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RESUMO

ANDRETTA, Milimani, D.Sc., Universidade Federal de Vicosa, agosto de 2023. Uma
abordagem em One Health para compreender fatores associados a distribuicio de
resisténcia a antibi6ticos na cadeia produtiva do leite. Orientador: Luis Augusto Nero.

O uso abusivo e inadequado de antibidticos € uma pratica comum na pecudria leiteira do Brasil,
usualmente associados a diagndstico incorreto de doencgas infectocontagiosas, sub dosagens e
tratamentos incompletos. Apesar de nio ser claro o impacto causado devido ao uso de
antibidticos, a cadeia produtiva leiteira ¢ uma importante fonte de desenvolvimento e
distribuicdo de microrganismos resistentes a antibidticos, podendo contribuir com as falhas
terapéuticas em humanos. Neste sentido, esse estudo teve como objetivo avaliar a potencial
associacdo de caracteristicas de propriedades rurais leiteiras e a distribuicdo de resisténcia a
antibidticos, considerando uma abordagem One Health. Vinte (n = 20) propriedades rurais
leiteiras foram selecionadas nas regides de Vicosa, MG (n = 10) e Palotina, PR (n = 10) e seus
proprietarios entrevistados considerando um questionério epidemiolégico contendo questoes
objetivas relacionadas as caracteristicas da propriedade rural, produgdo leiteira, higiene de
ordenha e sanidade animal. Amostras de leite, fezes de animais e humanos e 4gua das
propriedades rurais selecionadas foram obtidas (n = 340) e submetidas a andlises
microbioldgicas para isolamento de Escherichia coli; Os 1.091 isolados obtidos foram
caracterizados quanto aos seus perfis de resisténcia a amoxicilina (AMO), ceftiofur (CEF),
ciprofloxacina (CIP), cloranfenicol (CLO), sulfamentaxazol + trimetropima (SUT) e
tetraciclina (TET), pelo teste de dilui¢do em dgar. Considerando o ndmero total de animais, as
propriedades rurais foram classificadas em pequenas (n = 13), semiextensivas (n = 3) e
intensivas (n = 4), todas com caracteristicas heterogéneas na producdo leiteira. Nenhuma
propriedade rural indicou controle da incidéncia de mastite e outras doengas infectocontagiosas
e tampouco gastos com medicamentos e perda de animais. Amoxicilina e tetraciclina foram os
antibiéticos com maiores indices de resisténcia (37,5% e 36,4%, respectivamente), € a0 menos
uma propriedade de cada grupo apresentou isolados resistentes. Todos os grupos de
propriedades rurais apresentaram isolados de E. coli com variados perfis de resisténcia e com
multipla resisténcia (MDR). Propriedades rurais de criacdo intensiva apresentaram o maior
percentual de micro-organismos MDR (14,6%) e maior variedade de perfis de MDR. Os perfis
de resisténcia AMO-SUT-TET, AMO-CLO-TET, AMO-CEF-SUT-TET, AMO-CIP-CLO-
SUT-TET estiveram presentes em todos os grupos. Considerando os resultados obtidos, é

possivel concluir que independentemente das caracteristicas do tamanho e das caracteristicas



das propriedades, as medidas adotadas para evitar o desenvolvimento e distribui¢do de micro-
organismos resistentes ndo sao adotadas de maneira consciente e sistematica. Mais estudos sdo
necessarios, para consolidar um monitoramento efetivo de presenca e distribui¢ao de micro-

organismos resistentes nos diferentes pontos criticos deste sistema de producao.

Palavras-chave: Escherichia coli genérica. Sistema de producdo. Enfermidades.



ABSTRACT

ANDRETTA, Milimani, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, August, 2023. An approach
in One Health to understand factors associated with the distribution of antibiotic
resistance in dairy chain. Advisor: Luis Augusto Nero.

The abusive and inappropriate use of antibiotics is a common practice in brazilian dairy farm,
usually associated with incorrect diagnosis of infectious and contagious diseases, under dosages
and incomplete treatments. Although the impact caused by the use of antibiotics is not clear,
the dairy production chain is an important source of development and distribution of antibiotic-
resistant microorganisms, which may contribute to therapeutic failures in humans. In this sense,
this study aimed to evaluate the potential association of characteristics of dairy farms and the
distribution of antibiotic resistance, considering a One Health approach. Twenty (n = 20) dairy
farms were selected in the regions of Vigosa, MG (n = 10) and Palotina, PR (n = 10) and their
owners were interviewed considering an epidemiological questionnaire containing objective
questions related to the characteristics of the farm, production milking, milking hygiene and
animal health. Milk, animal and human feces and water samples from selected rural properties
were obtained (n = 340) and submitted to microbiological analysis for isolation of Escherichia
coli; the 1,091 isolates obtained were characterized according to their profiles of resistance to
amoxicillin  (AMO), ceftiofur (CEF), ciprofloxacin (CIP), chloramphenicol (CLO),
sulfamentaxazole + trimethoprim (SUT) and tetracycline (TET), by the dilution test in agar.
Considering the total number of animals, rural properties were classified as small (n = 13),
semi-extensive (n = 3) and intensive (n = 4), all with heterogeneous characteristics considering
of milk production. Any dairy farm indicated control of the incidence of mastitis and other
infectious-contagious diseases, nor expenses with medicines and loss of animals. Amoxicillin
and tetracycline were the antibiotics with the highest rates of resistance (37.5% and 36.4%,
respectively), and at least one property in each group had resistant isolates. All groups of rural
properties presented E. coli isolates with different resistance profiles and with multiple
resistance (MDR), whether they come from cows, heifers, joint milk or from humans working
on the properties. Intensive farming farms had the highest percentage of MDR microorganisms
(14.6%) and the greatest variety of MDR profiles. The resistance profiles AMO-SUT-TET,
AMO-CLO-TET, AMO-CEF-SUT-TET, AMO-CIP-CLO-SUT-TET were present in all
groups. Considering the results obtained, it is possible to conclude that, regardless of size
characteristics and property characteristics, the measures adopted to prevent the development

and distribution of resistant microorganisms are not systematically adopted. More studies are



needed to consolidate an effective monitoring of the presence and distribution of resistant

microorganisms in the different critical points of this production system.

