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RESUMO
RAIA, R.B. Fatores fisiologicos, clinicos e farmacologicos, determinantes de residuos de
antimicrobiano no leite, avaliados em protocolos terapéuticos de mastite em bovinos
leiteiros. Sao Paulo, 2006, 69p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncia Farmacéuticas,
Universidade de Sao Paulo.

Atualmente a terapia e as praticas de manejo da mastite estdo baseadas na administracao de
agentes antimicrobianos com ampla atividade contra os microrganismos mais comuns desta
doencga. Os farmacos sao administrados diretamente no canal da teta e/ou por sistémica. Os
tratamentos com antimicrobianos sdo realizados durante o periodo seco como terapia
preventiva, ou durante o periodo de lactacdo como terapia curativa. O leite produzido por
animais tratados pode conter residuos do medicamento. A presenca de residuos de
antimicrobianos no leite constitui um risco para a saude publica devido ao fenomeno de
multipla resisténcia, bem como uma causa de perdas econdmicas, considerando a
fabricacdo de queijo e iogurte, entre outros derivados lacteos. A proposta deste estudo foi
avaliar alguns fatores que contribuem para a ocorréncia de residuos em vacas tratadas além
do periodo recomendado para descarte. Os fatores avaliados foram: fisioldgico, como a
producdo leiteira; clinico, como a mastite e farmacoldgico como a via de administragdo e o
farmaco utilizado. Foi usado um teste comercial para a deteccdo de residuos (Delvotest®)
por inibicdo microbioldgica. Entre os fatores estudados, foi demonstrada a influéncia da
produgdo leiteira, ou seja, animais com producdo leiteira maior do que 20L/dia
apresentaram menor ocorréncia de residuo (39,5%), quando comparado com aqueles com
producdo menor do que 20L/dia (70,7%) e a diferenca foi significante (P < 0,0001). Entre
os fatores clinicos foi determinado que a presenca e intensidade do processo inflamatdrio
contribuem para a ocorréncia de residuos. Deste modo, entre os quartos com mastite clinica
tratados o nivel de residuo foi 47,7%, os quartos com mastite subclinica tratados
apresentaram 34,9% e os controles 9,5% (quartos sem mastite tratados) e a diferenca entre
os trés grupos foi significante (P = 0,0381, P = 0,0008, P = 0,0209). Ao se comparar a
ocorréncia de residuos no leite de quartos tratados durante a lactagdo (41,9%) com os
residuos nos quartos que receberam a terapia de vaca seca (23,2%) foi observado um maior
nivel entre os grupos tratados durante a lactacdo e a diferenca foi significante (P < 0,0001).
Em relagdo aos fatores farmacologicos, a via de aplicagdo bem como o grupo
farmacoldgico do antimicrobiano utilizado no tratamento foram demonstradas diferencas
estatisticas tanto para os diversos antimicrobianos, quanto para as vias de administragao.
Um maior nivel de residuo foi observado entre os grupos farmacologicos em quartos
tratados por via intramamaria com aminoglicosideos (gentamicina) (66,7%). E o maior
nivel de residuo foi observado quando ambas as vias foram utilizadas simultaneamente,
tanto para aminoglicosideos (93,7%), quanto para betalactamicos (100%). O conhecimento
de que o pKa dos antimicrobianos ird determinar diferentes niveis de distribuicdo nos
orgaos e tecidos sustenta a hipotese que a via de administragdo pode influenciar a presenga
de residuos de antimicrobianos no leite. Conseqiientemente, o uso simultineo das duas vias
de administra¢ao, uma pratica comum, contribuiu também para um alto risco da ocorréncia
de residuos de antimicrobianos. Deve-se ressaltar que a reducdo da presenca de residuos no
leite ndo depende apenas de normas e regulamentos, mas envolve uma orientagdo aos
produtores e aos veterindrios para controlar e/ou prevenir os fatores de risco. Assim, os
resultados deste estudo irdo contribuir para esclarecer alguns aspectos importantes para um



melhor entendimento da ocorréncia de residuo no leite além do periodo recomendado para
descarte.



ABSTRACT

RAIA, R.B. “Evaluation of some physiological, clinical and pharmacological factors to
antimicrobials residues in milk under different management and therapeutic protocols’’[
Fatores fisiologicos, clinicos e farmacoldgicos, determinantes de residuos de
antimicrobianos no leite, avaliados em protocolos terapéuticos de mastite em bovinos
leiteiros] Sao Paulo, 2006, 69p. Tese (Doutorado) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade de Sao Paulo.

Current mastitis therapy and management practices are base on the administration of
antimicrobial agents with high activity against most common mastitis bacterial pathogens.
Drugs are administrated directly into the teat canal and/or systemically. Antibiotic
treatments are performed during the dry period as preventive therapy, or during the
lactating periods as therapeutic cure. Milk produced from treated animals may contain drug
residues. The presence of antibiotic residues in milk constitutes a public health risk due to
the multi-resistance phenomenon, as well as, a source of economical losses, considering the
industries of cheese and yogurts, among others dairy products. The purpose of this study
was evaluated some factors that contribute to the occurrence of residues in treated cows
beyond the recommended discarded period. The evaluated factors were: physiological, as
milk production, clinical, as mastitis and pharmacological, as routes and antimicrobials. It
was used a commercial test for residues detection (Delvotest®) by microbiological
inhibition. Among the clinical factors it was demonstrated the influence of the milk
production, so animals with milk production higher than 20 L/day showed lower
occurrence of residues (39.5%), compared to the ones with less than 20 L/day (70.7%) the
difference was significant (P<0.0001). Among the clinical factors it was determinated that
the presence of inflammatory process and the intensity of it, contributes to the presence of
residues. Therefore, among the clinical mastitis treated quartes the level of residues was
47.7%, while the subclinical treated quartes showed 34.9% and, the control ones 9.5% (i.e.
treated quartes without mastitis) and the difference among the three groups was significant
(P=0.0381, P=0.0008, P=0.0209).Comparing the residues in milk from treated quartes
during lactation (41.9%) with the quartes that received the dry cow therapy (23.2%) it was
observed a higher level of residues among the groups treated during the lactation and the
difference was significant (P<0.0001). Among the pharmacological factors, the routes as
well the pharmacological group of the antimicrobials used in the treatment showed
statistical differences either among the antimicrobials as well as the administration routes.
A high level of residues was observed among pharmacological groups in quartes treated by
intramammarian route with aminoglicosides (gentamicin) (66.7%). And, the highest level
of residues was observed when both route where used simultaneously, either with
aminoglicosides (93.7%) as well as with betalactamics (100%). The knowledge that
different pKa among the antimicrobials will determine the level of distribution in different
organs and tissues, support the hypothesis that the administration route could influence the
presence of residues of antibiotics in milk. Consequently, the simultaneous use of both
administration routes, a very usual practice, could also contributes to a higher risk of
antimicrobial residue occurrence. To reduce this possibility, it is not only a matter of
Regulatory Affairs, but also involves the dairy farmers and veterinarians’ proper orientation
about how to avoid and to control the risk factors, therefore, the results of this study will
contribute to clarify some important aspects to a better understanding of the occurrence of
residues in milk beyond the recommend discard period.



1. INTRODUCAO

E de fundamental importancia prevenir a presen¢a de residuos de antimicrobianos
no leite para reduzir problemas técnicos no processamento de produtos lacteos e a
possibilidade da transmissdo desses residuos ao consumidor, o que pode acarretar

problemas de satde publica.

A Organiza¢do Mundial de Satide - OMS (World Health Organization - WHO) em
colaboragdo com outras organizagdes internacionais, tais como a Organizagdo para
Agricultura e Alimenta¢do (Food and Agriculture Organization - FAQO) e a Organizagdo
Internacional de Epizootias (Internacional Organization of Epizooties- OIE) desenvolveram
recomendacdes globais sobre o uso prudente de antimicrobianos na agropecuaria, com o
objetivo de minimizar o impacto negativo representado pelo uso desses em animais de
produgdo e ao mesmo tempo fornecer orientagdo para o uso seguro e efetivo em medicina

veterinaria (WHO, 1997; RAIA, 2005).

Os residuos de antimicrobianos no leite podem apresentar sérias conseqiiéncias
toxicologicas e técnicas. A presenca destes no leite retarda ou mesmo impede os processos
microbioldgicos utilizados na manufatura de determinados produtos lacteos (BRADY,

KATZ, 1988; DEWDNEY et al., 1991; CURRIE et al., 1998; PORTUGAL, 2003).

Ao se considerar aspectos de saide do consumidor, além de efeitos toxicos diretos,
como, ototoxicidade, discrasias, efeitos potencialmente teratogénicos, problemas de
hipersensibilidade e mesmo choque anafilatico, destaca-se a possibilidade desses residuos
contribuirem para a sele¢ao de microrganismos de multipla-resisténcia (TAVARES, 1996;

COSTA, 2002).

Em relag@o as cepas multi-resitentes, trabalhos recentes desenvolvidos no Brasil tém
alertado sobre o uso indiscriminado e indevido de antimicrobianos na terapia de infecg¢des
intramamarias bovinas, causadas por coliformes e outros agentes (COSTA et al, 2000a;

GARINO Jr et al., 2000).

O fendmeno de multipla-resisténcia tem assumido particular importancia nas
ultimas décadas, tendo sido registrado em microrganismos isolados de humanos e de

animais de producdo, como verificado por varios autores estrangeiros € nacionais



(RIBEIRO, 2001; SCHILEGELOVA et al., 2002; CATRY et al., 2003; GARINO JR ,
2004).

O problema do aumento da resisténcia bacteriana, de acordo com Stohr; Wegener
(2001), ndo ¢é somente devido ao mau e intensivo uso de antimicrobianos em saude publica,
mas em muitos casos, as resisténcias crescentes, decorrentes da transmissdao de
microrganismos resistentes de origem animal para individuos da espécie humana por
alimentos ou mesmo pelo contato direto com animais, uma vez que muitos dos
antimicrobianos licenciados para uso em medicina humana sdo também registrados para

uso veterinario.

A resisténcia de microrganismos aos antimicrobianos causadores de zoonoses ¢ um
sério e emergente problema de Satde Publica, como por exemplo, Escherichia coli entre

outros (MC EWEN; FEDORKA-CRAY 2002).

Garino Jr (2004) verificou ao analisar 154 amostras de E. coli, que E. coli
enteroinvasora (EIEC) e E. coli enteropatogénica (EPEC) isoladas de casos de mastite
clinica e subclinica apresentaram multipla-resisténcia, sendo que 88,2% de EIEC e 87,5%
de EPEC foram resistentes a mais de 5 antimicrobianos. Alguns sorogrupos como EIEC
028, 0112 e O152 apresentaram multipla resisténcia a 9 antimicrobianos, EPEC O114 e

0125 a 10 antimicrobianos € O55 a 12 antimicrobianos.

Microrganismos pertencentes a esses mesmos sorogrupos foram isolados por
Almeida et al. (1998) de 196 amostras de fezes de criangas com diarréia aguda, em Sao
José do Rio Preto, Sdo Paulo, portanto a multipla-resisténcia apresentada por estes
sorogrupos no estudo de Garino Jr. (2004) constitui aspecto altamente preocupante, por

suas implicagdes terapéuticas e epidemiologicas.

Um agravante destacado por Garino Jr. (2004) € que os sorogrupos de EPEC, com
resisténcia multipla elevada, foram isolados de mastites subclinicas, o que representa risco
a saude publica, pois o leite de casos subclinicos de mastite, por ndo apresentar alteracoes
visiveis, € muitas vezes comercializado para consumo humano, principalmente pela venda

informal.

A terapia antibacteriana em bovinos tem sido incriminada como um fator

catalizador de resisténcia em bactérias isoladas de animais tratados, de outros animais na



propriedade e de alimentos derivados destes animais (BERGHASH et al., 1983; GRIGGS
et al.1994; PIDDOCK., 1996), sendo a mastite, processo inflamatorio da glandula mamaria,
a causa mais freqiiente para o uso de antibacterianos em bovinos produtores de leite
(McEWEN et al., 1991, COSTA et al., 2000a; ERSKINE et al., 2002, MOLINA et al.,
2003).

A resisténcia aos antimicrobianos apresentada pelos principais agentes etioldgicos
de mastite foi avaliada por varios pesquisadores brasileiros nos ultimos vinte anos
(FAGLIARI et al., 1983; SCHOKEN-ITURRINO; NADER FILHO, 1984; COSTA et al.,
1985, NADER FILHO et al, 1986; BALDASSI et al. 1991; LANGONI et al, 1991; COSTA
et al. 1995a; MORENO et al, 1997; COSTA, 1999a; COSTA et al., 2000c; RIBEIRO, et al.
2001). Uma crescente resisténcia tem sido observada no transcorrer do periodo no Brasil
(COSTA et al, 1985; COSTA et al. 1995a) bem como em outros paises. Barberio et al.
(2002) relataram resisténcia em Staphlylococcus aureus e Escherichia coli isolados de

mastite bovina da regido do Veneto, Italia.

Devido a relevancia da presenca de residuos de antimicrobianos no leite sob o ponto
de vista de saude publica, por contribuir para a selecdo de amostras resistentes e como fator
econdmico relacionado na interferéncia na producdo de derivados, t€ém sido realizadas
pesquisas para elucidar alguns aspectos que influenciam na persisténcia de residuos no

leite.

No Brasil as pesquisas realizadas (COSTA et al, 1999b; RAIA et al., 1999; RAIA,
2001) tém constatado a presenga desses residuos em periodo superior ao recomendado pela
industria farmacéutica para o descarte do leite apos tratamento do quarto da glandula
mamaria ou do animal. Alguns fatores que podem contribuir para uma maior persisténcia

de residuos no leite tém sido avaliados por pesquisadores nacionais e estrangeiros

(MITCHELL et al., 1998; FAGUNDES, COSTA, 2002).

