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RESUMO

A mastite é considerada a doenca de maior custo e frequéncia nas
fazendas de gado leiteiro. Entre as perdas relacionadas a doenca estdo o
descarte do leite, gastos com tratamento, reducdo da producao, diminuicédo
da vida produtiva do animal, mudancas fisicas e quimicas no leite que
influenciam diretamente a cadeia agroindustrial. O objetivo deste estudo foi
investigar a eficacia da utilizacdo de um sistema de cultura microbioldgica a
campo através do leite de animais com mastite clinica em duas
propriedades no Sudoeste Goiano, orientando as decisdes estratégicas de
tratamento, visando a reducdo do custo e risco potencial de
desenvolvimento de resisténcia a antimicrobianos em patégenos
causadores da mastite. A avaliagdo dos resultados foi baseada em
comparacdes com resultados anteriores das duas propriedades, onde o
tratamento antimicrobianos ocorria em 100% de animais acometidos pela
doenca. Conclui-se a eficacia do sistema na identificacdo de patogenos
causadores de MC e redugéao da terapia antimicrobiana em 34% na Fazenda
1 e 52% na Fazenda 2, sem casos de mortalidade e prejuizos econémicos,
além de facilitar a elaboragdo protocolos de tratamento de acordo
identificagdo de agentes envolvidos e selecionar possiveis animais para
descarte.

Palavras chave: antimicrobianos, E. coli, Klebsiella spp.



ABSTRACT

Mastitis is considered the most costly and frequent disease on dairy
farms. Among the losses related to the disease are the disposal of milk,
treatment expenses, reduction in production, reduction in the productive life
of the animal, physical and chemical changes in the milk that directly
influence the agro-industrial chain. The aim of this study was to investigate
the effectiveness of using a microbiological field culture system through the
milk of animals with clinical mastitis in two farms in Southwest Goias, guiding
strategic treatment decisions, aiming to reduce the cost and potential risk of
development of antimicrobial resistance in pathogens causing mastitis. The
evaluation of the results was based on comparisons with previous results of
the two properties, where the treatment occurred in 100% of animals affected
by the disease. It is concluded that the system is effective in identifying
pathogens causing CM and reducing antimicrobial therapy by 34% on Farm
and 52% on Farm 2, without cases of mortality and economic losses, in
addition to facilitating the development of treatment protocols according to
the identification of agents involved and to select possible animals for
disposal.

Keywords: antimicrobial, E. coli, Klebsiella spp.



1 INTRODUCAO

A mastite € uma inflamacao da glandula maméria, que pode vir ou
ndo acompanhada de uma infecgéo. E considerada uma das doencas mais
prevalentes e onerosas em rebanhos leiteiros e embora a maioria dos casos
tenham envolvimento bacteriano, sua etiologia pode variar, dificultando o
controle e profilaxia da doenga, em casos graves, pode levar os animais a
Obito e aumentar o indice de descarte prematuro de animais do rebanho
(RUEGG, 2018).

As perdas econbmicas incrementam-se pelo uso de
antimicrobianos, além dos gastos com a sua utilizagédo, o0 uso intensivo pode
desenvolver surgimento de bactérias resistentes e consequente nao
responsividade dos animais aos tratamentos (ACOSTA et al., 2016;
HOSSAIN et al., 2017).

Visando a reducdo de custos e consequéncias negativas com o
tratamento de mastite, LAGO et al. (2011a) propuseram um sistema
estratégico de identificacdo a campo do agente causador, baseando-se no
uso de culturas microbioldgicas diretamente nas propriedades rurais aonde
é feita a identificacdo de fémeas doentes através dos sinais clinicos. O leite
desses animais é analisado em pequenos laboratérios equipados com
estufa (LAGO et al., 2011b), assim s0 sera realizado o tratamento nos casos
necessarios e com medicamento especifico de acordo com cada agente
etioldgico e considerando que a cura pode estar diretamente relacionada ao
sistema imunolégico do animal (LAGO et al. 2011a) .

Além da reducao do uso dos medicamentos, 0s autores observaram
gue os sintomas clinicos na maioria dos animais ndo evoluiam rapidamente.
Logo, o tempo de espera, de aproximadamente 24 horas, para que se
obtenha o resultado do exame néo acarreta perdas significativas e reduz os
custos com medicamentos (LAGO et al., 2011b).

Objetivou-se, no presente estudo, avaliar a viabilidade de um

sistema de cultura microbiolégica a campo em vacas com sinais clinicos de



mastite, para tentar reduzir o uso de antimicrobianos e, direcionar o
tratamento baseado no crescimento e na identificacdo dos patdgenos pela

cultura microbiolégica ‘on farm’.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Definicdo de mastite e seu impacto na producéo e qualidade do leite

A mastite € uma doenca de multipla etiologia, definida pela inflamacao da
glandula mamaéria, pode ser caracterizada por alteracdes patolégicas no tecido
glandular do Ubere e alteracdes fisico-quimicas no leite (ULSENHEIMER et al., 2021).

Sua importancia em termos econdmicos, seu tratamento e prevencao Sao
amplamente relatados como a razdo mais comum para 0 uso de medicamentos
antimicrobianos em fazendas leiteiras (BRADLEY et al., 2017), afeta a lucratividade
dos produtores e leva a perdas na producédo do setor de laticinios em todo o mundo
(DAS et al., 2018),tendo efeito negativo ha composicao do leite, bem como em seu
valor nutricional (KALINSKA et al., 2017).