Keywords: Generic Escherichia coli. Production system. Infirmities.
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ABSTRACT
Milk and dairy products are important sources of proteins, fats, and vitamins. Although Brazil
is the fourth largest milk producer in the world, mastitis, metritis, enteritis, and respiratory
diseases are still important in this industry. A number of antibiotics are employed for treatment
and prophylaxis for these diseases, including cephalosporins, lincosamides, aminoglycosides,
penicillins, tetracyclines and macrolides. Vaccination offers an important opportunity to reduce
the demand for antibiotics. In this review, we present the insights of production, the antibiotics
use in the Brazilian dairy industry, the consequences of these activities, and perspectives for

their control and surveillance of antibiotic resistance.

Keywords: antibiotic, dairy, Brazil, animal health, surveillance.
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GRAPHICAL ABSTRACT

Brazil has an important role in dairy production worldwide, and antibiotics are widely
used to control dairy cattle diseases. Improper use of antibiotics can lead to residues in milk
and dairy products, as well as antimicrobial resistance in dairy microbiota, relevant hazards for
Public Health. Thus, this review presents insights into the antibiotics use in Brazilian dairy

cattle, including benefits, consequences and alternatives.

REVIEW:
BRAZILIAN DAIRY AND ANTIBIOTICS

CONSEQUENCES ON

BRAZILIAN DAIRY ANTIBIOTIC USE

PRODUCTION

ANTIBIOTIC USE IN

BRAZILIAN DAIRY CHAIN
TRENDS AND

PERSPECTIVES
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INTRODUCTION

Antibiotic therapy is one of the most important achievements of modern medicine,
preventing millions of premature deaths from bacterial infections. Antibiotic resistance has
been present in nature for millions of years, but the spread of antibiotic resistant
microorganisms has accelerated in the last 30 years, coinciding with the intensification of
antibiotic usage (Jgrgensen et al. 2020). It is estimated that more than 2.8 million
hospitalizations and approximately 35,000 deaths are caused by antibiotic resistant bacteria in
the United States alone (CDC, 2019).

Antibiotics are commonly used in the animal production, whether for treatment or
prophylaxis, thus helping to improve animal production and health (Jayarao et al. 2019). In
dairy farms, antibiotics are used to control bovine mastitis, respiratory, gastrointestinal and
other infectious diseases (Dankar ef al. 2021). And while antibiotics are central to controlling
infectious disease in veterinary medicine, other practices such as improved biosecurity and
animal welfare could reduce the burden of infectious disease and commensurate demand for
these important therapeutics (Helliwell et al. 2020).

According to estimates by Food and Agriculture Organization (FAO, 2020), the world
population should reach 9.1 billion inhabitants by 2050 and, consequently, the food industry
must increase production up to 70%. According to Empresa Brasileira de Pesquisa
Agropecudria (EMBRAPA 2020), milk is consumed by 80% of the world’s population and by
91.6% of Brazilians. The FAO (2013) and the Brazilian Ministry of Health (Brasil, 2014)
recommends milk as part of a healthy diet, with milk and dairy products being important sources
of proteins, fats, vitamins, potassium, phosphorus, magnesium, zinc and calcium needed for
child development and prevention of osteoporosis (Ratajczak et al. 2021). According to the

FAO, Brazil produced 35 million tons of milk in 2019, representing an increase of 673% when
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compared to the first official Brazilian census from 1961 (5.2 million tons; FAO, 2021).
Presumably, the growth of the Brazilian dairy production is due to an increased number of
producers, but also due to improvements in the herd welfare, management, genetics, and
milking and milk processing practices. The aim of this review is to discuss the benefits and

potential concerns related to the use of antibiotics in Brazilian dairy production.

THE BRAZILIAN DAIRY INDUSTRY

Milk production in Brazil comes from a mix of breeds with Holstein being the most
common followed by Girolando, Jersey, Gir, Brown-Swiss and Red Swedish. Smallholder
farms have fewer than 70 cows, production is typically below 8 liters per cow per day
(L/cow/day), and these operations are usually managed by rural households. Semi-extensive
farms have approximately 100 cows with an average production of 12 L/cow/day while
specialized and intensive production farms have approximately 200 or more cows and
productivity greater than 17 L/cow/day. Regardless of farm size, most cows are pasture fed
(Nero et al., 2017, pp. 86-96). Herds are typically closed with calf rearing occurring onsite in
individual shelters (2 to 2.5 m2 per animal) where they remain until the 2™ or 3" month of life
or in collective pens until the 8" month of age (Silva et al. 2019).