Entre os fatores de risco estudados, Raia (2001) demonstrou a influéncia da

intensidade da mastite, na persisténcia de residuo de antimicrobianos em animais tratados.

Coelho (2003) evidenciou o risco representado pela eliminagdo de niveis detectaveis
de antimicrobianos de quartos mamarios ndo tratados de disposi¢do anatdmica diagonal,

ipso, contra-laterais aos quartos com mastite tratados por via intramamaria, ou melhor, apos



tratamento de um dos quartos detectou-se residuo em quartos nao tratados de um mesmo

animal.

Fagundes (2004) demonstrou a presenca de antimicrobianos no periodo pos-parto
no leite de animais submetidos a chamada terapia de vaca seca, mesmo ap6s o periodo
recomendado pelo fabricante para descarte. Foram avaliados ainda, fatores como a
influéncia da duragdo do periodo seco e a produg¢do leiteira na ocorréncia destes residuos no

pos-parto (FAGUNDES; COSTA, 2002).

A Organizagdo Mundial de Saude - OMS em reunido realizada em Berlim, 1999,
concluiu que s3o raros os programas existentes de vigilancia em relacdo ao problema. E
ainda nos dados disponiveis ndo tém sido avaliados todos os antimicrobianos significantes
sob o ponto de vista de satide publica e também ndo ha uma padronizagdo de metodologia,

0 que em muitos casos dificulta a andlise e interpretacdo desses dados.

Raia et al. (2003) evidenciaram a influéncia de inibidores naturais (como por
exemplo, lactoferrina e peroxidases) oriundos do processo inflamatério nos testes
microbioldgicos de detec¢do de residuos. Deste modo, para impedir a ocorréncia de falso-
positivos por inibidores naturais, padronizaram o tratamento térmico prévio das amostras de

leite como preconizado anteriormente por alguns autores estrangeiros (AERTS et al., 1995).

O Programa Nacional de Qualidade do Leite (PNQL), implantado em 2005,
recomenda maior rigor na avaliacdo da presenca de residuos de antimicrobianos no leite.
Para tanto, sdo necessarios estudos sobre o assunto para fornecer subsidios aos produtores,
médicos veterinarios e técnicos, no sentido de melhor orientar o uso destes e prevenir

residuos, sendo este o objetivo do presente trabalho.



2. REVISAO DA LITERATURA

A mastite ¢ um dos problemas mais importantes nas propriedades leiteiras e a maior

fonte de residuos encontrados no leite (McEWEN et al., 1991, MOLINA et al., 2003a).

Esta enfermidade ¢ responsavel por relevante perda econdmica no agro-negocio,
devido a prevaléncia e aos gastos elevados, como foi constatado por Costa et al. (1999c¢),
em trabalho realizado nos estados de Sao Paulo e Minas Gerais, em que o prejuizo estimado
em 22 propriedades leiteiras avaliadas, representou em média por fazenda, perdas anuais da

ordem de US$ 20.611,32 por rebanho e US$ 317,38 por vaca.

O tratamento da mastite ¢ um dos fatores de impacto econdmico na producao
leiteira, representado pelo custo com os medicamentos, mao de obra e descarte do leite. Na
pratica ¢ realizado por via sistémica ou por via intramamaria ou, ainda, pelas duas vias
concomitantemente. A via intramamaria ¢ a mais utilizada por apresentar menores efeitos

colaterais, maior facilidade de aplicagao e menor custo.

Os medicamentos disponiveis para o tratamento de mastite, de animais em lactagao,
apresentam formula¢des com diferentes principios ativos. Os antibidticos betalactamicos
estdo entre os mais usados internacionalmente em medicina humana e veterinaria (BRINAS

et al., 2002).

Na atualidade tem sido observado um predominio de aminoglicosideos e
betalactamicos na formulagdo dos medicamentos para mastite disponiveis no mercado

brasileiro (Tabela 1, Figuras 1 e 2) (SINDAN, 2003-2004).



Tabela 1: Distribuicdo dos principais medicamentos antimicrobianos utilizados no
tratamento de vacas em lactagdo, baseado nos dados do Manual de Produtos Veterinario.

Sindan (2003-2004).

Principio ativo Via intramamaria  Via sistémica Total

N % N % N %
Aminoglicosideos 8 28,6 7 7.5 15 12,4
Betalactamicos 10 35,7 8 8,6 18 14,9
Associacdo betalactamico com 3 10,7 29 31,9 32 26,4
aminoglicosideo
Outras associagdes  com 3 10,7 3 2,5
aminoglicosideos
Outras associagoes com 1 3,6 1 0,8
betalactamicos
Associagdo quimioterapico 2 7,1 8 8.6 10 8,3
Quinolonas 15 16,1 15 12,4
Tetraciclinas 24 25,8 24 19,8
Outros 1 3,6 2 2,5 3 2,5
Total 28 23,1 93 76,8 121 100

Baseada nos dados do manual de Produtos Veterinarios SINDAN (2003,2004)
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Figura 1. Composi¢cdo de medicamentos antimicrobianos para tratamento de
mastite por via intramamadria disponiveis no mercado brasileiro; dados apresentados em
porcentagem dos principais grupos farmacologicos (baseado nos dados do Manual de

Produtos Veterinario. Sindan - 2003-2004).
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Figura 2. Composi¢do de medicamentos antimicrobianos para tratamento de
mastite por via sistémica, disponiveis no mercado brasileiro; dados apresentados em
porcentagem dos principais grupos farmacoldgicos (baseado nos dados do Manual de

Produtos Veterinario. Sindan - 2003-2004).



Pelos dados apresentados na Tabela 1 e ilustrados pelas Figuras 1 e 2, observa-se
uma maior freqiiéncia de aminoglicosideos (12,4%), betalactamicos (14,9%), associagdo de
aminoglicosideos e betalactamicos (26,4%) e tetraciclinas (19,8%) para o tratamento de
mastite bovina no Brasil. A situacdo brasileira se diferencia do observado no estrangeiro
onde predominam betalactamicos para o tratamento de mastite, sendo que em alguns paises
o tratamento desta afeccdo ¢ restrito ao uso destes antimicrobianos (SHITANDI;
GATHONI, 2004). Esta peculiaridade na utilizag¢ao de diferentes grupos farmacologicos no
tratamento da mastite no Brasil motivou o planejamento da presente pesquisa no sentido de
conhecer melhor os fatores que interferem na presenca de residuos de antimicrobianos no

leite de vacas tratadas.

LEITE

O consumidor percebe o leite como um alimento especial, pois ele ¢ um
componente importante na dieta de recém nascidos, criangas em fase de crescimento,
adultos jovens e idosos. Assim, o conceito nutricional do leite estd proximo do alimento
completo, além da impressdo de pureza associada a cor branca (KATZ; BRADY, 1993,

COSTA, 1998; 1999a).

No Brasil a producdo de leite é crescente. Em 1993, o Pais produzia 15 bilhdes de
litros, no ano de 2003 a producao foi de 22 bilhdes. Em 2005, alcangou 24 bilhdes de litros,
passando a ocupar o 5° lugar entre os paises de maior produgdo, o que demonstra o grande
potencial que este setor representa para a economia nacional. (EMBRAPA, 2005; MAPA,
2005).

No final do ano de 1996, foi criado o “Programa Nacional de Melhoria da
Qualidade do Leite” (PNMQL). O PNMQL faz parte do “Programa de Moderniza¢do do
Setor Lacteo no Brasil”. Este programa vinha sendo discutido desde 1992 quando chegou
ao fim o tabelamento do preco do leite pelo Governo. Tal fato, acrescido de outros como a
criacdo do Mercosul, causou grandes modificagdes no setor, que procurou se adequar a
nova realidade. O conceito de “qualidade do leite” até entdo pouco considerado no Pais,
mas exigido nos paises desenvolvidos e de tradicional produgdo leiteira, por ser essencial

inclusive para exportagdo, passou a merecer destaque.



Com esse objetivo, o Governo Brasileiro, sob orientacdo e coordenagdo do MAPA
(Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento), aprovou regulamentagdo para o
controle e a melhoria da qualidade do leite. Foram formuladas a Instru¢do Normativa N°
51, de 18 de setembro de 2002 e a Portaria 78, de 3 de junho de 1998 que regulamentou os

programas de qualidade e o controle de residuos em leite.

A qualidade do leite depende da genética, da alimentacdo e principalmente do
estado de saude dos animais. Diversos trabalhos demonstraram que a inflamagdo da
glandula mamaria (mastite) ¢ responsavel por alteracdes na composicao do leite, muitas
vezes tornando o produto improprio para o consumo. (MATIOLI, PINTO, 2000; SANTOS,
2003). Além disso, o uso de medicamentos no tratamento da mastite favorece a presenga de

residuos de medicamentos (COSTA et al. 1999b; RAIA, 2001).

MASTITE

A mastite € o processo inflamatorio da glandula mamaria que afeta, qualitativa e
quantitativamente, a producdo de leite. Observa-se um menor teor de lactose, caseina,
gordura, calcio e fésforo e um aumento nas células somaticas, imunoglobulinas, cloretos e
lipases. Com estas alteragdes, o leite torna-se inadequado para o consumo e para a produgao

de derivados (COSTA, 1998; SANTOS, 2003).

A mastite € reconhecida no mundo todo como a maior causa de perda econdmica no
gado leiteiro devido a diminui¢do na produgdo e qualidade do leite. Estima-se que 70% das
perdas econdmicas por esta doenca sao causadas pela diminui¢do na producao de leite, 14%
pela retirada prematura do animal da producdo, 7% pelo descarte do leite e 8% pelas

despesas com veterinario e tratamento (NUNEZ et al., 2001).

A doenca geralmente ¢ classificada em duas formas: clinica na qual o diagndstico
pode ser feito pela deteccao de alteragdes visiveis ou por palpagao da glandula e subclinica
quando ela é essencialmente diagnosticada pela determinagdo das células somaticas e/ou

cultura bacteriana.. Os testes de triagem de mastite sdo utilizados como guia auxiliar na

decisdo de tratamento (SHITANDI; GATHONI, 2004).



A principal etiologia das mastites ¢ a infecciosa (COSTA, 1998). Diversos
microrganismos podem ser considerados agentes etiolégicos de mastite, tais como as
bactérias, os protozoarios, os virus, os fungos filamentosos, as leveduras e algas. Fatores
anatomicos, fisioldgicos, metabolicos, ambientais ¢ de manejo podem também interferir,
dificultando com isso o tratamento e controle. Dentre os agentes etioldgicos, as bactérias
ocorrem com maior freqiiéncia, constituindo cerca de 80 a 90% dos casos, dentre as quais
as mais comuns sdo: Staphylococcus aureus, Staphylococcus ssp, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus dysgalactiae e Streptococcus uberis, Corynebacteriun spp, Escherichia coli,
Nocardia ssp, Protoheca zopfii, entre outras (COSTA, et al., 1997a; COSTA, 1998;

COSTA et al., 2000a). Dentre estas, destacam-se as espécies do género Staphylococcus.

No Brasil, Brabes et al. (1999) caracterizaram as espécies de Staphlylococcus
prevalentes, bem como a capacidade de producdo de toxinas das espécies isoladas de
mastite. Foram estudadas cepas provenientes de amostras de leite de animais com mastite
clinica e subclinica nos estados de Sao Paulo e Minas Gerais. Das 127 cepas estudadas, as
espécies mais encontradas foram: Staphylococcus aureus (39 %) S.chromogenes (11%),
S.sciuri (9%), S.simulans (7%), S.hyicus (6%), S.xylosus (5%), S. warneri (2%), S.
epidermidis (0,78%), S. hominis (0,78%), S.caprae (0,78%), S.saprophyticus (0,78%),
sendo que destas, 16 apresentaram producdo de enterotoxinas. A capacidade destas de

sintetizar enterotoxinas representa na atualidade um sério problema a satde publica.

Mesmo novilhas primiparas apresentam infec¢des intramamarias (COSTA et al.,
1996b; MYLLYS; RAUTALA, 1995), fato que vem determinando uma crescente
preocupacdo e a recomendacdo internacional do tratamento preventivo com
antimicrobianos no pré-parto, o que merece ser avaliado também como potencial fonte de

residuo de antimicrobianos no leite (COSTA et al., 2004).

Meek et al. (1986) relataram que a ocorréncia de mastite clinica (animal/ano) foi a
maior entre todas as doengas do gado leiteiro, em 110 propriedades leiteiras selecionadas ao
acaso em Ontério (Canadd). Além disso, verificaram que foram administradas, em média,

3,85 doses de antibidtico, por animal, por ano.

McEwen et al. (1991) observaram que a ocorréncia de residuo no leite estava

associada com um aumento na freqiiéncia de tratamento de vacas em lactacdo, com



antibidticos por via intramamaria, indicando que as propriedades leiteiras devem ter um
cuidado extra, quando tratar as vacas por esta via. Muitas propriedades leiteiras, segundo os
autores no estudo referido, usavam antibioético intramamario, quando achavam necessario,

sem uma orientacao direta do veterinario.

No Brasil, em 28 propriedades leiteiras de Sao Paulo e Minas Gerais, Costa et al.
(1995b) verificaram que o nivel de ocorréncia de mastite clinica era da ordem de 17,5%. Na
mesma regido, Costa et al. (1999b) em estudo realizado em tanques de mistura, observaram
que a alta ocorréncia de mastite estava relacionada com a presenca de residuo de
antimicrobiano no tanque resfriador de propriedades leiteiras.

