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RESUMO

A incidéncia e a prevaléncia de infecgdes do ubere bovino no Parana tém
apresentado constantes aumentos. A resisténcia dos agentes infecciosos a
antibioticos como os betalactamicos e outros, assim como a forma com que
colonizam a glandula mamaria, e a associa¢ao de outros microrganismos, tém
sido fatores determinantes, para causar grandes prejuizos econdmicos.
Objetivando solucionar este problema, se testou o produto P22-P32 com
antimicrobianos alternativos obtidos de microorganismos por meio de
processos biotecnoldgicos. Os testes foram realizados em 76 casos de mastite
cronica usando como controle 76 casos que receberam apenas placebo,
totalizando 152 casos. Estudos microbioldégicos confirmaram a presenca de
Staphylococcus aureus e a existéncia de leveduras, favorecendo a propagacéo
da doenca nos rebanhos. O produto aplicado em trés doses sucessivas reduziu
a infeccdo em 75,2% dos animais medicados. Os porcentuais de lactose e o
volume de producédo se elevaram com a redugéo da infec¢do, enquanto os de
proteina e gordura mantiveram-se estaveis. O uso deste novo produto constitui
um novo conceito de tratamento para reduzir a incidéncia e prevaléncia da
mastite, sem incrementar 0s processos de resisténcia bacteriana aos
antibidticos mais usuais na clinica veterinaria.
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INTRODUCAO

A mastite é definida como uma reacao inflamatéria (FIGUEIREDO et al., 1995)
da glandula mamaria e pode ser classificada em infecciosa, traumatica e tdxica
(IDF 1987 e ANDERSON et al., 2006) e reduzem a producdo leiteira e
provocam mudancas na sua composicdo (COMPTON et al., 2007, a e b).
Existe nas formas clinicas e subclinicas (BRAMLEY et al., 1996).
Microrganismos Gram positivos e Gram negativos (FERREIRO et. al., 1981)
invadem a glandula mamaria aumentando o numero de Células Sométicas no
leite (BURVENICH et al.1995 e DETILIEUX, 2004) e influenciam o estado
infeccioso do Ubere (RENEAUX, 1986, HARMON 1994).

Os métodos de diagnodstico (INTERNATIONAL DAIRY FEDERATION, 1987 e
1991; FERNANDES, 2006) das mastites subclinicas incluem exames
microbioldgicos, California Mastitis Test (CMT) (SCHALM & NOORLANDER,
1957) e a contagem de células somaticas (CCS) (PHILPOT & NICKERSON,
1991, GALIERO & MORENA, 2000).

Em adicdo o uso de antibidticos para reduzir e controlar a mastite tem
provocado processos de resisténcia nos microrganismos causadores da
doenca. Moléculas naturais produzidas por microorganismos podem ser
utilizadas na elaboracédo de preparacdes antimastiticas (FITZGERALD et al.,
2000). A atividade destas moléculas ndo esta esclarecida atualmente, mas sao
grande promessas no combate as infec¢cdes do Ubere, podendo reduzir o
periodo de descarte de leite, com grande importancia em saude publica.

MATERIAL E METODOS

Identificacao e tratamento dos casos de mastite

Selecionou fazendas e matrizes pelo nivel tecnoldgico, producédo leiteira, e
padrdo genético, controle da producéo leiteira, exames clinicos (assimetria,
consisténcia do Ubere), e uso de varios antibiéticos. Formaram-se dois grupos
de vacas: grupo medicado com P22-P32 e grupo controle, aplicando-se
placebo. Analisou-se o cheiro e os aspectos fisico-quimicos do leite, California
Mastitis Test (CMT) e exames laboratoriais como pH, densidade e viscosidade.
A preparacdo antimastitica foi acondicionada em seringas plasticas contendo
respectivamente 500 ng e 250 mg de P22-P32 dissolvidos em 10,0 mL de
veiculo. O tratamento recomendado foi de uma aplicacdo intramamaria diaria,
durante trés dias.

Isolamento, identificacdo e caracterizagdo microbioldgica

As contagens bacterianas foram realizadas no Laboratdério da APCBRH. As
provas de Kirby-Bauer foram realizadas para Amoxicilina, penicilina,
gentamicina, cefalexina, lincomicina, eritromicina, cefoxitina e oxacilina.

A Concentracgao Inibitoria Minima (CIM) foi realizada de acordo com o National
Clinical Laboratory Standard Institute (NCCLS) e os sais de antibidticos usados
foram da marca Sigma-Aldrich Products, USA.

As amostras de leite foram colhidas antes da aplicacéo e repetidas aos 8, 20,
30 e 180 das apOs o tratamento para realizar as culturas microbianas em
meios de Baird-Parker e PDA. Outros aspectos foram verificados por meio de
testes bioquimicos e coloragdo de Gram. As andlises estatisticas foram
médias, desvio padrao e log.