Brazilian milk producers are mainly characterized as smallholders (79.6%), accounting
for 26% of national production. Semi-extensive farms (19.7%) account for 58.1% of
production, and specialized and intensive farms (0.7%) account for 16% of production
(EMBRAPA, 2022a). Based on data from EMBRAPA, around 2/3 of the Brazilian milk
production is delivered to the formal milk sector for marketing (EMBRAPA, 2022a). The
remaining 1/3 of the Brazilian milk production is presumably directed to the clandestine retail

sale and processing of non-inspected raw milk products (Lee et al. 2012).
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Some Brazilian farms are highly specialized and produce high quality milk and dairy
products using newer technologies and intensive herd health practices. This effort produces
dairy products that are competitive in the retail sale, nationally and internationally. These farms
produce milk with high microbiological quality and high nutritional value, maintaining
productivity throughout lactation by providing sufficient and adequate nutrition, and by
improving the animals' genetics, welfare and health. In addition, these farms employ available
technologies, such as mechanization and automated disease control while seeking
improvements in hygiene practices and active recruitment of qualified personnel (Nero et al.,
2017, pp. 86-96).

Despite these efforts, the majority of Brazilian dairy production is not yet competitive
for international trade, likely due to overall poorer raw milk quality, insufficient productivity,
inefficient processing and limited access to the market. Nevertheless, the dairy sector has a
significant domestic footprint, boosting economic activities and reducing rural exodus.
According to the 2017 IBGE agricultural census, Brazil has 2.5 million agricultural farms, of
which 50% are dairy farms (IBGE, 2017). Even with the reduction of farms and animals when
compared to the 2006 IBGE agricultural census, milk production increased 47%, consistent
with greater process efficiency and more productive animals when compared to previous
records (IBGE, 2017). Despite these improvements and Brazil being one of the largest milk
producers in the world, overall dairy productivity is one of the lowest when compared to the
main producing and exporting countries. For example, average daily milk production in Brazil
(1,609 kg/cow/year) is considerably lower than other countries including New Zealand (3,800
kg/cow/year), Argentina (5,500 kg/cow/year) and Canada (9,000 kg/cow/year) (Vilela et al.
2017). Based on the most recent available data regarding milk production from 2020 (FAO
2022; EMBRAPA 2022b), Brazil was the 4th largest milk producer and presented the 3rd

biggest dairy herd worldwide; however, the productivity can be considered as low, five times
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lower than the USA productivity, indicating substantial problems in the production at farm level

(Figure 1).
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Figura 1: Data on dairy production of the six countries with the largest milk production
worldwide in 2020. (a) Milk production (grey bars); (b) Number of lactating cows (grey bars)
and milk productivity (dots). Sources: FAO (2022); EMBRAPA (2022b).

Important industry milestones include the formation of the Brazilian Food Inspection
Service (Servigo de Inspecdo Federal - SIF) in 1950 and publication of the first guidelines for
animal origin food production (Regulation of Industrial and Sanitary Inspection of Products of
Animal Origin - RIISPOA) in 1952. SIF and RIISPOA established minimum requirements for
the sanitary and quality control of milk. In the 1990’s, a joint effort from inspection organs,
research centers and dairy cooperatives resulted in an important update in the guidelines and

requirements for dairy production, aiming to improve the quality and safety of the Brazilian
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milk. These rules were subsequently updated to gradually establish more strict parameters for
the quality and safety of milk in Brazil, including the adoption of the cold chain in the
production (storage and transport), control of antibiotics residues, systematic analysis for
somatic cells counts (SCC), and enumeration of mesophilic aerobes in raw milk. The most
recent update established that the dairy industry is responsible for providing technical assistance
to dairy farmers, supporting the production and assuring the quality of raw milk (Lima et al.
2020).

In 1990, the Brazilian Ministry of Agriculture launched a national program to control
waste and chemical contaminants in animal-origin foods (Programa Nacional de Controle de
Residuos - PNCR, Brasil, 1999). This program conducted surveillance and control activities for
chemical residues, including antibiotics, in food products available for retail sale. The
consequences of antibiotic resistance were not a significant concern for these efforts. The
National Plan for the Prevention and Control of Microbial Resistance in Health Services
established an Acceptable Daily Intake (ADI) and a Maximum Residue Limit (MRL) for

different residues.

ANTIBIOTICS USED IN BRAZILIAN DAIRY PRODUCTION

Relevant diseases are still important in the Brazilian dairy cattle and antibiotics help
farmers offer industries and consumers a safe and quality food, limiting transmission of
foodborne pathogens (Rabello ef al. 2020). Bacterial diarrhea can cause high mortality in herds,
reducing animal production and generating economic losses to the farmer (Zhao et al. 2021).
Antibiotic therapy is recommended in such cases because these pathogens spread rapidly in the
small intestine of calves, causing clinical complications and widespread environmental

contamination (Constable 2009; Klaus er al. 2021). Metritis is another disease of global
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importance, which affects approximately 20% of lactating cows and generates at a cost of $600
million for the American dairy industry alone (Overton and Fetrow 2017; Ma et al. 2018).
Tetracyclines and [B-lactams are usually employed for laminitis, while cephalosporins,
tetracyclines and penicillins are used to treat metritis, respiratory diseases and enteritis (Obaidat
et al. 2018; Ma et al. 2018; Mileva et al. 2020). A wide range of antibiotics are used to treat
mastitis in the Brazilian dairy cattle, including cephalosporins, lincosamides, aminoglycosides,
penicillins, tetracyclines and macrolides (Kuipers et al. 2016; More et al. 2017; Doehring and
Sundrum 2019; Tomazi et al. 2020). Although it is mandatory to present a veterinary
prescription to purchase antibiotics, the use of drugs without veterinarian prescription is

recurrent (Silva et al. 2019).