Raia; Costa (2001) avaliaram 60 amostras de tanques resfriadores de diferentes
propriedades leiteiras e verificaram que ao serem as propriedades agrupadas quanto ao
nivel de mastite clinica, apresentaram uma correlacdo de 1,0 (r = 1, Spearman) em relagdo a
porcentagem de ocorréncia de residuo de antimicrobianos nos tanques resfriadores.
Amostras de leite de tanques resfriadores de propriedades leiteiras que apresentaram alta
porcentagem de mastite clinica foram relacionadas com a detec¢do de residuo de
antimicrobianos no leite, reforcando ser a ocorréncia de mastite clinica um fator
predisponente importante para a presenca de residuos no leite de tanques resfriadores das

propriedades.

Costa et al. (1999b) também verificaram, utilizando testes imunoenzimaticos, em 87
propriedades leiteiras no Estado de Sao Paulo, a ocorréncia de 7% das amostras positivas
para a presenca de residuos, sendo que a porcentagem de mastite clinica nas propriedades

positivas variou de 7,5% a 42%.

O processo inflamatdrio da glandula mamaria, mastite, aumenta o risco da presenca
de residuos de antimicrobianos no leite, podendo inclusive determinar periodos de
eliminagdo além daqueles estabelecidos nas bulas dos medicamentos (RAIA et al., 1999;

RAIA, 2001).



TRATAMENTO DE MASTITE

No exterior, hd uma ampla disponibilidade de medicamentos aprovados para uso em
vacas leiteiras com betalactdmicos. Os mais utilizados com esta finalidade s@o penicilina,
ceftiofur, cloxacilina, cefapirina, cefacetril, amoxicilina e ampicilina. (PRESCOTT, et al,
1988). No Brasil esta situacdo ¢ um pouco diferente, entre os produtos registrados no
Ministério da Agricultura para o tratamento de vacas leiteiras por via intramamadria ha

grande ocorréncia de aminoglicosidios e associagdes (Figura. 1 - SINDAN, 2003-2004).

No Quénia foi estimado que aproximadamente 14.600 Kg de ativos antimicrobianos
sdao usados anualmente em animais produtores de alimentos, sendo que os betalactamicos
sdo usados extensivamente. Na auséncia de programas de controle, como no caso de muitos
paises de baixa renda, o uso de antimicrobianos em animais leiteiros leva a residuos
indesejaveis no leite com conseqlientes problemas para a saude publica e industria leiteira

(SHITANDI, GATHONI, 2004).

Taponen et al. (2003) realizaram um estudo de campo para comparar a eficacia do
tratamento intramamario somente com penicilina G ou uma combinacdo de penicilina G e
neomicina em mastite clinica bovina causada por bactéria Gram positiva susceptivel a
penicilina e concluiram que nao houve diferenga significativa entre os dois tipos de
tratamento. Assim estes pesquisadores sugerem evitar o uso da associagao de betalactamico
com aminoglicosideo para diminuir o risco de residuo no leite, pois os aminoglicosideos se
ligam aos tecidos e favorecem a persisténcia de residuos por longos periodos (NOUWS;
Z1V, 1978). Na mastite a absor¢cao do medicamento pode ser aumentada devido a alteracao
na integridade da barreira entre o sangue e o leite e a persisténcia do fA&rmaco pode ser
prolongada (NOUWS; ZIV, 1978). Residuos de aminoglicosideos foram encontrados nos

rins de vacas com mastite até 60 horas apos aplicagdo intramamaria (NOUWS; ZIV, 1978).



RESIDUOS DE ANTIMICROBIANOS NO LEITE

A presenca de residuos de medicamentos veterinarios em alimentos ¢ uma
preocupagdo mundial. Residuos de antimicrobianos no leite decorrem principalmente do
uso abusivo destes medicamentos ou da sua utilizacdo de maneira inadequada: uso de
medicamentos ndo recomendados e com farmacocinética ndo perfeitamente estabelecida,
uso de doses excessivas e ndo obediéncia ao periodo de caréncia do leite de animais em
tratamento, além de problemas idiossincrasicos de animais que apresentam uma prolongada
retengdo do medicamento € em casos em que ocorre a antecipacdo do parto (COSTA,

1999b; COSTA et al., 2000D).

No Quénia, Kang’ethe et al. (2005) pesquisaram o risco do consumo de leite
comercializado contendo residuo de antimicrobianos. Os autores testaram 854 amostras de
leite cru e 110 amostras de leite pasteurizado colhidos de diferentes locais, entre 1999 e
2000, utilizaram testes de triagem especificos para betalactdmicos e tetraciclinas e
verificaram que as amostras de areas rurais apresentaram uma propor¢do muito maior de
residuos de que as amostras colhidas em dreas urbanas, provavelmente pela diluicdo
resultante da mistura de leite nos laticinios.

No Brasil estudos recentes realizados por Barros et al., (2001), Denobile (2002),

Rosério (2002) e Medeiros et al. (2004) evidenciaram a relevancia do problema.

Barros et al. (2001) analisaram 26 amostras de leite pasteurizado tipo C, para a presenca de
residuos de antimicrobianos, coletadas em estabelecimentos comerciais da zona
metropolitana de Salvador no periodo de outubro de 1998 a marco de 1999. As analises
foram realizadas pela utilizacdo de teste microbiologico de triagem. Os resultados

demonstraram presencga de residuos em 38,5% das amostras analisadas.

Denobile (2002) utilizou o método de cromatografia liquida de alta resolucdo
(HPLC), detectou a presenca de residuos de tetraciclinas no leite enviado em latdes para
laticinio de Minas Gerais. Um total de 11% das amostras continha niveis detectaveis de

oxitetraciclina.

Rosario (2002) avaliou a ocorréncia de residuos de betalactdmicos e tetraciclinas

nos diferentes tipos de leite (A, B, C e UHT) comercializados no municipio de



Pirassununga, SP. As amostras foram analisadas por testes analiticos qualitativos do tipo
enzimatico (IDEXX SNAP Test). Residuos de tetraciclinas foram encontrados em 6,25% a

8,69% e de betalactamicos em 2,08% a 2,17%, nos diferentes tipos de leite coletados.

Medeiros et al. (2004) avaliaram 30 amostras de leite in natura consumido no
municipio de Patos (Paraiba), quanto a presenca de residuo de antimicrobianos. Foram
utilizados testes imunoenzimaticos para betalactamicos, tetraciclinas e sulfonamidas e
detectados residuos em 43% das amostras.

Os resultados de Barros et al. (2001), Denobile (2002), Rosario (2002) e Medeiros
et al. (2004) reforgam a importancia de se orientar o produtor e técnicos sobre os principais
fatores de risco, que podem contribuir para a ocorréncia de residuos no leite para consumo,
pois em relacdo a presenca destes, a existéncia de regulamentacdo ndo basta, ¢ importante
orientar o produtor, que devera ser informado dos procedimentos para evitar que leite
apresentando residuos de antimicrobianos chegue a industria e ao consumidor. Um dos
procedimentos ¢ a adogdo de testes de triagem confidveis, rapidos e praticos. Além disso, a
fiscalizagdo devera dispor de meios e subsidios técnicos para avaliar a qualidade do leite.
(COSTA et al., 1999b; GIBBONS-BURGENER et al., 2001; COSTA et al., 2000b; RAIA,
2001; COELHO, 2003; FAGUNDES, 2004).

Costa et al. (2000b) e Raia (2001) observaram a persisténcia de positividade para
residuo de antimicrobianos apos o periodo de caréncia no leite de animais com mastite
clinica tratados por via sistémica. Como foi verificado pelos autores citados, ¢ grande o
risco de ocorréncia de residuo além do periodo de caréncia apos o tratamento sistémico.
Raia (2001) também detectou residuos em amostras de leite de animais tratados por via

intramamaria, que ultrapassaram o periodo de caréncia recomendado em bula.

Apds o tratamento intramamario, muitos fatores podem contribuir para a presenca
de residuos de antimicrobianos no leite. Com a intencdo de diminuir os prejuizos
econdmicos causados pelo tratamento da mastite, ainda ¢ comum observar na pratica, o
descarte do leite apenas da glandula tratada por via intramamaria. No entanto, também foi
verificada a presenca de residuo nos quartos nao tratados de animais tratados por esta via

(COSTA et al, 2000b; COELHO, 2003).



Coelho (2003) verificou que do total de animais avaliados, 397 quartos de glandulas
mamarias de 139 vacas holandesas em lactacdo, de cinco rebanhos brasileiros, 14,3% das
amostras de leite de quartos ndo tratados apresentaram residuo de antimicrobiano,
independente do medicamento utilizado por via intramamaria na glandula com mastite
(betalactamicos, aminoglicosideos e associagdes de antimicrobianos). Deve-se referir ainda,
que no mesmo estudo Coelho (2003) verificou residuo em 7,5% dos 139 animais
pesquisados nas trés glandulas ndo tratadas, adjacentes a tratada por via intramamaria,
utilizando teste microbioldgico comercial (Delvotest®). Este resultado ¢ altamente
significante, uma vez que quanto maior o numero de quartos residuo-positivos, maior ¢ o
volume de leite contaminado e conseqiientemente mais elevado serd o risco de

comprometimento do leite da mistura do tanque de resfriamento.

O tratamento de vaca seca, por via intramamaria, também contribui para a

ocorréncia de residuos de antimicrobianos no leite de consumo (FAGUNDES, 2004).

No exterior, o denominado “tratamento de vaca seca” ou “dry cow therapy”, isto é,
o uso de antimicrobianos por via intramamaria, na ultima ordenha anterior ao periodo seco,
tem sido muito empregado no controle de mastite. E preconizado para tratamento de casos
de mastite subclinica na lactacdo precedente e para prevencdo de novas infecgdes no
periodo seco. Este periodo entre as lactagdes constitui fase de alto risco em relagdo a

prevaléncia de mastite (NATZKE, 1975; THIERS, 1999).

O periodo seco corresponde a um estagio de involucdo da glandula mamaria
extremamente importante para a lactagcdo subseqiiente e deve ter, no minimo, 50 a 60 dias
de duracao (OLIVER, SORDILLO, 1988; SMITH, TODHUNTER, 1982). Durante este
periodo, a glandula mamaria ¢ altamente susceptivel a novas infec¢cdoes (NICKERSON,
1989; OLIVER, SORDILLO, 1988). Essas infec¢des intramamarias podem exercer um
efeito deletério na capacidade de sintese e secrecdo do parénquima mamario, causando
sério prejuizo. Segundo estudos realizados por Blood; Radostits (1989) e Nickerson (1990)
a infec¢@o do quarto durante o periodo seco podera determinar uma diminuicao de até¢ 35%
da producao deste durante a lactacao seguinte.

Fagundes (2004) avaliou a persisténcia de residuos de antimicrobiano no leite de

vacas apdés o tratamento no periodo seco e verificou que houve uma significativa



diminui¢do do risco de ocorréncia de residuo quando o intervalo tratamento - colheita das
amostras foi maior que 70 dias, porém o descarte incondicional do leite até 71 dias pos-
tratamento nao foi considerado economicamente viavel. A ado¢do do descarte de 71 dias
como padrdo de seguranca para a ndo presenca de residuo de antimicrobianos no leite
resultaria numa perda média diaria de 400 litros de leite correspondendo a R$ 1.075,59 ou
em dolares U$ 372.18 no momento do estudo (2004). Este montante equivaleria
aproximadamente ao custo do teste para treze animais durante 10 dias. Portanto a utilizacao

do teste de triagem (Delvotest®SP) a campo seria mais seguro € economico.

AMINOGLICOSIDEO NO TRATAMENTO DA MASTITE BOVINA

Os aminoglicosideos tém sido utilizados no tratamento de mastite desde 1960 e na
maioria dos produtos estdo combinados com penicilina G ou outros betalactaimicos
(WHITTEM; HANLON, 1997a). Sao antibidticos que possuem atividade bactericida sobre
varios organismos Gram positivos e alguns Gram negativos. Seu uso clinico ¢ limitado por

efeitos colaterais como nefrotoxicidade e ototoxicidade.

Na medicina veterinaria, os aminoglicosideos sdo amplamente utilizados no
tratamento de infec¢des bacterianas, como nas enterites e mastites (BOGIALLI et al.,
2005). Os mais comumente usados como agentes terapéuticos sdo: gentamicina, neomicina,
diidroestreptomicina e estreptomicina (PRESCOTT, 2000a).

No Brasil ndo ha restricdo ao uso deste grupo farmacoldgico. Ao contrario os
aminoglicosideos estdo entre os medicamentos mais utilizados para tratamento de mastite,
sendo também encontrados associados aos betalactimicos na composicao de muitos dos
medicamentos disponiveis no comércio. Varios trabalhos avaliaram a utilizacdo dos
aminoglicosideos no tratamento de mastite bovina (ARAUJO et al., 1992; COSTA et al.,
1996¢c, LANGONI et al., 2000d; ERSKINE et al., 1992; JONES; WARD, 1990).

Os limites maximos de residuos de aminoglicosideos foram estabelecidos pela
COMMISSION REGULATION (EC) 2002, para a Comunidade Européia e em relacdo aos
Estados Unidos, os limites de aminoglicosideos foram estabelecidos pelo FDA (Food and

Drug Administration - revisado em 2003) (BOGIALLI et al., 2005).



Embora os limites maximos permitidos sejam semelhantes, ndo ha um padrao de
consenso entre as diferentes entidades reguladoras, por este motivo estdo apresentados na
Tabela 2 os Limites Maximos de Residuos (LMRs) para aminoglicosideos no leite,
estabelecidos pelo Codex Alimentarius, Uniao Européia e Food and Drug Administration
(USFDA) e no Brasil os niveis fixados pelo PCRBL (1998)

Tabela 2 - Limites Méaximos de Residuos (LMRs) de aminoglicosideos em leite (ppb) 2005.