2.2 Classificacdo da mastite e formas de contaminacéao
A mastite pode ser considerada clinica (MC) quando manifesta alteracdes
visiveis no leite acompanhadas ou ndo de sinais sistémicos ou inflamatoérios na
glandula mamaria (GASPAROTTO et al.,, 2016). A mastite subclinica (MS) ¢é
caracterizada pela auséncia de sinais clinicos, porém resulta em efeitos prejudiciais

como reducao da producéo e qualidade do leite (BUSANELO et al., 2016).

Os microrganismos causadores da mastite sdo classicamente divididos em
espécies contagiosas, quando causada por microrganismos presentes na glandula
mamaria, ocorrendo a transmissao para outros animais ou entre quartos infectados
durante a ordenha, seja a partir da médo do ordenhador, toalhas de uso multiplo ou
pelas teteiras; ou ambientais quando o perfil de transmissdo € caracterizado por
agentes considerados oportunistas, que sdo encontrados no ambiente, como no

esterco, cama, solo e 4gua (SERPA, 2020).

Mastites contagiosas sé@o associadas com reducéo da producéo e aumento na

CCS do leite de tanque. Como a transmissao de vaca para vaca é a fonte primaria de



novas infec¢des intramamarias, praticas de manejo como desinfeccédo dos tetos pos
ordenha, segregacdo de vacas, tratamento durante a lactacdo e protocolos de
secagem e descarte de vacas infectadas fazem parte de programas de prevencéo
contra mastite contagiosa (TOMAZI E SANTOS, 2012).

Por outro lado, as mastites ambientais sdo transitérias, sendo comum em
propriedades com baixa CCS do leite de tanque e ocorréncia relevante de coliformes.
A manutencao do ambiente seco e limpo e a estimulacdo da resposta imune das vacas
Sao as principais praticas de manejo adotadas em programas de prevencao deste tipo
de mastite (SANTOS E FONSECA, 2019).

2.3 Antimicrobianos e presenca de residuos

Os protocolos terapéuticos devem ser usados sob supervisao do médico
veterinério, porém os antimicrobianos utilizados em animais de producdo podem ser
adquiridos legalmente no Brasil sem prescricdo médica, facilitando ainda mais o0 uso
excessivo e imprudente em rebanhos leiteiros (TOMAZI E SANTOS, 2020).

Os antimicrobianos necessitam tempo de acao prolongado, concentracao
suficiente para eliminar os agentes e prevenir novas infeccdes e apresentar boa
difusdo do tecido na glandula mamaria. No entanto sua utilizacdo de forma néo
prudente para tratamento de doencas tanto em humanos como em animais pode ser
um fator contribuinte associado ao surgimento de resisténcia antimicrobiana. (VAN
BOECKEL ET AL., 2017). Da mesma maneira, a presenca de residuos no leite
ocasiona problemas irreversiveis como selecdo de cepas bacterianas resistentes no
ambiente e aumento gradativo das dosagens de antibiéticos utilizadas na terapia de
animais doentes possibilitando a selecdo de bactérias resistentes (SANTOS E
BARCELOS, 2018).

Devido a busca por um produto de maior qualidade e seguranca, tanto para a
industria quanto para o consumidor, foram criadas e implantadas as Instrugdes
Normativas 76 e 77 que regulamentam procedimentos para a produgéo,
acondicionamento, conservagao, transporte, selecéo e recepcao do leite cru, além de
identidade e caracteristicas que o leite deve apresentar (BRASIL, 2018a; BRASIL,
2018b).

2.4 Cultura microbiolégica realizada a campo



Considerando a complexa etiologia da doenca, dificuldade do diagndstico de
cada caso e da resisténcia microbiana, a instauracdo de um tratamento satisfatorio
fica limitado. Com o objetivo de facilitar a tomada de decisdo no tratamento da MC
surge a proposta de utilizar a terapia seletiva, sendo necessaria a utilizagdo de
técnicas de diagndsticos como a cultura microbiologica, historico de CCS individual e
historico de ocorréncia de mastite durante a lactacdo (SANTOS E BARCELOS, 2018;
SANTOS E FONSECA, 2019).

Estudos tém demonstrado que os resultados obtidos séo precisos, indicando o
agente causador da doenca, reduzindo custos, facilitando o manejo dos animais e
também diminuindo o tempo de descarte do leite, visto que o animal quando tratado,
o0 € de forma efetiva e com antibioticoterapia adequada (SANTOS E FONSECA, 2019).

LAGO etal., 2011a, afirmam que o uso de uma cultura na fazenda para orientar
o tratamento estratégico de mastite reduziu o uso de antibidticos intramamarios pela
metade. Isso ocorreu devido a diminuicdo do tempo de retengcéo ou descarte do leite
pela acdo residual dos antimicrobianos, sem que fossem observadas diferencas
significativas para a cura clinica em vacas com quadros clinicos leves e moderados

de mastite.

Atualmente existe uma grande preocupacdo da sociedade com o bem-estar
animal e com o uso em larga escala de medicamentos como antibiéticos e afins
(CARDOSO etal., 2015). Dessa forma, visando a sustentabilidade da pecuéaria leiteira,
praticas modernas que reduzam o uso indiscriminado de antibiéticos se fazem

necessarias.

Com a cultura microbiana realizada a campo, apenas 0s casos mais graves e
gue produzem uma cultura gram-positiva ou mista sédo tratados com medicamentos
antimicrobianos, resultando em muitos casos de mastite clinica sem tratamento
(LAGO et al., 2011a)

Deve haver um aumento no esfor¢co diagndstico para que o uso desnecessario
de antimicrobianos possa ser evitado (KROMKER e LEIMBACH, 2017) e, o uso
prudente deve ser exercido tendo em vista ndo s6 a reducdo dos custos, como
também beneficios potenciais relacionados a resisténcia antimicrobiana (DOERING e
SUNDRUM, 2019).