Bovine mastitis and antibiotic use

Bovine mastitis is a complex, multifactorial disease that is caused by several pathogens
that infect the mammary gland of animals. Around 80% of the mastitis cases in cows involve
bacteria such as Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, Escherichia coli,
Mycoplasma and other environmental pathogens (Dalanezi ef al. 2020). Mastitis diagnosis is
performed by checking the somatic cell count, which differentiates the onset of inflammatory
processes in the mammary gland (Giagu et al. 2022). Management of mastitis usually involves
transferring infected animals to the end of the milking order, preventing other mammary
quarters of the same animal from being contaminated, and ensuring the comfort and well-being
of that animal to limit the spread of infection to the rest of the herd. While smallholders rarely
have access to microbiological services, the ideal would be isolation of pathogens and testing
for antibiotic susceptibility to guide treatment decisions (Halasa and Kirkeby 2020).

Treatment of clinical mastitis usually involves infusing the infected quarter with

different antibiotics, such as aminoglycosides, 2" and 3™ generation cephalosporins, and
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penicillins (Doehring and Sundrum 2019), but parenteral administration is used with severe
cases (Cheng and Han 2020). The treatment of potential subclinical mastitis, known as dry cow
therapy, is carried out during the dry period of cows, with the application of long-acting
antibiotics such as tilmicosin (Ortega et al. 2020). The accumulation of residual milk in the
cow's udder can also facilitate development and infection by pathogenic microorganisms
(Bhutto et al. 2010; Terra et al., 2020).

The failures in mastitis treatment cause serious economic problems as the condition
spreads in the affected herds, leading to failure in the treatment of other diseases, such as
respiratory, reproductive and foot diseases (Gelalcha et al. 2022, pp. 1-22), decrease in milk
production and quality, potentially leading to milk disposal and premature slaughter (Cockram
2021). The current SCC limit in Brazilian raw milk is 500,000 cells/mL (Lima et al. 2020),
which is lower than for US in general (750,000 cells/mL), but equivalent to some US states
(California, 600,000 cells/mL, Oregon, 500,000 cells/mL, Washington and Idaho, 400,000
cells/mL) and the European Union (400,000 cells/mL) (USDA, 2019, 2022). Based on available
data from Instituto Clinica do Leite (https://www.clinicadoleite.com.br/, Piracicaba, SP,
Brazil), the geometric mean of SCC in commercial raw milk from Brazil increased from
341,000 to 400,000 per mL between 2006 and 2016 (Cassoli et al. 2016, pp. 16).

There is little reliable information on production, health and veterinary costs of mastitis
at the herd level in Brazil (Gongalves et al. 2019). One study evaluated the incidence of
subclinical mastitis in 517 herds from five regions and found that an average 46.1% of herds
were positive annually between 2011 and 2015 (Busanello et al. 2017). In the same study, SCC
counts from dairy herds that were actively monitored for mastitis were substantially lower when
compared to farms where mastitis was not managed. A study carried out by Gongalves et al.

(2019) in the state of Minas Gerais found that the increase in SCC in the bulk tank was the main
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factor for decreasing milk production, clearly demonstrating that the lower the SCC, the greater
the profit.

And while there is no centralized mechanism to collect data on antibiotic use in Brazilian
food production systems, a study by Tomazi et al. (2020) in 19 dairy farms (southeastern Brazil)
found that more than 60% of dairy farms use intramammary and systemic drugs for the
treatment of bovine mastitis (penicillin, 1% 3™ and 4"-generation cephalosporins,
aminoglycosides, macrolides and tetracyclines, sulfonamides and pyrimidines). Pérez et al.
(2020) characterized antibiotic resistance in 400 S. aureus isolates from cows with mastitis from
four Brazilian states. The majority harbored genes that conferred resistance to penicillin
(82.2%), while 33.9% and 45.2% harbored genes conferring resistance to tetracyclines and
aminoglycosides, respectively. S. aureus isolates (n = 31, 100%) from clinical and subclinical
mastitis samples from southern Brazil, were resistant to at least one of the tested antibiotics,
including beta-lactams (ampicillin, penicillin, oxacillin), licosamides (clindamycin) macrolides
(erythromycin, tobramycin), sulfonamide and tetracycline (Haubert et al. 2017). Resistance to
neomycin and tetracycline by Streptococcus agalactiae was also recorded in isolates obtained
from mastitis samples from dairy cow herds located in northeastern Brazil (da Costa et al.
2021).

Although policies to control the use of antibiotics are individual for each country, some
perceptions and procedures regarding the use of these substances in livestock are similar.
Llanos-Soto et al. (2021) conducted a survey with an international group of dairy veterinarians
to assess their opinions on antibiotic use and AMR in dairy farms. Based on this specific
research, most of the interviewed veterinarians considered as excessive the use of antibiotics
for mastitis and diarrhoea treatments, and indicated the absence of proper knowledge, poor
hygienic conditions in production and failures in herd management are the main drawbacks to

reducing the antibiotic use in dairy farms. In a study carried out in the United Kingdom, the
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authorities considered that the dry cow therapy is the main cause of the presence of antibiotic
residues in milk, indicating that proper assistance to producers to perform this therapy properly

would be a fundamental strategy to reduce the use of antibiotics in dairy production (Begemann

et al. 2020).

CONSEQUENCES OF ANTIBIOTIC USE

Antibiotics residues

Use of antibiotics in food production presents the potential for introducing drug residues
into the environment (Ahmad ef al. 2019). High doses of antibiotics are necessary for therapy,
but parent compounds and bioactive metabolites are typically concentrated by the kidneys and
excreted in urine and to a lesser extent via feces, reaching the environment where they may
favor populations of antibiotic-resistant bacteria. Depending on the load being released, high
concentrations of antibiotic residues have been found in surface water, irrigation and
groundwater close to dairy farms (Sachi et al. 2019).