Codex Alimentarius Unido Européia FDA Brasil
Antimicrobianos
Diidroestreptomicina 200 200 125
Estreptomicina 200 200 125 200
Gentamicina 200 100 30
Neomicina 1500 1500 150 500

Elaborada a partir das seguintes fontes:

INTERNATIONAL DAIRY FEDERATION, 2000. Chemical-physical confirmation tests for the detection of
residues of antimicrobials in milk. IDF Standard No. 358. International Dairy Federation, Brussels, Belgium.
*BRASIL. Leis, Decretos, etc. Portaria n.72, de 3 jun. 1998. Diario Oficial da Unido, Brasilia, n.107, 8 de jun.
1998. Secdo I, p.131. [O Ministério da Agricultura, do Abastecimento ¢ da Reforma Agraria estabelece o
Programa de Controle e Residuos Biologicos em Leite — PCRBL].

Entre os aminoglicosideos utilizados no tratamento da mastite destaca-se a
gentamicina Como se verifica pelos dados apresentados na Tabela 2, o limite maximo para
este aminoglicosideo no leite varia acentuadamente, sendo para a Unido Européia um limite
de 100 ppb, para os Estados Unidos o FDA admite o méaximo de 30 ppb e no Brasil ndo ha

informacao.

Deve-se ressaltar que a gentamicina ¢ um dos aminoglicosideos mais utilizados no
Brasil, em medicina veterinaria, inclusive no tratamento de mastite. Aradjo et al. (1992)
avaliaram a eficacia terapéutica da gentamicina no tratamento de mastite bovina. Jones,
Ward, (1990) e Erskine et al. 1992 utilizaram produtos a base de gentamicina no tratamento

de mastite por Escherichia coli.



Costa et al. (1996c¢) avaliaram, em protocolo de campo, que englobou 154 vacas
com mastite, num total de 214 quartos, a utilizagdo de gentamicina por via intramamaria
obtendo-se cura de 83,9%. Neste mesmo trabalho foram avaliados tratamentos com
cefacetril (betalactamico) com 80,8% de cura, também foi realizado o tratamento a base de

enzimas sem a inclusido de antimicrobianos, com resultado de 68% de cura.

Langoni et al. (2000a) avaliaram o uso de gentamicina e da associacdo da
bromexina com gentamicina no tratamento da mastite subclinica bovina. Os medicamentos
foram aplicados por via intramamaria, por trés dias consecutivos, apds a ordenha da tarde.
Foram tratados 26 quartos com gentamicina (150 mg/teto/dia) e 26 quartos com a
associacao gentamicina ¢ bromexina (150 mg/teto/dia e 50 mg/teto/dia), onde os agentes
envolvidos foram: Staphylococcus aureus, Streptococcus dysgalactae e Escherichia coli. A
cura verificada foi de 69,2% e 84,6% nos tratamentos com € sem bromexina,

respectivamente.

Apesar da eficacia terap€utica comprovada, alguns aminoglicosideos podem
determinar persisténcia prolongada de residuos em animais tratados. (NOUWS; ZIV, 1978;

ERSKINE et al., 1992; WHITTEM; HANLON, 1997b).

BETALACTAMICOS NO TRATAMENTO DA MASTITE BOVINA

Uma grande variedade de betalactadmicos ¢ utilizada em vacas leiteiras. Os mais
empregados no tratamento de doengas em vacas em lactacdo sdo: penicilinas, ceftiofur,
cloxacilina, cefapirina, cefacetril, amoxicilina e ampicilina (PRESCOTT, 2000b, COSTA
2002).

Entre os betalactdmicos, as cefalosporinas de amplo espectro sdo agentes
terapéuticos importantes em medicina veterinaria e humana e freqlientemente sao usadas
como antimicrobianos de primeira linha para infec¢des sistémicas por Gram negativos. A
cefoquinona tem sido também recomendada para tratamento de mastite (HORNISH, R.E.;

KOTARSKI, S.F., 2002)



Entre as isoxazolilpenicilinas (resistentes a penicilinase), a oxacilina e cloxacilina
tém sido usadas com sucesso no tratamento de mastite bovina (WATKINS et al., 1975;

RUFFO et al., 1984; SINGH et al., 1984).

Pesquisadores brasileiros também avaliaram a eficidcia dos betalactimicos em
mastite (COSTA et al., 1996¢, 1997b) e no tratamento de vaca seca (COSTA et al., 1996b).
A associacdo de betalactamicos, como ampicilina e cloxacilina, foi utilizada no tratamento
de mastite em vacas em lactacdo e apresentou bons niveis de cura (LANGONI et al., 1999).
Nader Filho et al. (2002a) estudaram a eficacia de suspensdo oleosa de uma associagdo
sinérgica de betalactamicos (ampicilina e cloxacilina) no tratamento de mastite clinica de

17 vacas em lactacdo, a taxa de cura observada foi de 88,2%.

Langoni et al. (2000a) utilizaram betalactdmicos do grupo das cefalosporinas de
absor¢cdo e eliminacdo lenta, como a cefapirina benzatina, no tratamento de vaca seca,
obtendo taxa de cura entre 84% e 93,7%. Também Nader Filho et al. (2002b) avaliaram a
eficacia de betalactamicos (ampicilina e cloxacilina) no tratamento da mastite subclinica

em vacas secas obtendo 84,34% de cura.

Muito embora, como se observa pelos dados da literatura, os betalactimicos
constituem importante ferramenta, o uso inadequado pode causar de residuo no leite,
aumentando o risco de selecdo de cepas resistentes. A prevaléncia de resisténcia para
cefalosporinas em cepas patogénicas de Escherichia coli, foi descrita por Winokur et al.

(2001) e Garino (2004).

Em relagdo aos limites maximos, ndo ha consenso entre as diferentes entidades
como pode se observar na Tabela 3, onde estdo apresentados os Limites Méaximos de
Residuos (LMRs) para betalactamicos no leite estabelecidos pelo Codex Alimentarius,
Unido Européia e Food and Drug Administration (USFDA) e no Brasil os niveis fixados

pelo PCRBL (1998%*)

Os dados apresentados na Tabela 3 permitem a visualizacdo da ampla variagdo dos
limites maximos entre os diferentes betalactamicos utilizados no tratamento de animais de

produgdo.



Tabela 3 Limites Maximos de Residuos (LMRs) para antibidticos betalactamicos em leite

(ppb)

Codex Alimentarius  Unido Européia FDA Brasil
Antimicrobianos
Amoxicilina 4 10 4
Ampicilina 4 10 4
Benzilpenicilina 4 4 5 4
Cefapirina 20
Cefaquinona 20
Ceftiofur 100 100 50 100
Cloxacilina 30 10
Dicloxacilina 30
Oxacilina 30
Penetamato 4

Elaborada a partir das seguintes fontes:

INTERNATIONAL DAIRY FEDERATION, 2000. Chemical-physical confirmation tests for the detection of
residues of antimicrobials in milk. IDF Standard No. 358. International Dairy Federation, Brussels, Belgium.
*BRASIL. Leis, Decretos, etc. Portaria n.72, de 3 jun. 1998. Diario Oficial da Unido, Brasilia, n.107, 8 de jun.
1998. Secdo I, p.131. [O Ministério da Agricultura, do Abastecimento e da Reforma Agraria estabelece o
Programa de Controle e Residuos Biologicos em Leite — PCRBL].

ASSOCIACOES DE AMINOGLICOSIDEOS E BETALACTAMICOS NO
TRATAMENTO DA MASTITE BOVINA

\

Existem posi¢des contraditérias em relacdo a utilizagdo de associagdes no
tratamento de mastite bovina. A base tedrica para o uso de associacdes de antimicrobianos
tem sido a ampliacdo de espectro e a a¢do sinérgica contra certos microrganismos. Segundo
alguns autores a superioridade da associagdo betalactaimicos e aminoglicosideos nunca foi

comprovada em protocolos clinicos em relagdo ao tratamento de mastite bovina



(TAPONEN et al., 2003). Nos Estados Unidos as associagdes deste tipo tém uso restrito,
porém na Unido Européia e em varios paises tem sido largamente utilizada no tratamento

de mastite.

Viarios pesquisadores no Brasil estudaram a associagdo de betalactamicos e
aminoglicosideos nos tratamentos de mastite clinica em vacas em lactagdo. Costa et al.
(2003) avaliaram a eficdcia do tratamento de mastite clinica em 115 animais comparando
dois produtos comerciais com associagdes diversas, verificaram que o grupo tratado com
associagdo de aminiglicosideos e betalactaimico apresentou 74% de cura clinica e

microbioldgica.

A eficacia de associagdes na terapia de vaca seca foi também objeto de pesquisa.
Garino Jr (2004) estudou a eficicia da nafcilina (penicilina resistente a penicilinase do
grupo das isoxazolilpenicilinas) associada a benzilpenicilina e diidroestreptomicina no
tratamento de mastite em vacas secas e prevencao de novas infec¢des em animais de quatro

propriedades leiteiras.

Em relacdo ao uso de associagdes, varios estudos foram conduzidos em protocolos
de campo com penicilinas no tratamento de mastite clinica e subclinica, comparando com
associacdo de penicilinas e aminoglicosideos, nenhum desses estudos demonstrou qualquer
vantagem da associagio sobre o uso do betalactimico isoladamente (PYORALA;
SYVAJARVI, 1987; JARP et al., 1989; MCDOUGALL, 1998; TAPONEN et al., 2003).
Os autores concluiram que nesses casos dever-se-ia evitar a utilizacdo da associagdo,
reduzindo o risco de resisténcia a ambos grupos de antimicrobianos (TAPONEN et al.,

2003).

Autores como Whittem; Hanlon (1997b) e Osteras et al. (1999) ressaltaram que o
uso desnecessario de associacdo de antimicrobianos pode contribuir para o aumento da

pressao seletiva de cepas resistentes e, portanto, deve ser sempre avaliado criteriosamente.



TESTES PARA DETECCAO DE RESIDUOS DE ANTIMICROBIANOS EM
LEITE

A importancia da presenga de residuos de antimicrobianos no leite incentivou o

desenvolvimento de varios testes para detec¢ao destes (BARBERIO; SIGNORINI, 1996).

A partir dos anos 50, o método de ensaio de disco com Bacillus subtilis e suas
modificacdes foram usados para detectar residuos de antimicrobianos no leite. Durante os
anos 70 e 80 ocorreu o desenvolvimento de técnicas radioimunoldgicas e enzimaticas para
determinar a presenca de betalactamicos e outros antimicrobianos, tais como tetraciclinas,
estreptomicina, eritromicina, novobiocina e sulfonamidas. Finalmente, durante os anos 80
foram introduzidos testes utilizando anticorpos para residuos especificos (BISHOP et al.,

1992; RAIA, 2001).

O método de inibigdo microbiana pela presenca de residuos de antimicrobiano no
leite € o mais utilizado em virtude do custo e da capacidade de evidenciar uma ampla gama
de antibidticos e quimioterdpicos (BARBERIO; SIGNORINI, 1996). Este método utiliza
uma cultura de microrganismo teste, geralmente Bacillus stearothermophilus, Bacillus
subtilis, Bacillus cereus, Micrococcus luteus, Escherichia coli, Bacillus megaterium ou
Streptococcus thermophilus, semeada em meio de crescimento agar ou liquido;
(MITCHELL, et al., 1998; RAIA, 2001).

Entre os usados como triagem, destacam-se os microbioldgicos por inibi¢do de
Bacillus stearothermophilus var. calidolactis, tais como: BRTAIM® (Brilliant Black
Reduction Test), Delvotest® e CH®-ATK Microplate P&S. Estes foram principalmente
desenvolvidos e testados para leite bovino (SEYMOUR et al., 1988; SISCHO; BURNS,
1993; ANDREW et al., 1997). Alguns testes, tais como Delvotest® ¢ BRT-AIM® foram
também avaliados para leite de ovinos frente a diferentes antimicrobianos, com base nos
limites maximos de residuos permitidos nos Estados Unidos e Unido Européia (ALTHAUS

etal., 2001, 2002; MOLINA et al., 2003a).

Como parte de um esforgo para estabelecer um programa de controle de residuos de
antimicrobianos nas fazendas leiteiras do Quénia, Shitandi; Gathoni (2004) avaliaram um

teste de baixo custo em placa com Bacillus calidolactis, apoés a padronizacdo em



laboratorio. Os parametros estudados foram: a facilidade de aplicagdo do teste, a
sensibilidade em termos de limite de deteccdo comparado com os limites maximos de
residuos do Codex Alimentarius e a repetibilidade em dois laboratdrios diferentes. Os
limites de detec¢io observados foram: penicilina G (2 pg/Kg)', ampicilina (2pg/Kg),
amoxicilina (2 pg/Kg), oxacilina (15 pg/Kg), cefalexina (50 pug/Kg), cefapirina (30 png/Kg)
e ceftiofur (50 ng/Kg). Estes niveis foram menores do que os niveis maximos de residuos
estabelecidos pelo Codex Alimentarius. Os pesquisadores concluiram que o teste em placa
pode ser um método 1til e aplicavel para os antimicrobianos betalactimicos normalmente

utilizados no setor leiteiro de paises em desenvolvimento.