Segundo GANDA et al., 2016, a utilizacdo da placa de cultura microbiana
comparada ao tratamento sem cultivo de bactérias, resultou em uma reducdo na
utilizacdo de antibiéticos em 30 %, aumento da taxa de cura de 5,7 % em 21 dias e
aumento da taxa de sobrevida dos animais em 12,1% aos 60 dias, viabilizando sua
utilizacdo na tomada de decisdo quanto ao tratamento seletivo baseado em

antibioéticos.

Nesse contexto, estdo em evidéncia 0s programas que visam a rapida
identificacdo etioldégica dos agentes causadores de MC, facilitando o tratamento
seletivo dos casos que realmente se beneficiem com o uso de antimicrobianos. O
sistema de cultura na fazenda apresenta potencial expressivo de reducao no uso de
medicamentos, resultando em beneficios tanto para os produtores quando para os
animais (LAGO et al., 2011a, 2011b, VASQUEZ et al., 2017).



3. Material e Métodos

O estudo foi realizado com dados coletados entre 2018 e 2021 em duas
propriedades rurais na regido Sudeste do Estado de Goias. Embora a andlise tenha
utilizado dados coletados durante a ordenha e dentro da rotina diaria das fazendas,
foi solicitada a aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA), da
Universidade Federal de Jatai - UFJ, sob o n° 019/20.

As propriedades foram identificadas como Fazenda 1, localizada no Municipio
de Castelandia com vacas confinadas em sistema de tipo Free Stall (animais utilizando
cama individual com corredores e acesso a pista de trato, com clima e alimentacao
controladas), onde foram analisadas casos clinicos de 651 vacas correspondente a
3,70% dos animais ordenhados; e Fazenda 2 , no Municipio de Quirinépolis, onde
foram avaliados casos clinicos de 479 vacas, correspondente a 3,70% de animais
ordenhados, confinadas em sistema de Compost Barn (animais permanecem em
galpdo com ventilacéo e alimentacdo controladas).

Ambas as propriedades possuem animais da raga Hostein, com média de
lactagao superior a 32 kg de leite/vaca/dia em ordenha automatizada e dieta composta
por silagem de milho e pré secado de Cynodon dactylon e Panicum maximum
produzidos nas referidas propriedades. A mistura total € preparada nas fazendas, com
a utilizacao de ingredientes e insumos fornecidos por empresas registradas no MAPA.

Foram selecionados animais em lactacao que apresentaram sinais clinicos de
mastite como alteracdes de coloracéo e consisténcia e presenca de flocos, coagulos
ou grumos em teste de caneca telada. Da mesma maneira, foram amostrados animais
com inchaco, vermelhiddo e sensibilidade da glandula mamaria. A amostragem foi
realizada assepticamente por funcionario da propriedade, devidamente treinado e
capacitado para essa funcdo, com colheitas dos quartos mamarios afetados. O
procedimento foi realizado na sala de ordenha, evitando estresse dos animais, apés
a higienizacao e desinfeccdo dos tetos utilizando &lcool 70% e papel toalha. Os trés
jatos iniciais de leite foram descartados. O material amostrado, considerando quartos
mamarios individuais, foi acondicionado em frascos plasticos estéreis e encaminhado
imediatamente ao laboratério na propria propriedade para a realizacdo da semeadura.

Para a cultura microbiol6gica utilizou-se a placa cromogénica AccuMast®
(FERA, Diagnostics and Biologicals, EUA) que presenta trés secOes distintas
(triplaca), contendo em cada uma agar especifico seletivo. Cada secao identifica um

grupo de microrganismo, sendo: Sec¢do 1, apenas crescimento de bactérias gram



negativas (E. coli, Klebsiella spp., Enterobacter spp., Serratia spp.) e Pseudomonas;
secdo 2: crescimento de Streptococcus sp. (S. agalactie/dysgalactiae, S. uberis,,
Lactococcus spp.) e Enterococcus spp e secdo 3 com crescimento apenas de
Staphylococcus ( S. aureus, S. haemolyticus, S. coagulase negativa; GANDA et al.,
2016).

A inoculacéo das placas foi realizada através da imersédo de swab estéril na
amostra homogeneizada, por 2 a 5 segundos, aplicacdo em forma de zigue-zague em
cada uma das sec¢les, seguida de incubacdo aerdGbica em estufa de cultura
bacteriologica SolidSteel® com temperatura controlada a 37° C pelo periodo de 18 a
24 horas. Todo o manuseio, desde a colheita do material até a leitura e descarte das
placas, foi realizado com a utilizacdo de equipamentos de protecéo individual, como
jalecos, luvas, 6culos de protecdo e mascara.

A leitura das placas foi realizada ap0s o periodo de incubacao e a interpretacéo
realizada por meio de alteracdes da coloracdo em casos de crescimento de patégenos
no meio de cultura (Figura 1), utilizando a metodologia proposta pelo fabricante.
Conforme preconizado pelo MAPA, as placas utlizadas sdo monitoradas e
encaminhadas para a autoclave, sendo descartadas apos esse procedimento em lixo

seletivo, evitando riscos biologicos e contaminacfes através de exposicao direta.
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Figura 1: Imagem da placa de cultura Accumast® e tabela de leitura para diagndsticos
‘on farm’. Fonte:https://lojainnovatescience.com.br/products/placa-accumast

Visando facilitar o manejo dos animais enfermos e direcionar a equipe, foi
adotado nas propriedades sistema de classificacdo quanto a gravidade e evolucao
dos sintomas da MC (Tabela 1) e protocolo de direcionamento e tratamento conforme

0s agentes causadores da doencga (Tabela 2).
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Tabela 1: Classificacdo dos graus de mastite clinica e metodologia para tratamento
seletivo e manejo dos animais em casos de piora clinica.