Milk from cows undergoing treatment must be discarded, but this milk is often used
instead as feed for calves in Brazil (Vieira ef al. 2021). Chiesa et al. (2015), in Italy, evaluated
a liquid chromatography mass spectrometry method to detect antibiotic residues in vitro and in
vivo. Application of the procedure found high concentrations of oxytetracycline and
doxycycline in urine samples from calves of different ages (6 to 11-months-old), with some
samples positive for tetracycline, florfenicol and amoxicillin. In a survey carried out with
almost 11% of dairy farmers in Switzerland, 47.3% of the farms stated that they provide their
calves with waste milk that is potentially contaminated with antibiotics. The producers also
described disposal methods including deposition in dunghills and streams and feeding waste

milk to other animals (Gosselin et al. 2022).
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There is no data about the extent of waste milk feeding in Brazil, but it can select
antibiotic resistant bacteria and consequently modify the gut microbiota of calves. One study
carried out in Brazil did not find differences in ruminal parameters, health and development of
calves fed waste milk (Vieira et al. 2021). Pereira et al. (2018) demonstrated that feeding
residual milk to calves increases differences in the relative abundance of genes associated to
stress response, regulation and cell signaling in the gut microbiota, with direct impacts on
selection and dissemination of virulence and antibiotic resistance. Fecal carriage and whole-
genome sequencing-assisted characterization of CMY-2 beta-lactamase-producing Escherichia
coli in calves at Czech dairy cow farm also reported an increase in shedding of antibiotic-
resistant bacteria by calves that have been fed with waste milk (Maynou et al. 2017; Manga et
al. 2019).

In addition to urine and feces, these residues (metabolized or not) can be accumulated
in the milk and meat of treated animals, leading to potential toxicity when consumed (Chiesa
et al. 2015). Regulatory barriers aside, the dairy industry is not interested in purchasing milk
with antibiotic residues due to the potential allergic reactions to consumers, as well due to the
potential interference such contaminants could have on fermentation-based production (e.g.,
cheese) (Messias et al. 2021). The Brazilian Ministry of Agriculture tests approximately 670
milk samples per year, randomly collected from weekly drawings of farms that are registered
in the PNCRC. This surveillance suggests that the presence of antibiotic residues is <1% of
samples (Brasil, 2021). Research carried out in Sergipe, also located in the Brazilian Northeast
region, found the presence of antimicrobial residues (B-lactams) in one sample of fresh milk
(0.92%) by six dairy farms (18 samples each, collected directly from the animal) (Carvalho et
al. 2020). In the state of Pernambuco, only one (0.54%) of the 184 raw milk samples presented

B-lactam residues above the maximum residues limit (Valenga et al. 2020).
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Long-term exposure to foods that have residues above the maximum limits can result in
health problems, such as allergic, carcinogenic, teratogenic, mutagenic effects in people, and
antibiotic resistance in commensal bacteria found in the human gastrointestinal tract
(Kyuchukova 2020). Based on PNCRC, approximately one thousand samples of UHT milk
were collected from 2009 to 2011 in the Brazilian retail sale and subjected to assays to detect
residues of different antibiotics, including beta-lactams, tetracyclines, amphenicols,
aminoglycosides, quinolones and sulfonamides. None of the tested antibiotics was detected at
levels higher than their MRLs, despite the presence of doxycycline and norfloxacin in some
samples (Novaes et al. 2017).

Although the sale of raw milk directly to the consumer is prohibited, if regional
requirements and criteria for production of safe foods are respected (health and hygiene in
animal production, control of biological parameters), artisanal cheeses produced with raw milk
can be marketed (Brasil, 2018a). However, in addition to failures in the control of these
practices and inspection of retail products, the consumption of dairy products and raw milk is
a common practice, enhancing the clandestine trade of these products, which can be a public
health problem when pathogens, antibiotic residues and other chemical components are

involved (Ribeiro Junior et al. 2019).

Antibiotic resistance

Using antibiotics in food animal production contributes to the proliferation of antibiotic
resistant bacteria (Oliver et al. 2020). Studies of Brazilian artisanal cheeses microbiota
described the widespread presence of lactic acid bacteria (LAB) resistant to different antibiotics
including vancomycin, tetracycline, penicillin, erythromycin, streptomycin, clindamycin and
ceftazidime. As LAB are part of the autochthonous microbiota of milk and dairy products,

horizontal gene transfer can be considered as one of the ways for resistance spreading among
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bacteria and a potential dissemination of resistant bacteria between people (Margalho et al.
2020). Between administration of antibiotics and subsequent excretion, strains exhibiting
resistance gain a selective advantage over their competitors through both in vivo and ex vivo
exposure. Advantages are gained through direct, cross- or co-selection, with the latter involving
genetic linkage between different antibiotic resistance genes and other potentially fitness-
enhancing genes such as those conveying resistance to heavy metals (Pietsch et al. 2020). For
example, Liu ef al. (2020) examined the impact on the soil and fecal microbiome and resistome
of dairy calves that had been treated with florfenicol (two doses, 48 h apart); there were no
consistent changes to the composition of the microbial community between treated animals and
pens, but there was a short-term (10-day) increase in the copy number of genes that encode
resistance to other antibiotics (tetracyclines, aminoglycosides, sulfonamides, elfamycins,
macrolides-lincosamides-streptrogramin A/B and beta-lactams), consistent with co-selection.

Environmental spread of antibiotic resistant bacteria can be an occupational problem, as
employees, farmers and veterinarians are often exposed to the production environment, whether
through animal handling, or contact with dust, contaminated water, feces or milking parlor
environments (Kates ef al. 2021). These interactions can be a problem because some bacteria
have zoonotic potential, such as methicillin-resistant Staphylococcus aureus (Pirolo et al.
2020). It follows that workers could also be fomites for transmission of resistant bacteria to
livestock. Figure 2 summarises the consequences of antibiotic use and the potential routes of

dissemination.