Outro método muito utilizado para a deteccao de residuos de antimicrobianos no
leite ¢ o imunoenzimatico, conhecido como ELISA (“Ensyme linked immunoadsorbant
assay”). Indiferente do objetivo da analise, todos os testes ELISA envolvem duas etapas
basicas. Na primeira etapa, um antigeno e um anticorpo, um conhecido e outro proveniente
da amostra a ser testada, sdo unidos para reagir, com a formag¢ao de imunocomplexos. Na
segunda etapa, a detecgdo da reagdo ¢ realizada pela adicdo de uma enzima conjugada. O
conjugado ¢ um antigeno ou um anticorpo quimicamente unido a uma enzima, como
exemplo, a fosfatase alcalina. O conjugado ao reagir com o imunocomplexo forma um
produto colorido. A intensidade de cor determina a presenga ou auséncia do antigeno ou
anticorpo primariamente desconhecido e permite a sua identificagdo (MITCHELL et al.

1998).

A cromatografia também é usada para a deteccio de residuos. E um método fisico-
quimico de separacao dos componentes de uma mistura, realizado por distribuicao destes
entre duas fases que estdo em contato intimo. A técnica baseia-se na capacidade diferente
que uma molécula ou ion possui de distribuir-se através de duas fases. Uma das fases
permanece estaciondria enquanto a outra se move através dela. Durante a passagem da fase
movel sobre a fase estacionaria, os constituintes da mistura sdo distribuidos entre as duas,
de tal forma que cada um dos componentes ¢ seletivamente retido pela fase estacionaria,

resultando em migragdes diferenciais destes (COLLINS et al., 1990).

U ng/Kg = ppb



Boglialli et al. (2005) desenvolveram métodos confirmatorios dos testes de triagem
de detecgdo de residuos no leite, para os diversos antimicrobianos utilizados no tratamento
de mastite bovina, como os aminoglicosideos, penicilinas anfotéricas, tais como a
amoxicilina e a ampicilina. Os autores utilizaram a técnica de extracdo em matriz so6lida, ao
invés dos métodos convencionais de extragdo. Este método ¢ baseado na cromatografia
liquida (LC) e espectometria de massa (MS) com utilizacdo de extragdo em matriz em fase
solida apos dispersdo em agua aquecida a 70°C. Os limites de quantificagdo ficaram entre 2
ng/ml® (apramicina) e 13 ng/ml (estreptomicina), abaixo dos limites estabelecidos pelo

FDA e Unido Européia.

Embora alguns métodos confirmatorios tenham sido padronizados para a deteccao
de determinados antimicrobianos, deve-se ressaltar que a campo € necessaria a utiliza¢do de
testes de triagem, praticos, sensiveis, pouco dispendiosos, que permitam a detec¢do precoce
da presenca de antimicrobianos. Esta impede que o residuo contamine a mistura no tanque
de refrigeragdo da fazenda, bem como, o leite de outras propriedades leiteiras ao ser
transportado em conjunto nos caminhdes refrigerados. Assim, previne o comprometimento
da grande mistura nas usinas e laticinios, evitando-se desta forma que o leite com residuo
chegue ao consumidor.

Em relagdo a especificidade de alguns dos testes de triagem verificou-se na
literatura estrangeira que alguns trabalhos de pesquisa estudaram muito bem este aspecto.
Uma das propriedades que caracterizam os métodos microbiologicos de triagem ¢ a
especificidade, que foi definida por Sischo, Burns (1993) como a relagdo entre o nimero de
resultados negativos no total de amostras analisadas por um determinado método,
utilizando-se leite livre de residuos. Sischo, Burns (1993) e Charm, Zomer (1995)
obtiveram valores de especificidade usando o Delvotest® com amostras de leite de vaca de

98 % e 95%, respectivamente.

Molina et al. (2003a) observaram uma diminuicao na especificidade da ordem de
90,2% no BRT e 91,1% nas amostras de leite ovino preservadas com acidiol (150 mg

cloranfenicol, 1ml etanol, 3,5 g azida sodica e 4,5 g citrato de s6dio em 100 ml de adgua

% ng/ml=ppb



destilada) testadas com Delvotest®, quando comparadas com amostras isentas deste

preservativo.

Um dos aspectos mais relevantes do uso de testes de inibigdo microbioldgica advém
do fato destes apresentarem sensibilidade a um amplo espectro de antimicrobianos, o que
evita a necessidade do emprego simultineo de varios testes para uma unica amostra de
leite, como ¢ caso dos testes imunoenzimaticos que sdo especificos, ora para os

betalactamicos , ora para os aminoglicosideos ou entdo para as tetraciclinas.



3. OBJETIVO

O objetivo da presente pesquisa foi avaliar alguns fatores fisiologicos, clinicos e
farmacolédgicos, determinantes de ocorréncia de residuos de antimicrobianos no leite.
Assim foram estudados diferentes protocolos terapéuticos, comumente usados no

tratamento de mastite bovina.

Fatores avaliados em relagdo a ocorréncia de residuo no leite:

Fisiologico: producdo leiteira da glandula mamaria tratada;
Clinico: processo inflamatorio da glandula mamaria;

Farmacologico: grupo farmacoldgico do antimicrobiano utilizados no

tratamento de mastite e via de administracdo do antimicrobiano.



4. MATERIAL E METODOS

MATERIAL
ANIMAIS

Na presente pesquisa foram utilizados animais de ragas leiteiras e cruzamento entre estas
(Holandés, Pardo-suico), perfazendo um total 323 animais e 631 glandulas mamarias
tratadas.

Os animais que constituiram os grupos experimentais foram submetidos a diferentes
tratamentos, com o objetivo de avaliar a influéncia de fatores determinantes na ocorréncia
de residuos, de antimicrobianos no leite, apos periodo de caréncia. Foram distribuidos nos
seguintes protocolos experimentais:

PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

4.1. Influencia dos fatores fisiologicos
4.1.1.Influéncia do volume de producdao leiteira
4.2. Influencia de fatores clinicos
4.2.1 Influéncia da presenca e intensidade do processo inflamatoério
4.3. Influéncia de fatores farmacoldgicos
4.3.1. Influéncia dos grupos farmacoldgicos do antimicrobiano
4.3.2. Influéncia da via de administra¢éo do antimicrobiano
4.3.3. Influéncia da via de administracéo e grupo do antimicrobiano
4.3.4. Influéncia do grupo farmacol6gico no periodo seco

4.1.1.Influéncia do volume de producao leiteira
Quadro 1: Animais avaliados na persisténcia de residuo de antimicrobianos no leite apds o
periodo de caréncia de acordo com o volume de produgao.

Produgdo Animais
Total tratados <20 L 106
Total tratados>20L 81

Total 187




4.2.1. Influéncia da presenca e intensidade do processo inflamatério

Quadro 2: Animais e quartos mamarios avaliados na persisténcia de residuo de
antimicrobianos no leite apos o periodo de caréncia de acordo com a intensidade e presenga
do processo inflamatorio.

Processo Inflamatorio Animais tratados Quartos tratados
Presenca e Intensidade

Mastite Clinica 183 193
Mastite sub clinica 48 106
Auséncia de mastite 13 21

Total 244 320

4.3.1.1. Influéncia dos grupos farmacolégicos do antimicrobiano

Quadro 3: Animais e quartos mamadrios avaliados na persisténcia de residuo de
antimicrobianos no leite apdés o periodo de caréncia de acordo com o grupo de
antimicrobianos utilizados no tratamento por via sistémica e intramamaria.

Grupos de antimicrobianos Animais Quartos mamarios
Aminoglicosideos 59 80
Betalactamicos 86 103
Associacdo aminoglicosideo e 86 116
betalactamico

Total 231 299

4.3.1.2.Influéncia dos grupos farmacolégicos do antimicrobiano na secagem e na
lactacéo.

Quadro 4: Animais e quartos mamarios avaliados na persisténcia de residuo de
antimicrobianos no leite apds o periodo de caréncia de acordo com os periodos de secagem
e lactagao.

Animais Quartos mamarios
Grupos farmacoldgicos Total Secagem Lactagdo
Aminoglicosideos 74 140 60 80
Betalactamicos 115 217 114 103
Associacdo aminoglicosideos a 121 253 137 116

betalactimicos

Total 310 610 311 299




4.3.2. Influéncia da via de administracio do antimicrobiano

Quadro 5: Animais e quartos mamadrios avaliados na persisténcia de residuo de
antimicrobianos no leite apos o periodo de caréncia de diferentes antimicrobianos de acordo
com a via de administragao.

Via de administragdo Animais Quartos
Intramamaria 150 155
Sistémica 59 101
Combinagao de vias 22 43
Total 231 299

4.3.3. Influéncia da via de administracéo e grupo de antimicrobiano

Quadro 6: Animais e quartos mamarios avaliados na persisténcia de residuo de
antimicrobianos no leite, apds o periodo de caréncia de aminoglicosideos, betalactamicos e
associagdes, durante a lactagdo, de acordo com a via de administragao.

Grupos de antimicrobianos Animais Quartos
Aminoglicosideos via intramamaria 33 33
Aminoglicosideos via sistémica 15 31
Aminoglicosideos ambas vias concomitantes 11 16
Betalactamicos via intramamaria 63 64
Betalactamicos via sistémica 18 32
Betalactamicos ambas vias concomitantes 5 7
Associacdo aminoglicosideo e betalactamico 54 58
via intramamaria

Associagao aminoglicosideo e betalactamico 26 38
via sistémica

Associagao aminoglicosideo e betalactamico 6 20

ambas vias concomitantes

total 231 299




4.3.4. Influéncia do grupo farmacoldgico no periodo seco

Quadro 7: Animais e quartos mamadrios avaliados na persisténcia de residuo de
antimicrobianos no leite, apos o periodo de caréncia de aminoglicosideos, betalactamicos e
associacoes, durante o periodo seco.

Grupos de antimicrobianos Animais Quartos mamarios
Aminoglicosideos 15 60
Betalactamicos 29 114
Associacdo aminoglicosideo e 35 137
betalactimico

Total 79 311

MEDICAMENTOS ANTIMICROBIANOS UTILIZADOS NOS DIFERENTES
PROTOCOLOS

Tratamento na Lactagdo:

Via intramamaria:

Quadro 8: Antimicrobianos de aplica¢do intramamadria e quartos mamarios avaliados na
persisténcia de residuo de antimicrobianos no leite.

Grupos de antimicrobianos Antimicrobiano Quartos mamarios
Aminoglicosideos Gentamicina 49
Betalactamicos Cefacetril, Cefoperazona e Cefoquinona 71
Associagdo aminoglicosideo e Hidroiodeto de 78
betalactdmico penetamato+diidroestreptomicina+tneomicina B

Via sistémica:

Quadro 9: Antimicrobianos de aplicagdo sistémica e quartos mamarios avaliados na
persisténcia de residuo de antimicrobianos no leite.

Grupos de antimicrobianos Antimicrobiano Quartos mamarios
Aminoglicosideos Gentamicina 47
Betalactamicos Cefoquinona 59

Hidroiodeto de penetamato

Associacdo aminoglicosideo e Penicilina G + diidroestreptomicina 38
betalactimico




Tabela 4. Formulag¢do, via de administracdo e periodo de caréncia, indicados pelos
fabricantes dos medicamentos utilizados no tratamento de vacas em lactagao.

Especialidade/Indtstria

Férmula

Via de administrag¢do

Caréncia para o leite

AGROVET® 5.000.000

Novartis Satide Animal Ltda

Cada frasco-ampola contém:
Benzilpenicilina procaina
3.750.000 U.L

Benzilpenicilina potéssica
1.250.000 U.L

Estreptomicina base (sulfato)
2.000 mg

Acompanhado de diluente estéril,
em ampolas de 15 mL

Administrado por via
intramuscular profunda

3 dias

AGROVET® PS

Novartis Satde Animal Ltda

Cada 100 mL contém:
Benzilpenicilina procaina
20.000.000 UI

Diidroestreptomicina (sulfato) 18 g

Procaina (cloridrato) 1,73 g

Administrar por via
intramuscular profunda

3 dias

Veiculo q.s.p. .......... 100 mL
Intramamaria 96 horas apos o parto, se o

15[]3\1331%;? ,}/II(I:\I? P_ AARTI' Cada seringa contém: intervalo entre administragao
VACAS SECAS Cefalonio anidro....0,25 g e parto for de pelo menos 51

Excipiente dias.
Schering-Plough, -SPevvreereeeeeenieenieeneeieens 3,00 g

Cada 100 mL contém: Sistémica 12 horas

Sulfato de Cefquinoma*. 2,964 g
COBACTAN® Veiculo q.s.p. .... 100,000 mL
iAkzo Nobel Ltda. - Divisdo | Equivalente a 2,5 g de
ntervet .

Cefquinoma base

Cada seringa de 8 g contém: Intramamario 60 horas ou 5 ordenhas.

COBACTAN® VL

Akzo Nobel Ltda. - Divisdo
Intervet

Sulfato de Cefquinoma
(equivalente a 75 mg de
cefquinoma base) ....... 88,0 mg
Veiculo g.s.p.

GENTATEC®

Chemitec Agro-Veterinaria
Ltda

Cada mL de Gentatec contém:
Gentamicina (como
sulfato).........co.... 40 mg
Veiculo

(o 3N o SRR 1 mL

Intramuscular ou
subcutinea

96 horas




Tabela 4.(continuagdo) Formulagao, via de aplicagdo e periodo de caréncia, indicados pelos
fabricantes dos medicamentos utilizados no tratamento de vacas em lactagao.