Classificacao

Metodologia

Grau 1 - leve

Presenca de grumos no leite, leite ralo e

com coloracao alterada

- Coletar leite para a cultura em placas

- Marcar o animal com bastao amarelo

- ApoOs leitura da placa proceder

conforme identificacdo do agente

Grau 2 - moderada

Inchaco, sensibilidade ao toque, sinais

de inflamacao

- Coletar leite para a cultura em placas
- Administrar AINE - Meloxicam
- Marcar o animal com bastdao amarelo

- ApOs leitura proceder conforme

identificacdo do agente

Obs. Em caso de piora clinica apos a
amostragem para Grau 3, utilizar

protocolo D

Grau 3 - grave

Febre, apatia, visivelmente doente

- Coletar leite para a cultura em placas

- Marcar o animal com bastdo amarelo

-Tratar imediatamente utilizando o

Protocolo D
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Tabela 2: Protocolo de tratamento de MC considerando sintomas clinicos e patdgenos
identificados pela cultura microbiolégica realizada na fazenda.

Protocolo Agente Etiologico Tratamento

Aerococcus viridans

Enterococcus spp

Lactococcus spp

Staphylococcus coagulase
negativo (SCN)

Hidroiodeto de penetamato 5g!- dose

Unica - intramuscular

A
Staphylococcus haemolyticus Cloridrato de Ceftiofur 125 mg? - 3
: dias - intramamario
Streptococcus agalactie
Streptococcus bovis
Streptococcus dysgalactie
Klebsiela spp
Hidroiodeto de penetamato!- 3 dias -
Pseudomonas spp intramuscular
B
Streptococcus Cloridrato de Ceftiofur 125 mg? - 6
dias (MC) - intramamario
Enterobacter spp
o ) Meloxicam?3 2% - 3 dias -
C Escherichia coli

intramuscular

Independente do agente Cloridrato de Ceftiofur* 10 g - dose

D , . )
: Unica - intramuscular
causador - Mastite Grau 3
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Flunixin meglumine3 5% — 3 dias -

intramuscular

Fluidoterapia — Ringer com Lactato +

vitaminas - intravenoso

Drench por 3 dias - oral

Levedura spp
E Prototheca spp Notificar o Médico Veterinario

Staphylococcus aureus

1- Ester de benzilpenicilina

2_ Cefalosporina de terceira geracdo

Todos os animais foram acompanhados até o término dos sintomas,
observando sinais de outras possiveis desordens metabolicas, queda de consumo,
febre, apatia, ataxia, retencao de placenta, ou qualquer outra desordem em relacéo

ao desempenho e a saude.

Para a andlise dos dados, foi utilizado o software estatistico SPSS 20.0 (IBM®)
qgue inclui estatistica descritiva como tabulacdo e frequéncias de crossover e

comparacao de médias de duas variaveis através do teste T.
3. Resultados e discusséo

Conforme dados coletados, antes da implantacdo do sistema de cultura
microbiana, foram ordenhados 5771 animais em um periodo de 14 meses na Fazenda
1 e 3097 animais em 10 meses na Fazenda 2, observando-se sintomas de MC em
5,87% (339) e 11,1% (345), respectivamente. Todos 0s animais que apresentaram
sintomas de MC durante esse periodo foram tratados com antimicrobianos,
independente da gravidade do caso.

A mastite € uma doenca causada por um grupo diversificado de patégenos
bacterianos com distribui¢cdes diferentes entre as fazendas. Em rebanhos manejados

intensivamente muitos casos de MC séo negativos para cultura quando detectados ou
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sdo causados por patdgenos com altas taxas de cura espontanea, sendo, portanto,
desnecessario a maioria dos tratamentos com antimicrobianos o que incentiva o0s
produtores a adotarem protocolos de tratamento baseado em cultura limitando o uso
de tais medicamentos a casos que realmente se beneficiardo (RUEGG, 2018).

Apoés a implantacdo da cultura microbiana “on farm”, em um periodo de 24
meses foram ordenhados 11812 animais na fazenda 1 e 9831 animais na fazenda 2,
destes 2,64% (312) e 1,36% (134) apresentaram sintomas de MC. Os casos de MC
foram classificados conforme a gravidade da doenca (Tabela 1), sendo 57%
considerados grau 1, 18% grau 2 e 25% grau 3 — Fazenda 1 e 37% grau 1, 53% grau
2 e 10% grau 3 — Fazenda 2. Todos os animais com sintomas clinicos foram
encaminhados para amostragem e cultura e o tratamento foi recomendado de acordo
com a gravidade da doenca e/ou crescimento ou ndo de patdgenos isolados através
da cultura (Tabela 2).

Em um total de 551 amostras coletadas na Fazenda 1, foram identificados
crescimento de patdgenos em 73% das amostras, sendo 54,2% bactérias gram
positivas, 45,5% bactérias gram negativas e 0,2% algas, manteve-se uma média de
66,4% de animais com CCS inferior a 200 X 108 cel/mL de leite. Na Fazenda 2, em
334 amostras, houve crescimento de patégenos em 66%, sendo 61,7% bactérias
gram positivas, 36,9% bactérias gram negativas e 1,4% algas, com uma média de
72% de CCS abaixo de 200 X 103 cel/mL de leite. As amostras sem nenhum
crescimento bacteriano aerobio nas primeiras 24 horas de incubacdo foram
consideradas negativas, e quando mais de um patégeno foi detectado em um padrao
de crescimento bem distribuido, as amostras foram consideradas mistas.