29

RESISTANT BACTERIA

|
H "

L= - ]

]
i
BULK TANE MILK HILK FAECES AND URINE é

[ J,,

" I H
W @ % DAIRY ENVIRON
=N N\

CALF MOMN-ANSFECTED CalRY
FEEDING PRODUCTS EMWIRON.

i | |
] ¥ *
i % Egl::
é} = = :‘M\\ = B ACCELERATION IN THE DEVELOPMENT

FAECES DAIRY OF RESISTANT BACTERIA
AND URINE  ENWIROM.

Figure 2: Summary of the alternative routes of distribution and contamination by antibiotic
residues (blue arrows) and antibiotic-resistant bacteria (orange arrows) in the dairy production

environment, leading to the acceleration in the development of resistant.

PERSPECTIVES

New antibiotic options are relatively scarce, and the pharmaceutical industry has to
grapple with a number of challenges when developing new antibiotic products. According to
the CDC (2019), drug companies have reduced research on antibiotics by 78% since 1990,
decreasing the options that might be used exclusively in humans or animals. Without new
antibiotics, alternative and innovative approaches are being proposed to treat bacterial

infections. A recent WHO report included, for the first time, a comprehensive overview of non-
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traditional antibacterial drugs, highlighting 27 agents including bacteriophage and therapies that
directly attack pathogens or that stimulate the patient immune response (WHO, 2021). Despite
this, the use of these technologies is still limited in Brazil and the industry remains reliant on
medically-important antibiotics.

Vaccines are a good alternative to reduce the use of antibiotics (Benkirane et al. 2021)
through induction of specific antibody responses. Like antibiotics, vaccines are also classified
into generations: classic inactivated and live attenuated vaccines belong to the first generation;
vaccines with synthetic proteins, subjugated and/or recombinant antigens are second-generation
and, finally, third-generation vaccines are the most technological, involving genetic elements
(DNA and RNA) (Aida et al. 2021). Some bacterial vaccines are whole cell bacterins and
induce the production of antibodies to almost all bacterial components, and some of these have
already been used for the prevention of infections caused by Clostridia, Pasteurella, Salmonella
and coliforms (Benkirane et al. 2021). Most of existing vaccines against bacterial pathogens
are recombinant proteins and chimeric proteins, both containing antigens that were produced
and purified from plasmids containing specific fragments for their production. Although there
are few commercial vaccines, the use of plasmid DNA is also an alternative, where the DNA
itself will induce the animal organism to produce the foreign antigens (Aida et al. 2021).

Machado et al. (2014) carried out a study to evaluate the effectiveness of five different
vaccines in combating uterine infections in dairy cows. The vaccines had combinations of
inactivated cells of E. coli, Fusobacterium necrophorum and Trueperella pyogenes, in addition
to different combinations of proteins associated with metritis and endometritis (FimH;
leukotoxin, LKT; and piolysin, PLO). Heifers (n = 371) were randomly allocated into six
groups, three of which received subcutaneously administered vaccine and the other two

received intravaginally administered vaccine, both receiving two doses of vaccine at 230 and
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260 days of gestation. Subcutaneous vaccines presented promising results, mainly in reducing
the incidence of metritis with a commensurate increase in antibody titre.

For bovine mastitis, there are several vaccine options that are monovalent (against one
antigen or pathogen) or polyvalent (against more than one antigen or pathogen), and the
application varies by the pathogens and formulations. The ability to customize vaccines
(autogenous vaccines) at a regional level may be important given the regional success and
failure of some commercial vaccines (Tashakkori et al. 2020). Autogenous vaccines are
typically used for on-farm emergencies where commercial vaccines are not effective and the
problem is persistent, such as recurrent mastitis in the herd and septicemic colibacillosis
(Benkirane et al. 2021).

Gorden et al. (2018) investigated the effectiveness of a vaccine (Kleb-SRP) based on
the bacterial extracts of different Klebsiella pneumoniae strains obtained from several USA
dairy herds. The vaccinated animals presented a significant increase in humoral response,
especially after two weeks of vaccination, enhancing the milk production and reducing SCC.
Animals vaccinated with S. aureus surface proteins (SASP) and Staphylococcus chromogenes
surface proteins (SCSP) presented high levels of anti-SASP IgG1 and anti-SCSP IgG2,
respectively, when compared to non-vaccinated cows (Merrill ef al. 2019). Despite not being
effective at preventing infection, SASP- and SCSP-based vaccines reduced the pathogen load
and the clinical symptoms of the infection (Merrill ef al. 2019). There are other studies in the
experimental phase related to the application of vaccines to improve the immune response of
cows in the postpartum period, reducing the incidence of metritis (Machado and Silva 2020).

Vaccines can also be administered via an intranasal route, mainly to prevent respiratory
infections. This has been done with Mannheimia sp. both in the form of killed cells and
recombinant bacterial vector vaccines (Salisi et al. 2012; Annas and Zamri-Saad 2021). Also,

aerosols with live vaccines containing an attenuated pathogen, such as Pasteurella multocida
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B:2 GDH7, offer a potential advantage of surviving long enough to spread across a herd for
efficient immunization (Rafidah and El-Sayed 2013; Annas and Zamri-Saad 2021). Many
technologies used in animal vaccines are also applied in products for people. It must be
considered that the revolution with mRNA vaccines in the context of the SARS-CoV-2
pandemics will impact the other diseases, leading to the development of novel and much more

effective vaccines against specific food animal pathogens (Machado and Silva, 2020).