Andlise fisico-quimicas e CCS

Foram realizadas no Laboratbrio da APCBRH. Niveis protéicos, de gordura e
lactose foram determinados por meio de Infrared Absorption Lecture em



equipamento Bentley 2000 e a CCS em um Somacount 300 por fluxometria
citométrica.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Isolamento de agentes patogénicos do Ubere e sua resisténcia a
antibiodticos.

Houve ocorréncia de 53,9% de Staphylococcus aureus, responsaveis por
processos cronicos de mastite. Igualmente a presenca de leveduras em 40,8%
das culturas, (Candida spp.) sugerem importante associacédo entre bactérias e
leveduras. Contudo, atribuimos a presenca de leveduras a um aumento da
aderéncia ao Ubere. (HENSEN et al., 2000). Os resultados microbibligos
encontrados corroboram com outras pesquisas (GONCALVES & KOZICK],
1997; GONCALVES et al., 2001).

HENSEN et al., (2000), relatam o encapsulamento do S. aureus no Ubere como
protecdo aos antibiéticos. Assim, € necessaria uma nova e revulsiva terapia
para reduzir a incidéncia da infec¢cdo nos rebanhos. Em adicdo a resisténcia a
antibidticos ndo permitem a cura do processo mastitico. A resisténcia
encontrada nos S. aureus envolve betalactamicos, cefens, aminoglicosideos,
lincosamidas e macrolideos. A maioria das linhagens foi resistente a penicilina
e seus derivados (ROSSI& ANDREAZZI, 2005).

Efeitos do P22-P32 observados no Ubere

O uso destes produtos eliminou areas de encapsulamento dos patégenos.
Tecidos necrosados e exudatos procedentes dos processos inflamatorios
estavam presentes no leite duas horas ap6s a aplicagcdo do medicamento,
persistindo até 12 horas.

Reducéao da Mastite Infecciosa Bovina (MIB)

O nivel de CCS do grupo medicado decresceu em 75,2% dos casos (3.806
para 388 + 1424 CCS (x 1000)/mL). Em comparacdo com o0 grupo controle este
estacionou em 646 to 550 + 564 CCS (x 1000)/mL), como nafig 2.

Dos casos medicados, 72,0% tiveram reducdo abaixo de 240 CCS (x
1000)/mL, e significante diminui¢do do quadro clinico.
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Estudos sobre o retorno a produgcdo foi realizado por meio de
espectrofotometria e High Performance Liquid Chromatography (HPLC) e os
resultados séo apresentados na fig 3:



P22-P32 Total Elimination of the Bovine Udder Medicated
for the Treatment of Mastitis (n=76)

Fig 3. Tempo em horas para a eliminagao
do P22-P32 do ubere, apds a medicacéao
Time after aplication (hours) para tratamento da mast|te.

P22-P32 (mg/mL

Depois da 32 dose foram necessarias 24 horas para total eliminacdo de
residuos do principio ativo, observadas em provas de lacto-fermentacéo e as
normas da ANVISA permitem o consumo no leite “in natura”.

Manutencdo dos niveis de Proteina e Gordura, e aumento dos niveis de
Lactose.

10

g%
©
B3

Fig. 4 Proteinas, Gordura e Lactose (g %)
nos grupos medicados e controle, antes do

Before Day 8 Day 20 Moun.1 Moun.2 tratamento, aos 8, 20, 30 e 180 dias apods a
[ oo —o— ot —a—tawons | medicacgao, p< 0,01 (n=76).

Os niveis de lactose e proteinas mostraram pequenas variacdes, como
observado na figura 4, embora néo significantes, as diferencas observadas
apos os 30 dias tiveram aumento de 5,70%. Finalmente, durante os 180 dias
de experimentos houve aumento na producéo leiteira de 8,60%. As médias de
producdo passaram de 28,71 L/vaca para 31,18L.

CONCLUSOES

Os produtos nas dosagens utilizadas neste trabalho permitem o uso precoce de
leite fluido e a sua industrializacdo. Os resultados evidenciam estabilidade nos
niveis protéicos e de gordura, e aumento dos niveis de lactose e de producao.
Houve melhoria da qualidade do leite para a induUstria 0 que permite maiores
rendimentos e melhoria da saude publica. Por outro lado, P22-P32 foi eficiente,
reduzindo as CCS, a aderéncia de microorganismos ao Ubere, com um menor
descarte do leite, em relacdo aos antibiéticos usuais. Contudo, um eventual
aparecimento de resisténcia microbiana aos principios ativos, serdo menos
importantes do que aqueles ocorridos com antibiéticos usuais na clinica
veterinaria e humana.
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