Foram identificadas através da cultura microbiol6gica na Fazenda 1 54,4% de
bactérias gram positivas, 45,5% de gram negativas e 0,2 % de algas. Dentre as
bactérias gram positivas destacou-se a presenca de S. dysgalactie (15,4%), S. uberis
(9,5%), S. agalactie (8,5%), S. haemolyticus (7,5%), S. coagulase negativo (6,2%), S.
aureus (4,2%), Enterococcus spp. (1,2%), Lactococcus spp. (2,1%) e Aerococcus
viridans (1%). Dentre as bactérias gram negativas houve incidéncia de Klebsiella spp.
(28,4%), E.coli (13,2%), Pseudomonas spp. (2,2%) e Enterobacter spp. (1,7%); e

algas 0,2% de Prototheca spp., conforme Tabela 3.



15

Tabela 3: Percentual de patdgenos isolados através da cultura microbiolégica em um
periodo de 24 meses na Fazenda 1.

Gram Positivos %
S. dysgalactie 15,4
S. uberis 9,50
S. agalactie 8,50
S. haemolyticus 7,50
S. coagulase negativo 6,20
S. aureus 4,20
Lactococcus spp. 2,10
Enterococcus spp. 1,20
Aerococcus viridans 1,00
Gram Negativos
Klebsiella spp. 28,4
E.coli 13,2
Pseudomonas spp. 2,20
Enterobacter spp. 1,70
Algas
Prototheca spp. 0,20

Na Fazenda 2 foram identificadas 61,9% de bactérias gram positivas, 36,9% de
gram negativas e 1,4 % de algas. Dentre as bactérias gram positivas destacou-se a
presenca de S. dysgalactie (18%), S. coagulase negativo (14,9%), S. haemolyticus
(12,6%), S. agalactie (5,4%), Enterococcus spp. (3,2%), S. aureus (2,7%),
Aerococcus viridans (2,3%), S. uberis (1,4%) e Lactococcus spp. (1,4%). E dentre
as bactérias gram negativas houve incidéncia de E.coli (27%), Pseudomonas spp.
(6,3%) e Klebsiella spp. (3,6%), e, algas 1,4% de Prototheca spp., conforme Tabela
4.
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Tabela 4: Percentual de patdégenos isolados através da cultura microbiolégica em um

periodo de 24 meses na Fazenda 2.

Gram Positivos

%

S. dysgalactie 18,0
S. coagulase negativo 14,9
S. haemolyticus 12,6
S. agalactie 5,40
Enterococcus spp. 3,20
S. aureus 2,70
Aerococcus viridans 2,30
S. uberis 1,40
Lactococcus spp. 1,40
Gram Negativos
E.coli 27,0
Pseudomonas spp. 6,30
Klebsiella spp. 3,60
Algas
Prototheca spp 1,40

Houve reducao de recidivas de 11% para 5% na Fazenda 1 (Figura 2) e de 24%

para 6% na Fazenda 2 (Figura 3). Casos clinicos recorrentes reduz a producéo total

da vaca e aumenta os custos do tratamento, além de aumentar o risco de morte e

descarte prematuro de animais, que podem ser causados tanto por novas infeccées,

qguanto por infeccdes persistentes do tratamento anterior, indicando portanto a

importancia da identificacdo precoce dos agentes causadores da doenca e do

direcionamento do tratamento , além da adocdo de medidas preventivas eficazes

(WENTE et al., 2019).
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Caracteristicas das infec¢des (%) antes e ap0s a implantacédo da
cultura microbiana - Fazenda 1

100 89 95
80
60
40
20 11 5
0 - —
Novas Recidivas Novas Recidivas
infeccdes (<14 dias) infeccdes (<14 dias)
Até Maio/2019 Apé6s Junho/2019

Figura 2: Incidéncia (%) de novas infecc¢des e recidivas (<14 dias) de abril de 2018 a
maio de 2021 — Fazenda 1

Caracteristica das infecgfes (%) antes e ap0s a implantacdo da
cultura microbiana - Fazenda 2
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24
p L i
0 |
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infeccdes (<14 dias) infeccdes (<14 dias)
Até Maio/2019 Apés Junho/2019

Figura 3: Incidéncia (%) de novas infecc¢des e recidivas (<14 dias) de julho de 2018 a
maio de 2021 — Fazenda 2
As taxas de infeccdo podem elevar e estar correlacionadas ao ambiente,
principalmente em sistemas do tipo Free Stall, onde as vacas permanecem deitadas
um periodo maior, cerca de 12 a 14 h por dia e seu tetos permanecem em contato
direto com a cama ou outros materiais.( ZDANOWICZ et al., 2004).

As camas de origem organica (como a serragem e a maravalha) usadas no
sistema Compost Barn permitem maior velocidade de multiplicacdo de
microrganismos do que as camas inorganicas (areia), pois ha a disponibilidade de
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substratos para as bactérias presentes no material organico (ECKELKAMP et al.,
2016).

O uso de protocolos de tratamento seletivo baseado em cultura pode reduzir o
uso de antimicrobianos para os casos de cultura gram negativas ou quando nao ocorre
crescimento de agentes na cultura microbiolégica (LAGO et al., 2011a, VASQUEZ et
al., 2017, FUENZALIDA e RUEGG, 2019.

Os tratamentos foram prescritos apos a identificacdo do agente envolvido
baseado no protocolo desenvolvido (Tabela 2), considerando o historico dos animais
e das propriedades em estudo. Infec¢des por E. coli ou Enterobacter spp., Grau 1 ndo
foram tratadas com antimicrobianos, considerando que sdo patégenos menos
adaptados a sobrevivéncia no Ubere e desencadeiam resposta imune satisfatoria
ocorrendo a cura espontanea (Ribeiro, 2008) e em casos e piora clinica para Grau 2
receberam suporte terapéutico com AINE por 3 dias. O uso de meloxicam ou flunixim
meglumine tem se mostrado benéfico para o alivio da dor e reducéo dos sinais clinicos
de inflamac&o com resposta satisfatoria e aumento do bem estar animal (BANTING et
al, 2008).