Especialidade/Industria Formula Via de administracao Caréncia para o leite
GENTOCIN® MASTITE Cada 10. mL contém: Intramamaria 4 dias (96 horas).
150MG Gentamicina base (sulfato
micronizado) ........... 150,00 mg
Coopers Brasil Ltda. Excipiente oleoso q.s.p.....10,00
mL
GENTOCIN® MASTITE |Cada 100 mL contém: intramamaria Nao informa
250MG Gentamicina (sulfato
micronizado)... 2.500,00 mg
Coopers Brasil Ltda Veiculo oleoso g.s.p....100,00 mL
Cada frasco-ampola de po contém: | Injetavel 72 horas ou 6 ordenhas
Hidroiodeto de penetamato
MAMYZIN® P 10 g
Boehringer Ingelheim do (equl'valer}té a 10 milhdes de UT de
Brasil l;enzﬂpemcﬂma)
Agua destilada estéril e
apirdgena..........cecueueeee 30 mL
Cada 5 mL contém: Intramamaria 72 horas ou 6 ordenhas.
Hidroiodeto de penetamato 150 mg
MAMYZIN® M (150.000 U.L.)
Sulfato de dihidroestreptomicina
Boehringer Ingelheim do 150 mg
Brasil Sulfato de framicetina 50 mg
Prednisolona 5 mg
Veiculo q.s.p. 5 mL
Cada injetor de 5 mL contém: intramamaria Nao utilizar o produto
Hidroiodeto de penetamato 100 mg durante as 4 semanas que
MAMYZIN® § (100.000 U.L) antecedem o parto.
. . Penicilina benetamina 280 mg
g;);g{mger Ingelheim do (280.000 U.L)
Sulfato de framicetina 100 mg
Veiculo q.s.p. 5 mL
Cada seringa de 10 ml contém: Intramamaria 96 horas

MASTIFIN®

Ouro fino Satide Animal Ltda

Gentamicina

(como sulfato).......... 150,00 mg
Cloridrato de

bromexina ................ 50,00 mg
Excipiente q.s.p. .......10,00 ml




Tabela 4. (continuagao) Formulagdo, via de aplicacdo e periodo de caréncia, indicados
pelos fabricantes dos medicamentos utilizados no tratamento de vacas em lactagao.

Especialidade/Industria Formula Via de administra¢ao Caréncia para o leite
Cada seringa de 10 g contém: Intramamaria Nao informa
g%%iﬂFm@ VACA Sulfato de gentamicina.. 677,00 mg
Excipiente q.s.p. ........... 10,00 g

Ouro fino Satide Animal Ltda

Equivalente a 400,00 mg
gentamicina base

Cada seringa de 10 mL contém: Intramamaria 60 horas.
PATHOZONE® Cefoperazone sodica .. 250 mg

Veiculo ... g.s.p. ......... 10 mL
VETIMAST® Cada seringa de 10 g contém: intramamaria 96 horas

Novartis Saude Animal Ltda

Cefacetril sédico ........ 250,00 mg
Veiculo q.s.p. oeceeneeee. 10,00 g




METODOS

DIAGNOSTICO DO PROCESSO INFLAMATORIO

Os casos de mastite foram classificados em clinica e subclinica de acordo com a
intensidade do processo inflamatério. Em todos os experimentos desta pesquisa para o

diagnostico de mastite clinica e subclinica foi utilizada a mesma metodologia.

Na detec¢do da mastite clinica os animais foram examinados antes da ordenha pelo
teste de Tamis, sendo classificadas como mastite clinica as glandulas mamarias que
apresentaram resultado positivo ao teste, isto ¢, alteracdes visiveis do leite, como presenga
de grumos e/ou filamentos e/ou sangue (RADOSTITIS et al., 1994; WATANABE, 1999).
Foram excluidos os casos clinicos hiperagudos e agudos severos com envolvimento

sistémico e, os casos cronicos, com fibrosamento da glandula acometida.

Os casos de mastite subclinica foram diagnosticados pela utilizagdo do CMT

(California Mastitis Test - SCHALM E NOORLANDER, 1957; THIERS et al. 1999).

TRATAMENTO DE VACAS EM LACTACAO

Foram elaboradas fichas de anotacdes de todos os tratamentos realizados nos
animais. As fichas incluiram dados como: identificagdo do animal, data de tratamento,
medicamento utilizado e vias de administracao.

Durante o periodo de tratamento até o término do periodo de caréncia recomendado,

os animais em tratamento foram ordenhados em separado ¢ o leite descartado.

Tratamento intramamario

A aplicacdo dos tratamentos intramamadrios foi realizada com seringas e canulas
individuais que acompanham cada produto. Os medicamentos foram aplicados sempre apds
a ordenha completa da glandula e anti-sepsia da extremidade dos tetos com algodao
embebido em alcool iodado. Foram seguidas as recomendagdes técnicas dos fabricantes

quanto ao uso, posologia e periodo de descarte (Tabela 4).



Tratamento sistémico

O tratamento sist€émico consistiu na aplicagdo intramuscular profunda do
antimicrobiano, conforme instru¢do do fabricante. Foram utilizadas seringas (40 ml) e
agulhas (40 X 12) descartaveis e seguidas as recomendacdes técnicas dos fabricantes

quanto ao uso, posologia e periodo de descarte (Tabela 4).

TRATAMENTO DE VACA SECA

Todos os tratamentos de vaca seca foram realizados por via intramamadria com
seringas e canulas individuais que acompanham cada produto. Os medicamentos foram
aplicados sempre apds anti-sepsia da extremidade dos tetos com algoddo embebido em
alcool iodado. Foram seguidas as recomendagdes técnicas dos fabricantes quanto ao uso,

posologia e periodo de descarte (Tabela 4) O periodo seco médio foi de 65 dias.

COLHEITA DAS AMOSTRAS

Para o teste de residuo de antimicrobianos foram colhidas amostras imediatamente
apos o periodo de caréncia estipulado pelo fabricante de todos os quartos tratados e alguns
ndo tratados para controle. Antes da ordenha dos animais, os tetos foram lavados e secos
individualmente, com papel toalha descartavel. O leite foi colhido em tubos de ensaio
estéreis (16x160 mm). O volume das amostras foi de aproximadamente 5 ml. As amostras
foram congeladas até o momento da andlise, uma vez que em avaliagdes preliminares,
realizadas em 10 amostras, submetidas em paralelo ao resfriamento e ao congelamento e
analisadas pelo teste de deteccdo de residuos (Delvotest ®) ndo se verificou interferéncia

do congelamento sobre o teste.



TESTES PARA DETECCAO DE RESIDUOS DE ANTIMICROBIANOS

As andlises foram realizadas com teste microbioldgico comercial (Delvotest® SP -
Gis brocades Food Ingredients, Inc., Netherlands). O teste obedeceu a seguinte
metodologia: foram adicionados volumes de 0,1 ml das amostras de leite em ampolas
(Delvotest®) com B. stearothermophilus var. calidolactis, em meio de agar com indicador.
Estas ampolas permaneceram em banho-maria a 64°C £ 0,5°C por 3 horas, segundo a
recomendacao técnica, sempre acompanhada de controle negativo. Apds este periodo foram
realizadas as leituras e consideraram-se positivos os testes que ndo apresentaram uma
mudanca da cor purpura para amarela, conforme ocorreu com o controle.

Em relacdo as amostras dos animais tratados no periodo seco, foram analisadas
somente apos a fase colostral, pois, embora ndo seja descrito na literatura ndo é possivel
avaliar a presenga de residuo pelo uso do Delvotest em colostro, pois € rico em substancias
antimicrobianas naturais e apos o aquecimento prévio para eliminar estas substancias a
amostra solidifica-se.

Para evitar a ocorréncia de falso-positivos, pela interferéncia de substancias
antimicrobianas naturais do leite (lisozima, lactoferrina), as amostras dos animais tratados
foram aquecidas a 80°C por 5 minutos em banho-maria, antes dos testes (RAIA, 2001;

RAIA et al., 2003).

ANALISE ESTATISTICA
A andlise estatistica foi realizada pelo teste de Fisher utilizando-se o “Software

Instat GRAPHPAD”.



5. RESULTADOS

Os resultados obtidos no presente estudo sdo apresentados nas Tabelas 5 a 14.

A Tabela 5 apresenta os dados referentes a avaliagdo da influéncia de fatores
fisiologicos, como volume de producao no momento do tratamento sobre a ocorréncia de
residuos no leite ap6s periodo de caréncia. Verificou-se que animais com produg@o superior
a 20 litros apresentaram uma menor ocorréncia de residuos no leite (39,5%) em relacdo ao
grupo de animais com produg¢do igual ou inferior a 20 litros de leite por dia (70,7%), e a

diferenca foi significante (P < 0,0001).

Tabela 5. Influéncia da produgdo leiteira na persisténcia de residuos de antimicrobianos ao
término do periodo de caréncia estabelecido pelo fabricante, no leite de vacas tratadas por

diferentes vias e diversos antimicrobianos.

Produgdo Animais

total positivo % positivo negativo
Total tratados <20 L 106 75 70,7 31
Total tratados>20 L 81 32 395% 49
Total 187 107 57,2 80

Teste de Fisher

P < 0,0001 significante.

Na Tabela 6 estdo agrupados os resultados da avaliagdo da influéncia do processo
inflamatorio sobre a ocorréncia de residuos, em amostras de leite de vacas leiteiras em
lactacdo tratadas por diferentes vias com medicamentos a base de betalactimicos e
aminoglicosideos. Verificou-se que a ocorréncia de residuos de antimicrobianos no leite de
animais tratados com mastite clinica (47,7%) foi maior do que nos animais com mastite
subclinica (34,9%), P = 0,0381. Quando comparada a ocorréncia de residuos de
antimicrobianos no leite de animais com mastite clinica (47,7%), com a ocorréncia em
animais sem processo inflamatoério na glandula maméria (9,5%) (grupo controle), houve
uma diferenca estatisticamente significante, P = 0,0008. Também, a ocorréncia de residuos
de antimicrobianos no leite de animais com mastite subclinica foi maior do que nos animais

sem processo inflamatorio na glandula mamadria (grupo controle), P = 0,0209.



Tabela 6. Influéncia do processo inflamatério, mastite, na persisténcia de residuos de
antimicrobianos no leite de vacas tratadas por diferentes vias, com a utilizacdo de

medicamentos aminoglicosideos e betalactamicos, além do periodo recomendado para

descarte.
Processo inflamatorio Animais Quartos

total positivo % positivos negativo
Mastite Clinica 183 193 92 47,7*° 101
Mastite subclinica 48 106 37 34,9 69
Auséncia de mastite 13 21 2 9,50¢ 19
total 244 320 131 40,9 189

Teste de Fisher
P =0,0381, tendéncia
bp = 0,0008, extremamente significante
P = 0,0209, significante

Na Tabela 7 estdo apresentados os resultados referentes a avaliagdo da influéncia do
grupo farmacologico do antimicrobiano utilizado no tratamento de mastite em vacas em
lactacdo, na ocorréncia de residuo no leite por periodo além do preconizado para descarte
pela industria farmacéutica responsavel. Observou-se que a ocorréncia de residuos em

animais tratados com aminoglicosideos (50%) foi estatisticamente maior que nos animais

tratados com betalactamicos (34,9%), P = 0,0495.

Tabela 7. Residuo de antimicrobiano ao término do periodo de caréncia estabelecido pelo
fabricante, no leite de vacas em lactacdo com mastite, tratadas por via intramamaria,
sistémica e combinagdo de vias, com diferentes grupos farmacologicos (aminoglicosideos,

betalactamicos e associacao).

Grupos de antimicrobianos Animais Quartos

total positivo % negativo
Aminoglicosideos ' 59 80 40 50° 40
Betalactamicos’ 86 103 36 34,9° 67
Associagdo aminoglicosideo e 86 116 53 45,8 63
betalactimico’
total 231 299 129 43,1 170

'Aminoglicosideos: Gentocin® intramamario, Gentatec®

?Betalactimicos : Mamyzin P® injetavel, Vetimast® intramamario, Cobactan intramamério ®, Cobactan injetavel ®
3 Associagdo de antimicrobianos: Agrovet® PS, Agrovet 5.000.000, Mamyzin M® intramamario.

Teste de Fisher

P =0,0495, significante



Na Tabela 8 estdo apresentados os resultados da avaliagdo da influéncia do grupo
farmacolodgico utilizado na terapia de vaca seca, na ocorréncia de residuo no pds-parto apds

terapia de vaca seca. Nao foram detectadas diferencas entre os diversos tratamentos.

Tabela 8. Residuo no pds-parto, no leite dos quartos dos animais submetidos ao tratamento

de vaca seca, ao término do periodo de caréncia previsto pelo fabricante.

Grupos de antimicrobianos Animais Quartos

total positivo % negativo
Aminoglicosideos ' 15 60 17 28,3 43
Betalactamicos’ 29 114 25 21,9 89
Associacdo aminoglicosideo e 35 137 30 21,9 107
betalactimico’
total 79 311 72 23,2 239

Teste de Fisher

! Mastifin® vaca seca

2 Cepravin® vaca seca

3 Mamizyn S® vaca seca)

Na Tabela 9, 10, 11 e 12 estdo apresentados os dados da presenga de residuos de
antimicrobianos no leite de glandulas mamarias de animais submetidos ao tratamento com
diferentes medicamentos a base de aminoglicosideo ou betalactamico ou formula¢des que
associam aminoglicosideo e betalactimico, administrados por via sistémica, intramamaria

ou combinag¢do de ambas.

Ao serem avaliados outros fatores farmacoldgicos, como as vias de administragao
de medicamentos com aminoglicosideos, betalactamicos ou formulagdes comerciais com
associacdo de ambos sobre a presenca de residuos no leite apos o periodo recomendado
para descarte (Tabela 9), foi verificado diferenca estatisticamente significante de residuo de
antimicrobiano nas glandulas mamarias tratadas pela combinagdo de vias
concomitantemente (76,7%) em relacdo a via intramamaria (41,9%) e sistémica (31,7%)

(P=10,0009 e P < 0,0001 respectivamente).