CONCLUSIONS

Due to the ease of obtaining veterinary products, lack of record of purchase and sale of
antibiotics in agriculture, some information on the use of antibiotics in dairy farms is still
relatively scarce and dubious in Brazil. Antibiotics are effective tools for the prevention and
treatment of bacterial diseases that are responsible for high morbidity and/or mortality and great
economic losses to dairy producers. Nevertheless, it is essential to recognize that antibiotic
resistance can be a threat to public health, for which closer tracking of antibiotic use and
emergence and spread of the antibiotic resistant bacteria is needed. For this, a joint action
between all the links in the production chain is necessary to understand how resistant organisms
are disseminated between environments, animals and people.

In this context, Brazilian Ministries of Health and Agriculture developed the Action
Plan for the Prevention and Control of Antibiotic Resistance (PAN-BR, Brasil, 2018b), which
includes humans, animals, and environment measures. The expected objectives for agriculture
and livestock are: 1) raising awareness among the population; 2) establishing a national and
integrated antibiotic resistance surveillance system; 3) reducing the incidence of infections,
adopting good hygiene practices, improving basic sanitation policies, and facilitating access to

sewage and drinking water networks; 4) promoting the rational use of antibiotics, updating
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legislation, increasing veterinary supervision for diagnosis and administration of these
substances; and 5) encouraging the industry to develop new substances, diagnostic methods,

vaccines and new technologies.
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RESUMO

O uso abusivo e inadequado de antibidticos € uma pratica comum na pecudria leiteira do Brasil,
usualmente associados a diagndstico incorreto de doengas infectocontagiosas, sub dosagens e
tratamentos incompletos. Apesar de ndo ser claro o impacto causado devido ao uso de
antibidticos, a cadeia produtiva leiteira é uma importante fonte de desenvolvimento e
distribuicdo de microrganismos resistentes a antibidticos, podendo contribuir com as falhas
terapéuticas em humanos. Neste sentido, esse estudo teve como objetivo avaliar a potencial
associacdo de caracteristicas de propriedades rurais leiteiras e a distribui¢do de resisténcia a
antibioticos, considerando uma abordagem One Health. Vinte (n = 20) propriedades rurais
leiteiras foram selecionadas nas regides de Vicosa, MG (n = 10) e Palotina, PR (n = 10) e seus
proprietarios entrevistados considerando um questionério epidemiolégico contendo questdes
objetivas relacionadas as caracteristicas da propriedade rural, produgdo leiteira, higiene de
ordenha e sanidade animal. Amostras de leite, fezes de animais e humanos e 4gua das
propriedades rurais selecionadas foram obtidas (n = 340) e submetidas a andlises
microbioldgicas para isolamento de Escherichia coli; Os 1.091 isolados obtidos foram
caracterizados quanto aos seus perfis de resisténcia a amoxicilina (AMO), ceftiofur (CEF),
ciprofloxacina (CIP), cloranfenicol (CLO), sulfamentaxazol + trimetropima (SUT) e
tetraciclina (TET), pelo teste de diluicdo em dgar. Considerando o niimero total de animais, as
propriedades rurais foram classificadas em pequenas (n = 13), semiextensivas (n = 3) e
intensivas (n = 4), todas com caracteristicas heterogéneas na producgdo leiteira. Nenhuma
propriedade rural indicou controle da incidéncia de mastite e outras doencas infectocontagiosas
e tampouco gastos com medicamentos e perda de animais. Amoxicilina e tetraciclina foram os
antibiéticos com maiores indices de resisténcia (37,5% e 36,4%, respectivamente), € a0 menos
uma propriedade de cada grupo apresentou isolados resistentes. Todos os grupos de
propriedades rurais apresentaram isolados de E. coli com variados perfis de resisténcia e com
multipla resisténcia (MDR). Propriedades rurais de criacdo intensiva apresentaram o maior
percentual de micro-organismos MDR (14,6%) e maior variedade de perfis de MDR. Os perfis
de resisténcia AMO-SUT-TET, AMO-CLO-TET, AMO-CEF-SUT-TET, AMO-CIP-CLO-
SUT-TET estiveram presentes em todos os grupos. Considerando os resultados obtidos, é
possivel concluir que independentemente das caracteristicas do tamanho e das caracteristicas
das propriedades, as medidas adotadas para evitar o desenvolvimento e distribui¢cao de micro-

organismos resistentes nao sao adotadas de maneira consciente e sistematica. Mais estudos sao
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necessarios, para consolidar um monitoramento efetivo de presenca e distribuicdo de micro-

organismos resistentes nos diferentes pontos criticos deste sistema de producao.

Palavras-chave: Escherichia coli genérica. Sistema de producio. Enfermidades.
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1. INTRODUCAO

Apesar de o Brasil ser o 4° maior produtor de leite do mundo e possuir o 3° maior
rebanho de bovinos leiteiros, a produtividade nessa atividade € considerada baixa e pouco
competitiva no mercado internacional. Uma das razdes para esse cendrio € o perfil de producao
leiteira no Brasil, que é caracterizada por pequenos produtores, com deficiéncias na
implantacdo de tecnologias e procedimentos higi€nicos de ordenha, pouca assisténcia técnica
qualificada e baixo controle de enfermidades nos rebanhos, resultando em uma produgdo de
leite cru relativamente pequena e com pouca qualidade (Andretta et al., 2023). Em contraste,
uma pequena parcela de propriedades rurais leiteiras sdo altamente tecnificadas, com um rigido
controle sanitdrio de seus rebanhos que resulta em alta produtividade e qualidade (Zoccal 2017).
Apesar desse contraste, a atividade leiteira € extremamente importante para o Brasil em termos
culturais, sociais e econdmicos: essa atividade é desenvolvida por 50% das propriedades rurais
no Brasil e gera milhares de empregos para a populagao rural (IBGE-2017).