A mastite causada por bactérias coliformes, como E. Coli apresenta incidéncia
maior do que a causada por Klebsiella spp., porém néo requer a administracdo local
de antimicrobianos de forma imediata em casos leves, pois sdo observadas taxas de
auto cura significativa, podendo chegar a 98% independente da utilizacdo de
antibioticos por 2 ou 8 dias (FUENZALIDA e RUEGG, 2019). Sendo assim as taxas
de cura e sobrevivéncia ndo aumentam significativamente com o tratamento com
antimicrobianos, a menos que sinais sistémicos de doenca clinica sejam detectados
(KROMKER e LEIMBACH, 2017).

MC causada por Klebsiella spp. apresenta queda de producao leiteira
significativa devendo ser tratada imediatamente para evitar contaminacdo de outros
animais no rebanho e piora clinica, reduzindo prejuizos econémicos como perda de
gualidade do leite e descarte prematuro de animais (FUENZALIDA e RUEGG, 2019).
Infeccbes por Klebsiella spp., Pseudomonas spp. e Streptococcus uberis seguiram o
mesmo protocolo de tratamento, quando classificadas em Grau 1 e o tratamento

preconizado foi o hidroiodeto de penetamato 5 g intramuscular por 3 dias consecutivos
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associados ao cloridrato de ceftiofur 125 mg intramamario, por 3 dias, sendo esse

prazo estendido para 6 dias quando a infeccéo foi classificada como de Grau 2.

Bag et al. (2021), observaram , em seu trabalho que, grande parte da E. coli
isolada foi multirresistente, o que pode estar associado ao uso excessivo de
antimicrobianos utilizados no controle da mastite, indicando risco potencial de
transferéncia ao homem, animais e natureza através da contaminacao do leite e seus

derivados.

Agentes gram positivos como: Aerococcus viradans, Enterococcus spp.,
Lactococcus spp., SCN, S. haemolyticus spp., S. agalactie spp., S. bovis spp. e S.
dysgalactie spp. foram tratados com hidroiodeto de pentamato 5 g em dose Unica e

ceftiofur intramamario por 3 dias.

Patdégenos invasivos como S. aureus, Prototheca spp. e Levedura spp. sédo
avaliados individualmente e o tratamento instituido € avaliado de acordo com aspectos
inerentes a producao, reincidéncias de infec¢cdes e idade produtiva dos animais.
LANGONI et al. (2017) ressaltam que do ponto de vista do manejo dos animais,
considerando a alta contagiosidade, persisténcia no rebanho e custo-beneficio em
relacdo ao tratamento tem-se priorizado o descarte do animal como forma de controle.
DOS ANJOS et al. (2019) e ALVES et al. (2017) ressaltam a escassez de protocolos
terapéuticos eficazes em casos de infeccdo por Prototheca spp. também indicando o

descarte de animais acometidos.

Animais que apresentaram MC Grau 3 receberam tratamento logo apds a
colheita das amostras, sendo prescrito ceftiofur em dose unica, AINE (flunixim
meglumine) por 3 dias, fluidoterapia IV com soro ringer lactato e drench por 3 dias
(Banting et al, 2008).

Se a decisédo de tratamento dos casos de MC for baseada na identificacao
precoce de agentes causadores, pode-se diminuir o uso de antimicrobianos,
reduzindo, consequentemente, de forma significativa o custo de produgdo. Apos a
realizacdo da cultura ‘on farm’, houve uma reducdo nos tratamentos com

antimicrobianos em 34% na Fazenda le 52% na Fazenda 2.
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O custo médio do tratamento com antimicrobianos antes da implantacdo da
cultura microbioldgica nas duas propriedades era de US$ 105,31/animal, o protocolo
adotado consistia em administracdo de antimicrobiano intramaméario durante 3 dias
(Ampicilina sédica 75 mg associada a Cloxacilina sédica 200 mg), 100% dos animais
doentes eram tratados e o leite descartado durante o tratamento ( minimo de 3 dias)
e durante o periodo residual (72 h apdés a administracdo da ultima dose), sendo
contabilizado considerando a produgdo média dos animais da propriedade e o valor
pago ao produtor a US$ 0,42 ,tendo como base a cotacdo regional, resultando no
custo final de US$ 184,08/animal com MC.

Considerando o custo de aquisi¢cao da placa de cultura em US$ 2,68/amostra),
constatou-se uma reducgéo significativa no custo geral das propriedades gerando uma
economia mensal de US$ 1579,12 na Fazenda 1 e US$ 534,44 na Fazenda 2.

Portanto técnicas de diagnéstico e medidas de tratamentos devem ser
desenvolvidas lado a lado para que o diagndstico precoce em nivel de fazenda possa
ser feito com precisdo e eficacia, permitindo uma terapia especifica contra o
microrganismo diagnosticado, facilitando o controle e manejo da propriedade
(SHARUN et al., 2021).

4. CONCLUSOES

A utilizacdo de ferramentas ‘on farm’ de identificagcdo microbiana permitiu o
reconhecimento dos patdgenos causadores de MC de forma eficaz e favorece a
tomada de deciséo quanto a utilizacdo ou ndo de tratamento e tratamento especifico.
A analise de custos demonstrou que a técnica é economicamente viavel permitindo a
identificacdo e direcionamento da terapia antimicrobiana em casos necessarios,
melhorando a qualidade do leite, reduzindo a utilizacdo de antibiéticos eliminando a

mortalidade e outros prejuizos a saude dos animais avaliados.



