEXO
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