Tabela 9. Residuo, ao término do periodo de caréncia estabelecido pelo fabricante, no leite
de vacas com mastite em lactagcdo, tratadas por diversas vias de administracdo com

aminoglicosideos ou betalactdmicos ou formulagdes comerciais com associacao de ambos.

Animais Quartos
Via de administracio total positivo % positivo  negativo
Intramamaria 150 155 65 41,9% 90
Sistémica 59 101 32 31,7° 69
Combinacao de vias 22 43 33 76,7 10
total 231 299 130 43,5 169

Teste de Fisher
P =0,0009, significante
°P < 0,0001, extremamente significante

Na Tabela 10, verificam-se diferengas significantes, quando comparada a presenga
de residuo no leite de vacas em lactagdo com mastite tratadas com aminoglicosideos por via
sistémica (12,9%) em relagdo a combinagdo de vias (93,7%) (P <0,0001) e em relagdo a via

intramamaria (66,7%) (P < 0,0001).

Tabela 10. Residuo, ao término do periodo de caréncia estabelecido pelo fabricante, no leite

de vacas com mastite em lactagdo, tratadas com aminoglicosideo por diversas vias de

administracao.

Animais Quartos
Via de administra¢do total positivo % positivo  negativo
Intramamaria ' 33 33 22 66,7 11
Sistémica 2 15 31 4 12,9 27
Combinacdo de vias'*? 11 16 15 93,7° 1
total 59 80 41 51,2 39
'Gentocin intramamario
Gentatec

Teste de Fisher
P < 0,0001, extremamente significante
bp < 0,0001, extremamente significante

Observa-se na Tabela 11 que houve uma diferenga estatistica significante em
relacdo a presenga de residuo de antimicrobianos no leite de animais tratados com
betalactamicos, por via intramamaria (32,8%) ou por via sistémica (25%) em relagdo a

combinagdo de vias (100%) (P =0,0009 e P =0,0004).



Tabela 11. Residuo, ao término do periodo de caréncia estabelecido pelo fabricante, no
leite, de vacas em lactacdo com mastite, tratadas com betalactamicos por diferentes vias de

administracdo, Sao Paulo. 2006.

Animais Quartos
Via de administracio total positivo % positivo  negativo
Intramamaria ' 63 64 21 32,8° 43
Sistémica > 18 32 8 25° 24
Combinacdo de vias ' 5 7 7 100 0
total 86 103 36 34,9 67

"Wetimast® intramamério, Cobactan intramamario ®
*Mamyzin P® injetavel, Cobactan injetivel ®
Teste de Fisher

* P =0,0009, extremamente significante

P =0,0004, extremamente significante

Em relagdo ao tratamento simultdneo por duas vias de administragdo com o mesmo
antimicrobiano, as amostras de leite de animais tratados com aminoglicosidios
apresentaram 93,7% de residuos (Tabela 10) enquanto aquelas de animais tratados com

betalactamicos apresentaram ocorréncia de 100% (Tabela 11).

Na Tabela 12 observa-se que nao houve diferenca estatistica significante na
ocorréncia de residuo de antimicrobiano no leite entre as diferentes vias de aplicacdo
(intramamaria, sistémica e a combina¢cdo de ambas), quando os medicamentos utilizados

continham na suas formulagdes a associagdo de betalactamicos e aminoglicosideos.

Tabela 12. Avaliacdo de residuo no leite, ao término do periodo de caréncia estabelecido
pelo fabricante, de vacas com mastite tratadas na lactagdo com medicamentos comerciais

formulados a base da associacao de betalactdmico e aminoglicosideo, por diferentes vias de

administracao.

Animais Quartos
Via de administraggo total positivo % positivo  negativo
Intramamaria ' 54 58 22 37,9 36
Sistémica * 26 38 20 52,6 18
Combinacdo de vias® 6 20 11 55 9
total 86 116 53 457 63

'Mamyzin M® intramamario
? Agrovet® PS, Agrovet 5.000.000

3 Mamyzin M® intramamario, Mamyzin P® injetavel
Teste de Fisher



Na Tabela 13 ao se comparar a ocorréncia de residuos nas glandulas mamarias dos
grupos tratados com medicamentos comerciais na secagem com 0s grupos tratados na
lactagdo, com o mesmo principio ativo, evidenciou que houve maior ocorréncia de residuos
nos grupos tratados em lactagdo (41,9%) que nos grupos tratados na secagem (23,2%) e a
diferenca foi estatisticamente significante (P < 0,0001). Isso foi observado, nos grupos
tratados com aminoglicosideos (gentamicina) (P = 0,0004), naqueles tratados com
betalactamicos.(P=0,087) e tratados com a associacdio de aminoglicosideos e

betalactamicos (P = 0,0326).



Tabela 13. Comparacdo entre tratamento de vaca seca e em lactagdo, em relagdo ao nivel de residuo de antimicrobianos, ao término do

periodo de caréncia no leite, de quartos de vacas com mastite clinica tratadas por via intramamaria.

Grupos de antimicrobianos Animais Quartos
total total total total positivo positivo % % negativo  negativo
seca lactacdo seca lactacdo seca lactacdo seca lactagdo seca lactacdo
Aminoglicosideos ' 15 33 60 33 17 22 28,3°% 66,7% 43 11
Betalactamicos’ 29 63 114 64 25 21 21,9° 32,8° 89 43
Associagdo aminoglicosideo e 35 54 137 58 30 22 21,9°¢ 37,9°¢ 107 36
betalactimico’
total 79 150 311 155 72 65 232¢ 41,9¢ 239 90

"Mastifin® vaca seca

2 Cepravin® vaca seca, Cobactan intramamario ®, Vetimast® intramamario
*Mamizyn S® vaca seca, Mamyzin M® intramamario

Teste de Fisher

P =0,0004, extremamente significante

® P =0,0087, muito significante

“P =0,0326, significante

4P <0,0001, extremamente significante



Os dados apresentados na Tabela 14 permitem a analise da influéncia de diferentes
farmacos na presenca de residuos no leite de vacas com mastite clinica tratadas por via
intramamaria. Desta forma, observa-se diferenca estatistica na ocorréncia de residuos no
leite de vacas tratadas com gentamicina (68,9%) em relagdo as tratadas com cefalosporinas
(39,3%) (P = 0,0033) e as tratadas com associagdo de aminoglicosideos e betalactamicos
(penetamato, diidroestreptomicina e neomicina) (32,6%) (P = 0,0009). Nas que receberam
tratamento com cefalosporinas (39,3%) os resultados foram diferentes quanto as tratadas
com associacdo aminoglicosideos e betalactdmicos (penetamato, diidroestreptomicina e
neomicina) (32,6%) (P = 0,0442). Por sua vez, entre as associacdes também foram
detectadas diferengas significantes nas glandulas mamarias tratadas com penicilina
associada a estreptomicina (63,3%) em relagdo as tratadas com a associa¢do penetamato,

diidroestreptomicina e neomicina. (32,6%) (P = 0,0105).

Tabela 14. Avaliagdo da ocorréncia de residuo de antimicrobianos, ao término do periodo
de caréncia no leite, de vacas com mastite clinica tratadas na lactacdo em relagao aos

diferentes grupos de antimicrobianos.

Grupos de antimicrobianos Quartos
total positivo % negativo

Aminoglicosideos' 45 31 68,9%" 14
Cefalosporinas’ 61 24 39,3%¢ 37
Benzilpenicilina & 30 19 63,3 11
estreptomicina’

Penetamato & estreptomicina* 49 16 32,64 33
Total 185 90 47,9 95

& = associagdo

' Aminoglicosideos: Gentocin® intramamario Gentatec®

“Penetamato: Mamyzin P® injetavel

3 Cefalosporinas: Vetimast® intramamario, Cobactan intramamario ®; Cobactan intramamario, Cobactan sistemico, Pathozone
“Benzilpenicilina associada a estreptomicina: Agrovet® PS, Agrovet 5.000.000
*Penetamato associado a estreptomicina Mamyzin M® intramamario

Teste de Fisher

*P =0,0033, muito significante

P =0,0009, extremamente significante

° P =0,0442, significante

4P =0,0105, significante



6. DISCUSSAO

Whittem, Hanlon (1997b), destacaram que as exportagdes de produtos derivados de
animais, na Nova Zelandia, podem ser seriamente prejudicadas pela presenga de residuos
de antimicrobianos. Na India, Dutta et. al (2001) relataram que apds a implantagio de
acordos internacionais (World Trade Organization) o Pais passou a exportar produtos de
origem animal, especialmente leite e derivados. Os pesquisadores ressaltaram uma grande
necessidade de melhorar a qualidade do leite, mantendo-o livre de contaminantes, incluindo

antibioticos.

No Brasil, o PNMQL, como referido na introdugdo, foi criado com o objetivo de
possibilitar avancos no setor lacteo brasileiro o que envolve pontos criticos de ordem social
e econdmica. O programa estd baseado nos seguintes parametros: implantagdo do
resfriamento/granelizagdo no estabelecimento e de limites para diminui¢do gradativa da
contaminagdo do leite por microrganismos, reducdo do numero de células somaticas por
mililitro de leite e auséncia de residuos de antimicrobianos. A globalizag¢do exige que sejam
adotadas, de imediato, medidas que permitam inserir a producdo leiteira brasileira no
mercado internacional. Por outro lado, o impacto da implementacao destas medidas
provoca muita preocupacio. E uma situagdo polémica que envolve muitos interesses,
muitas vezes, conflitantes que deverdo ser harmonizados. A melhoria do setor lacteo
permitird alcancar a modernizagdo do agro-negocio leite e obtengdo de produtos de
qualidade internacional.

Um leite de alta qualidade apresenta como caracteristicas: sabor agradavel, alto
valor nutritivo, auséncia de patégenos e contaminantes, reduzida carga microbiana, baixa

contagem de células somaticas (CCS) e auséncia de residuos de antimicrobianos.

Em relagdo a ocorréncia de residuos foi objetivo deste estudo avaliar alguns fatores
fisiologicos, clinicos e farmacologicos para verificar o potencial destes como fatores

determinantes secundarios endégenos ou exogenos.

Determinantes sdo multiplos fatores que contribuem para a ocorréncia de um
evento. O conhecimento dos determinantes facilita a identificagdo das situacdes mais
sujeitas a ocorréncia deste, bem como, as populagdes mais susceptiveis. O conhecimento

dos fatores determinantes de um evento ¢, portanto, um pré-requisito para a prevencao e



controle, constituindo um elemento auxiliar no diagnostico de situacdo (THRUSFIELD,

2004)

Os determinantes sdo classificados como: primario ou secundario; intrinsecos ou
extrinsecos. Os determinantes primarios sdo aquelas variagdes que exercem um maior
efeito na indugdo do evento, freqiientemente, sdo as chamadas causas necessarias. Alguns
determinantes sao secundarios, na auséncia da causa necessaria nao sao suficientes para que
ocorra o evento, mas contribuem de forma decisiva para uma maior probabilidade da

ocorréncia do mesmo.

Analisado desta forma, indubitavelmente a administragdo de antimicrobianos
constitui o determinante primario para a presen¢a de residuos, ¢ um determinante primario
extrinseco ou exdgeno. Os determinantes secundarios ndo exercem efeito isoladamente,
mas interagem para induzir o fendmeno. A interacdo entre os fatores pode ser aditiva,
sinérgica ou ndo. Dois ou mais fatores podem interagir e produzir um efeito maior que o

esperado quando atuam isoladamente, isto ¢, sinergismo.

Mastite ¢ a mais freqiiente causa para o uso de antimicrobianos em rebanhos
leiteiros (GRAVE et al. 1999), portanto, tem-se a interagdo de um fator determinante

primario exogeno farmacologico e um secundario endogeno clinico.

Outro tipo de interacdo ¢ o efeito potencializado da combinacdo entre fatores

enddgenos, como fisioldgicos e clinicos.

Desta forma, a produgado leiteira didria dos animais foi avaliada, no presente estudo,
como determinante secundario entre os fatores fisiologicos. Observou-se que, os animais
com menor produgdo leiteira (< 20L/dia) apresentaram uma maior ocorréncia de residuos

no leite (70,7%).

Smith et al., (2004) com base em resultados e na “Food Animal Residue Avoidance
Databank” (FARAD) recomendaram que o leite de vacas com produgdo menor do que 30
libras/dia (cerca de 15L/dia), seja testado apds 7 dias do tratamento com ceftiofur antes de
ser liberado para consumo, pois vacas que produzem pequenos volumes de leite podem ter
um periodo de caréncia mais prolongado. Esta observacdo de Smith et al. (2004) corrobora

com os dados obtidos no presente estudo, em relagcdo ao volume de produgao.



Entre os fatores clinicos, verificou-se que a presenga do processo inflamatoério na
glandula mamaria, assim como, a sua intensidade, mastite clinica ou subclinica, sdo fatores
determinantes, para a ocorréncia de residuos no leite. Este ponto foi demonstrado no
presente estudo em que os animais, tratados com antimicrobianos, com mastite clinica
apresentaram maior ocorréncia de residuos (47,7%) em relagdo aos animais com mastite
subclinica (34,9%). E, por sua vez, nos animais tratados sem mastite verificou-se que a
ocorréncia de residuos foi muito mais baixa (9,5%). E, quando comparados os niveis de

positividade as diferengas foram estatisticamente significantes.