21

5. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS
ACOSTA, A.C.; SILVA, L.B.G.; MEDEIROS, E.S.; JUNIOR, JW.P.; MOTA, R.A.
Mastites em ruminantes no Brasil. Pesquisa Veterinaria Brasileira, v.36, p.565-573,
2016.

ALVES, A.; CAPRA, E.; MORANDI, S.; CREMONESI, P.; PANTOJA, J.; LANGONI, H.
VARGAS; A. COSTA; JAGIELSKI, T. In vitro algicidal effect of guanidine on
Prototheca zopfii genotype 2 strains isolated from clinical and subclinical bovine
mastitis. Letters in Applied Microbiology, v.64, p.419-423, 2017.

BAG, A.S.; KHAN, S.R.; SAMI, D.H.; BEGUM, F.; ISLAM, S.; RAHMAN, M.; RAHMAN,
T.; HASSAN, J. Virulence determinants and antimicrobial resistance of E. coli isolated
from bovine clinical mastitis in some selected dairy farms of Bangladesh. Saudi
Journal of Biological Sciences, 2021. DOI:10.1016/}.sjbs.2021.06.099

BANTING, A.; BANTING, S.; HEINONEN, K; MUSTONEN, K.; Efficacy of oral and
parenteral ketoprofen in lactating cows with endotoxin-induced acute mastitis. The
Veterinary Record, v.163, n.(17), p.506— 509, 2008.

BRADLEY, A.J.; DOWNA, P.M.; BREENA, M.E; GREENA, M.J. Factors affecting the
cost-effectiveness of on-farm culture prior to the treatment of clinical mastitis in dairy

cows. Preventive Veterinary Medicine, v.145, p.91-99, 2017.

BRASIL. Instrucdo Normativa n° 76, de 26 de novembro de 2018a. Ficam aprovados
0s Regulamentos Técnicos que fixam a identidade e as caracteristicas de qualidade
gue devem apresentar o leite cru refrigerado, o leite pasteurizado e o leite
pasteurizado tipo A. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Brasilia,
Secao 1, p. 9, 2018.

BRASIL. Instrucdo Normativa n° 77, de 26 de novembro de 2018b. Ficam
estabelecidos os critérios e procedimentos para a producdo, acondicionamento,

conservacgao, transporte, selecdo e recepcado do leite cru em estabelecimentos



22

registrados no servico de inspecédo oficial. Ministério da Agricultura, Pecuaria e

Abastecimento. Brasilia, Secao 1, p. 10, 2018.

BUSANELLO, M.; ROSSI, R.S.; CASSOLI, L.D.; PANJOTA, J.C.F.; MACHADO, P.F.
Estimation of prevalence and incidence of subclinical mastitis in a large population of
Brazilian dairy herds. Journal of Dairy Science, v.100, p.6545-6553, 2016.

CARDOZO, L. L.; NETO, A.T.; SOUZA, G. N.; PICININ, L. C. A.; FELIPUS, R. N. C,;
SCHIMIDT, F. A.; WERNCKE, D.; SIMON, E. E. Risk factors for the occurrence of new
and chronic cases of subclinical mastitis in dairy herds in southern Brazil. Journal of
Dairy Science, v.98, p.7675-7685, 2015.

CORTINHAS, C.S.; TOMAZI, T.; ZONI, M.S.F. Randomized clinical trial comparing
ceftiofur hydrochloride with a positive control protocol for intramammary treatment of
nonsevere clinical mastitis in dairy cows. Journal of Dairy Science, v.99, p.1-10,
2016.

DAS, D.; PANDA, S.K.; JENA, B.; SAHOO, A.K. Economic impact of subclinical and
clinical mastitis in Odisha, India. International Journal of Current Microbiology and
Applied Sciences. v. 7, p. 3651-3654, 2018.

DOEHRING, C.; SUNDRUM, A. The informative value of an overview on antibiotic
consumption, treatment efficacy and cost of clinical mastitis at farm level. Preventive
Veterinary Medicine's. v.165, p.63—-70. 2019.

DOS ANJOS, C.; SELLERA, F.P.; GARGANO, R.G.; LINCOPAN, N.; POGLIANI, F.C.;
RIBEIRO, M.G.; JAGIELSKI, T.; SABINO, C.P. Algicidal effect of blue light on
pathogenic Prototheca species. Photodiagnosis and Photodynamic Therapy. v.26
p.210-213, 2019.

ECKELKAMP, E. A.; J.L. TARABA; K.A. AKERS; R.J. HARMON; J.M. BEWLEY. Sand
bedded freestall and compost bedded pack effects on cow hygiene, locomotion, and

mastitis indicators. Livestock Science, v. 190, p. 48-57, 2016.



23

FUENZALIDA, M. J.; RUEGG, P.L. Negatively controlled, randomized clinical trial to
evaluate use of intramammary ceftiofur for treatment of nonsevere culture-negative
clinical mastitis. Journal of Dairy Science. v.102, p.3321-3338, 2019.

GANDA, E.K.; BISINOTTO, R. S.; DECTER, D. H.; BICALHO, R. C. Evaluation of an
on-farm culture system (Accumast) for fast identification of milk pathogens associated
with clinical mastitis in dairy cows. PloS One, v.11, n.(5), e0155314, 2016.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0155314.

GASPAROTTO, P.H.G.; WEBER. F.K.; BARBOSA, V.AA.; MORAES, L.B;
BICALHOS, B.; SOBRAL, F.O.S. Principais géneros bacterianos causadores de
mastite isolados no laboratoério de microbiologia veterinaria do Hospital Veterinario do
Centro Universitario Luterano de Ji-Parana/RO. Veterinaria em Foco,. v.14, p.60-74,
2016.

HOSSAIN, M.K.; HOSSAIN, M.M.; ISLAM, M.R.; ALAM, M.G.S. Bovine Mastitis and
Its Therapeutic Strategy Doing Antibiotic Sensitivity Test. Austin Journal of
Veterinary Sciense & Animal Husbandry. v.4, p.01-12, 2017.

KALINSKA, A.; GOLE, M.R.; WOJCIK, A. Mastitis pathogens in dairy cattle — a review.
World Science News. v.89, p. 22-31, 2017.

KROMKER, V.; LEIMBACH, S. Mastitis treatment -Reduction in antibiotic usage in
dairy cows. Reproduction in Domestic Animals. v.52, p.21-29, 2017.

LAGO, A.; GODDEN, S.M.; BEY, R.; RUEGG, P.L.; LESLIE, K., The selective
treatment of clinical mastitis based on on-farm culture results: I. Effects on antibiotic
use, milk with holding time, and short-term clinical and bacteriological outcomes.
Journal of Dairy Science. v. 94, p.4441-4456, 2011a.

LAGO, A.; GODDEN, S.M.; BEY, R., RUEGG, P.L.; LESLIE, K. The selective treatment
of clinical mastitis based on on-farm culture results: Il. Effects on lactation
performance, including clinical mastitis recurrence, somatic cell count, milk production,

and cow survival. Journal of Dairy Science, v. 94, p. 4457-4467, 2011b.



24

LANGONI, H.; SALINA, A.; OLIVEIRA, G. C.; JUNQUEIRA, N. B.; MENOZZI, B. D;
JOAQUIM, S. F. Consideracbes sobre o tratamento das mastites. Pesquisa
Veterinéria Brasileira, v.37, p.1261-1269, 2017.

RIBEIRO, M.G. Principios terapéuticos na mastite em animais de producdo e de
companhia. In: ANDRADE S.F. (Ed.)., Manual de Terapéutica Veterinaria. 3.2 ed.
Roca, Séo Paulo, p.759-771, 2008.

RUEGG, P.L. Making antibiotic treatment decisions for clinical mastitis. Veterinary
Clinics of North America: Food Animal Practice. v.34, p.413-25, 2018.

SANTOS, M. V.; BARCELOS, M. M. Tratamento de vaca seca: uso nas vacas com
mastite e mais recomendavel, 2018. Disponivel em:
https://www.milkpoint.com.br/colunas/marco-veiga-dos-santos/tratamento-de-vaca-
seca-usonas-vacas-com-mastite-e-mais-recomendavel-206622/. Acesso em: 18 de
abril de 2021.

SANTOS, M. V.; FONSECA, L. F. L. Estratégias para controle de mastite e melhoria
da qualidade do leite. Editora Manole. 2007.

SANTOS, M. V; FONSECA, L. F. L. Controle da Mastite e Qualidade do Leite: Desafios
e Solucbes. Pirassununga: Edicdo dos Autores. 301 p, 2019.

SHARUN, K.; DHAMA, K.; TIWARI, D.R.; GUGJOO, M.B.; YATOO, M, |.; PATEL, S.K;;
PATHAK, M.; KARTHIK, K.; KHURANA, S.K.; SINGH, K.P.; AMARPAL, B.P.; SINGH,
R.; SINGH, K.P.; CHAIACUMPA, W. Advances in therapeutic and managemental
approaches of bovine mastitis: a comprehensive review. Veterinary Quarterly,. v.41,
p.107-136, 2021.

SERPA, M. Mastite Bovina: Definicbes e Conceitos. Disponivel em:
https://www.milkpoint.com.br/artigos/producao-de-leite/mastite-bovina-definicoes-
econceitos-223333/. Acesso em: 30 de marco de 2021, 2020.



25

TOMAZI, T.; SANTOS, M.V. Antimicrobial use for treatment of clinical mastitis in dairy
herds from Brazil and its association with herd-level descriptors. Preventive Veterinay
Medicine. v.176, 2020.

ULSENHEIMER, B.C.; ZIEGLER, S.J.; VIERO, L.M.; FRAGA, D.R.; BECK, C,;
MARTINS, L.R.V. Antimicrobial sensitivity profile of strains Streptococcus uberis
corrected for bovine mastitis in the Northwest region of the State o Rio Grande do Sul.
Brazilian Journal of Development, Curitiba, v. 7, n.3, p. 22549-22557, 2021.

VAN BOECKEL, T.P.; GLENNON, E.E.; CHEN, D.; GILBERT, M.; ROBINSON, T.P.;
GRENFELL, B.T.; LEVIN, S.A.; BONHOEFFER, S.; LAXMINARAYAN, R. Reducing
antimicrobial use in food animals. Science, v. 357, p. 1350-1352, 2017.

VASQUEZ, A. K.; NYDAM, D. V.; CAPEL, M. B. L.; EICKER, S.; VIRKLER, P. D.
Clinical outcome comparison of immediate blanket treatment versus a delayed
pathogen-based treatment protocol for clinical mastitis in a New York dairy herd.
Journal of Dairy Science, v.100, p.2992-3003, 2017.

WENTE, N.; KLOCKE, D.; PADUCH, J. H.; ZHANG, Y.; SEETH, M.; GOLOB, V.Z,
REINECKE, F.; MOHR, E.; KROMKER, V. Associations between Streptococcus uberis
strains from the animal environment and clinical bovine mastitis cases. Journal of
Dairy Science., v. 102, p. 9360-9369, 2019.

ZDANOWIC, M.; SHELFORD, J. A.; TUCKER, C. B.; WEARY, D. M.; VON
KEYSERLINGK. ABacterial populations on teat ends of dairy cows housed in free stalls
and bedded with either sand or sawdust. Journal of Dairy Science. v.87, p.1694—
1701, 2004.



26