Ora, ao se analisar em conjunto ambos os fatores (volume de produgdo e presenga
de mastite), evidéncia-se a ocorréncia de uma interacdo que se caracteriza como aditiva ou
mesmo sinérgica, particularmente ao se ponderar que um dos principais sintomas da mastite
¢ a diminui¢ao da produgdo do leite. Além disso, o processo inflamatorio por ativagdo da
cascata do 4cido aracdonico interfere com a difusdo e persisténcia do antimicrobiano no
parénquima (referéncia). Deste modo, a persisténcia de residuo de antimicrobiano no leite ¢
amplamente influenciada pelo processo inflamatorio, ja que este modifica os constituintes
do leite, devido a alteracdo de permeabilidade e reduz o volume produzido pela glandula

mamaria.

Os resultados do presente estudo corroboram com Raia (2001) que ja demonstrara a
influéncia do processo inflamatorio na presenca de residuos de antimicrobianos no leite,

além do periodo de caréncia.

Fatores farmacologicos avaliados como grupos de antimicrobianos e vias de

administracdo, sdo fatores determinantes ex6genos que interagem.

\

Os resultados referentes a avaliagdo da influéncia de grupos farmacolédgicos de
antimicrobianos, utilizados no tratamento de mastite em vacas em lacta¢do, na ocorréncia
de residuo no leite demonstraram diferencas significantes. Assim, foi observado que a
ocorréncia de residuos em animais tratados com aminoglicosideos (50%) foi

estatisticamente maior (P = 0,0495) que nos animais tratados com betalactamicos (34,9%).

Estes resultados demonstraram que embora a eficdcia do uso terapéutico de
aminoglicosideos, como a gentamicina, tenha sido comprovada na mastite bovina em

diversos trabalhos nacionais e estrangeiros (ARAUJO et al., 1992; LANGONI, et al.,



2000a; PRESCOTT at al., 2000a; ERSKINE et al., 2002) os fabricantes devem reavaliar o
periodo de caréncia, uma vez que, antes do lancamento do produto as interagdes de fatores
determinantes muitas vezes ndo sdo levados em consideragdo nos testes preliminares de

farmacocinética.

Em relagdo a avaliagdo da influéncia do grupo farmacolédgico utilizado na terapia de
vaca seca, quanto a ocorréncia de residuo de antimicrobiano no leite no pds-parto,
respeitado o intervalo preconizado que corresponde ao periodo colostral e periodo de
descarte do leite recomendado pelo fabricante, ndo foram detectadas diferencas entre os
diversos tratamentos. Estes resultados corroboram com os de Fagundes (2004) e Fagundes

et al. (2005).

Pyordld (2002) elaborou uma revisdo sobre tratamentos de mastite e discutiu
aspectos como a importancia da via de administragdo na eficacia do tratamento, porém em
estudos clinicos comparativos, ndo foi demonstrada nenhuma diferenga de eficacia entre o

tratamento sistémico € intramamario com o mesmo antibiético.

Ao serem avaliados outros fatores farmacoldgicos, como as vias de administracdao
dos medicamentos, sobre a presenca de residuos no leite ap6s o periodo recomendado para
descarte, foi verificado que houve diferenca estatisticamente significante (P = 0,0009) de
residuo de antimicrobiano nas glandulas mamarias tratadas por via intramamaria (41,9%)
em relagdo a combinacdo de vias e a diferenca entre os tratados por via sistémica (31,7%) e
os tratados pela combinacgdo de vias concomitantemente (76,7%) também foi significante (P
= 0,0009). Da mesma forma foi significante a diferenca na ocorréncia de residuos nas
glandulas mamarias tratadas por via sistémica (31,7%) quando se utilizou o tratamento
combinado, isto ¢, medicamentos do mesmo grupo farmacoldgico por ambas as vias (P <

0,0001) (Tabela 9).

Ainda em relacdo a influéncia das vias de administracdo, a analise dos resultados
apresentados, na Tabela 10 e 11, demonstrou que os animais submetidos ao tratamento
simultaneo por duas vias de administracdo apresentaram alta ocorréncia de residuos, com
aminoglicosideos, gentamicina, 93,7% (Tabela 10). E a administra¢do dos betalactimicos
concomitante por via intramamaria e sistémica, determinou uma ocorréncia de 100% de

residuos (Tabela 11). Ao se confrontar estes resultados foram verificadas diferencas



significantes, quando comparados com os tratados pela administragdo por uma s6 via, tanto
os tratados por aminoglicosideos (P <0,0001), como os por betalactimicos, por via
intramamaria ou por via sistémica em relagdo a combinacdo de vias (P = 0,0009 e P =
0,0004). Os tratados com aminoglicosideos, por via intramamadria apresentaram mais
residuos (66,7%) que os tratados apenas por via sistémica (12,9%) e a diferenga foi

significante. (P < 0.0001) (Tabela 10).

Pedersoli et al.(1995) que também avaliaram a administragdo de gentamicina
simultanea por via sistémica e intramamaria observaram um periodo de eliminagdo

prolongado, aproximadamente 228 horas apos o tltimo tratamento.

Gehring et al. (2005) referiram que existem poucos estudos na literatura que tornam
possivel determinar o periodo de caréncia de medicamentos com uso ndo previsto em bula.
Estes autores também destacaram que a persisténcia de residuos de aminoglicosideos
parece variar e depender de numerosos fatores tais como a formulacdo utilizada, a dose
administrada, o intervalo entre doses, a satde e fatores fisiologicos.

Bases organicas, apds a administragdo parenteral tendem a acumular no leite na
forma ionizada e mantém uma concentragio mais alta que no sangue (PYORALA, 2002). E
o caso de antimicrobianos como o penetemato. Ao contrario, acidos fracos concentram-se
mais no sangue e menos no leite (PRESCOTT et al., 2000a). E o que provavelmente
ocorreu com o grupo tratado com gentamicina, administrada por via sistémica, no qual
foram observados os menores niveis de ocorréncia de residuos (12,9%); a gentamicina
sistémica ndo se difunde adequadamente para a glandula mamaria. Por outro lado, a
administracdo deste antimicrobiano por via intramamaria apresentou maior nimero de

amostras com residuo (66,7%) além do periodo de caréncia.

Quando se avaliou a influéncia das vias de administracdo utilizando-se
medicamentos comerciais que apresentaram em sua formulacdo uma associa¢do de
aminoglicosideos e betalactamicos, ndo foram detectadas diferencas significantes entre as
vias de administragdo e tampouco entre estas e a administragdo simultanea por ambas as

vias. (Tabela 12)

A comparacdo da ocorréncia de residuos nas glandulas mamadrias dos grupos

tratados com medicamentos comerciais na secagem com os grupos tratados na lactagdo,



com o mesmo principio ativo, evidenciou que houve maior ocorréncia de residuos nos
grupos tratados em lactagdo (41,9%) que nos grupos tratados na secagem (22,3%) e a
diferenca foi estatisticamente significante (P<0,0001). Isso foi observado tanto nos grupos
tratados com aminoglicosideos (gentamicina) (P = 0,0004), como naqueles tratados com a
associacdo de aminoglicosideos e betalactamicos (P = 0,0326). O mesmo ocorreu com 0s
tratados com betalactamicos (P=0,087) (Tabela 13). Este fato que pode estar relacionado
com fatores determinantes fisiologicos, como estdgio de involucdo da glandula mamaria,
durante o periodo seco. Outra explicagdo seria o maior intervalo entre tratamento e a
avaliacdo. Dever-se-ia, entretanto, considerar que também houve uma evolugdo dos
veiculos de absorcdo lenta, que na atualidade determinam maior persisténcia do
medicamento na glandula mamadria, ao redor de sessenta dias, que € o intervalo ideal entre

lactagdes.

A andlise em separado dos diferentes principios ativos administrados em vacas no
periodo de lactagdo com mastite clinica, por via intramamaria, demonstrou a influéncia dos
farmacos na presenga de residuos no leite. Desta forma, verificou-se diferenca estatistica
nas tratadas com gentamicina das com cefalosporinas (P = 0,0033) e também diferiram das
submetidas a associa¢do farmacoldgica de aminoglicosideos e betalactamicos (penetamato,
diidroestreptomicina e neomicina) (P = 0,0009). Nas que receberam tratamento com
cefalosporinas os resultados foram diferentes quanto as tratadas com associagdo
aminoglicosideos e betalactdmicos (penetamato, diidroestreptomicina e neomicina) (P =
0,0442). Por sua vez, entre as associacdes também foram detectadas diferengas
significantes nas glandulas mamarias tratadas com penicilina associada a estreptomicina em
relagdo as tratadas com a associacdo penetamato, diidroestreptomicina e framicetina. (P =

0,0105) (Tabela 14)

Em relagdo a utilizagdo de associagdes no tratamento de mastite bovina hé posicdes
conflitantes. Assim, apesar da base teérica para o uso destas ser a ampliacdo de espectro ¢ a
acdo sinérgica contra certos microrganismos, alguns autores argumentam que, nao foi
devidamente comprovada em protocolos clinicos de tratamento de mastite bovina, a
superioridade da formulagdo betalactimicos associados aos aminoglicosideos (TAPONEN
et al., 2003). Nos Estados Unidos as associagdes deste tipo foram retiradas do mercado ha

alguns anos, devido as restricdes impostas pela Food and Drug Administration. Entretanto,



na Unido Européia e em varios paises estas sdo amplamente utilizadas no tratamento de
mastite.

De acordo com alguns autores (PYORALA, 2002; SMITH et al., 2005), para uma
grande parte dos antimicrobianos utilizados no tratamento de mastite foram realizados
estudos farmacocinéticos bem planejados, conduzidos para definir o periodo de descarte
apropriado do leite, enquanto que, para outros as recomendacgdes foram formuladas com
base em dados limitados. Portanto, para se garantir a seguranca alimentar e evitar residuos
de antimicrobianos ¢ extremamente importante que veterindrios e fazendeiros mantenham
registros confidveis de todos os animais tratados no rebanho, ndo apenas dos casos de
mastite e que sejam obedecidos os periodos recomendados de descarte de leite. Os autores
citados também preconizaram, que fazendeiros sejam orientados e treinados para realizar
testes de deteccdo de residuos na propriedade. Os resultados obtidos neste estudo

corroboraram com as recomendacgdes dos referidos autores.

Algumas situacdes verificadas nas condi¢des brasileiras merecem especial atengao,
este ¢ o caso das informagdes técnicas que acompanham alguns produtos veterinarios, as
quais muitas vezes apresentam incongruéncias e mesmo incoeréncias, como ilustrado na
Tabela 4. Além disso, usualmente os procedimentos ndo estdo descritos de forma clara. Por
exemplo, em relagdo ao periodo de descarte do leite apos final do tratamento, ndo existe
uma padronizag¢ao quanto ao tipo e a forma das informag¢des fundamentais disponibilizadas
nas bulas, que permita uma orientagdo mais segura para utilizagdo adequada do
medicamento. Estas deficiéncias podem induzir a erros no descarte do leite dos animais
tratados, contribuindo também para o aumento da ocorréncia de residuos no leite, além dos

fatores fisiologicos, clinicos e farmacologicos analisados na presente pesquisa.

O exposto revela a necessidade da adogdo de medidas rigorosas pelas autoridades
responsaveis para coibir estas irregularidades que afetam direta e indiretamente os animais,
os produtores, os consumidores e comprometem a expansao do agro-negdcio do setor

leiteiro e as exportacdes do leite e derivados.



7. CONCLUSOES

O objetivo da presente pesquisa foi avaliar alguns fatores fisioldgicos, clinicos e
farmacoldgicos, determinantes da ocorréncia de residuos de antimicrobianos no leite. Com
esta finalidade foram estudados diferentes protocolos terapéuticos, comumente usados no
tratamento de mastite bovina.

Entre os fatores determinantes avaliados em relacdo a ocorréncia de residuo de
antimicrobianos no leite apos o periodo de caréncia, isto ¢, periodo de descarte do leite
posterior a administracdo do tratamento, os resultados do presente estudo permitiram

concluir que:

O volume de producdo leiteira da glandula mamédria tratada constituiu
importante fator fisiol6gico na ocorréncia de residuo apds periodo de caréncia, pois foi
verificado que animais com maior produg¢do, superior a 20 litros, apresentaram uma menor
ocorréncia em relagdo ao grupo de animais com producdo igual ou inferior a 20 litros de

leite por dia e a diferenca foi significante.

O processo inflamatdrio da glandula mamaria, mastite, ¢ fator clinico que
contribuiu para com uma maior presenca de residuos de antimicrobianos apds o periodo

recomendado para descarte do leite.

Em relacdo aos fatores farmacoldgicos, como as vias de administragdo e grupos
farmacoldgicos dos antimicrobianos foi possivel concluir, pelos resultados obtidos que,
estes fatores exercem influéncia sobre a presenga de residuos no leite apds o periodo

recomendado para descarte.

Em relagdo a influéncia dos grupos farmacologicos de antimicrobianos utilizados
no tratamento de mastite em vacas em lactagdo, os resultados da ocorréncia de residuo no
leite, permitiram concluir que s3o fatores determinantes, pois apresentaram diferengas
significantes. No presente estudo foi observado maior nivel de residuos nos grupos tratados
com gentamicina em relacdo aos tratados com betalactamicos. Entre as associacdes de
aminoglicosideos e betalactdmicos detectou-se maior nivel de residuos nas associagdes de

penicilina com estreptomicina.



Em relacdo a administracdo terapéutica de medicamentos, com o mesmo principio
ativo, na secagem, fase de involucdo das glandulas mamarias, comparada com os grupos
tratados na lactacdo, glandulas mamadrias em fase de producgdo, evidenciou-se que houve
maior ocorréncia de residuos, apds periodo de caréncia, nos em lactacdo que nos grupos

tratados na secagem, e a diferenca foi estatisticamente significante.
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