Segundo Siqueira e Ramalho et al. (2020), o leite estd em presente na mesa de 80% da
populacdo mundial e representa um importante item da dieta do brasileiro. Essa demanda
estimula o desenvolvimento da producao leiteira para um sistema eficiente, com alto padrao de
seguranca alimentar, abrangendo os aspectos de qualidade, inocuidade, disponibilidade e
acessibilidade aos consumidores (Garcia et al., 2019). Assim, o controle de enfermidades nos
rebanhos leiteiros € fundamental para a obtencdo de leite e derivados que atendam as
expectativas dos consumidores. Os antibidticos sao amplamente utilizados em rebanhos
leiteiros para tratamentos de enfermidades que podem comprometer a qualidade e inocuidade
do leite (Abdi et al., 2018). Contudo, o uso abusivo e inadequado de antibidticos € uma pratica
comum na pecudria leiteira no Brasil, usualmente associados a diagnoéstico incorreto, sub

dosagens e tratamentos incompletos; essas condi¢des sdo ideais para acelerar a sele¢do de
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bactérias resistentes a antibidticos, o que representa atualmente uma ameaca a saide publica
mundial (Sharma et al., 2018).

As cadeias produtivas de alimentos de origem animal, especialmente leite, sdo
importantes fontes de multiplicag@o e distribui¢ido de microrganismos resistentes a antibiéticos,
sendo necessdrio um controle e monitoramento efetivo nesses sistemas considerando uma
abordagem ampla e holistica, em sintonia com a perspectiva One Health (Oliveira et al., 2020).
Dessa forma, programas de monitoramento devem ser desenvolvidos e aplicados considerando
a verificagdo de organismos resistentes em diferentes pontos da cadeia produtiva do leite,
incluindo animais, meio ambiente, trabalhadores, laticinios e produtos finais (Hernando-Amado
et al., 2019). Esse monitoramento amplo permite a identificacdo de principais nichos de
consolidagdo de cepas resistentes, que podem representar fontes de contaminacdo para os
diferentes elementos da cadeia produtiva, assim como para os produtos finais que serdo
oferecidos aos consumidores (Rajala-schultz et al., 2021). Através desses programas de
monitoramento também € possivel identificar a emergéncia de cepas resistentes a multiplas
classes de antibidticos (MDR) ou mesmo organismos resistentes a drogas de uso exclusivo a
seres humanos, como colistina (Fuga et al., 2022). O conhecimento da dindmica de distribuicao
de microrganismos resistentes em um sistema produtivo € fundamental para o estabelecimento
de estratégias de mitigacao e controle desses perigos, reduzindo os riscos a satide publica (Kates
et al., 2021).

Considerando a importancia da cadeia produtiva do leite na manutencao e distribuicao
de microrganismos resistentes a antibidticos, esse estudo teve como objetivo avaliar a potencial
associa¢do de caracteristicas de duas regides produtivas de leite no Brasil com perfis de
resisténcia a antibidticos de isolados de Escherichia coli obtidos de diferentes pontos da

producdo, numa perspectiva One Health.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Avaliacdo de caracteristicas da producao leiteira

Produtores de leite das regides de Vicosa (Minas Gerais) e Palotina (Parand) foram
selecionados para uma avaliacdo de suas caracteristicas de producdo. A selecdo das
propriedades rurais incluidas nessa etapa do estudo foi realizada obedecendo aos seguintes
critérios: 1) producdo leiteira destinada a beneficiamento industrial na regido; 2) possibilidade
de acesso para realizac@o do estudo; 3) concordancia dos produtores para participar do estudo
e concessdo de amostras. Conforme esses critérios, 20 propriedades rurais foram selecionadas
(Vicosa = 10; Palotina = 10) e seus proprietarios entrevistados considerando um questionario
epidemioldgico contendo questdes objetivas relacionadas as caracteristicas da propriedade

rural, producdo leiteira, higiene de ordenha e sanidade animal (Tabela 1).

Tabela 1: Informacgdes bdsicas presentes no questiondrio epidemiolégico utilizado como
referencial durante as entrevistas realizadas com proprietdrios de propriedades rurais leiteiras

(n = 20) localizadas nas regides de Vigosa (Minas Gerais) e Palotina (Parand).

Grupo Informacdes bésicas Respostas

Propriedade Tamanho Numérico (n)
Numero de animais (total) Numérico (n)
Raga do rebanho bovino Descritivo
Alimentag@o animal Descritivo

Produc¢ao Sistema produtivo Descritivo

Animais em lactagio
Volume de producio
Nuimero didrio de ordenhas
Estrutura da sala de ordenha

Limpeza dos utensilios

Numérico (n)
Numérico (L)
Numérico (n)
Descritivo

Descritivo
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Origem da 4gua utilizada Descritivo
Higiene de ordenha Descarte de jatos iniciais Descritivo
Pré e p6s-dipping Descritivo
California Mastitis Test Descritivo

Ordenar os animais no momento da ordenha Descritivo

Registros de animais com mastite Descritivo
Sanidade animal Doencas mais frequentes Descritivo
Uso de antimicrobianos Descritivo
Tratamentos alternativos Descritivo
Destino do leite com residuos Descritivo
Descarte de animais devido a doengas Descritivo

As informagdes obtidas foram organizadas planilhas no software Microsoft Excel
(Microsoft, Seattle, WA, EUA), para permitir associagdes entre as mesmas e com dados

relacionados a resisténcia a antibidticos descritos a seguir.

2.2. Avaliacdo da distribuicao de resisténcia a antibidticos nas cadeias produtivas de leite

As propriedades rurais selecionadas na etapa anterior do estudo foram submetidas a
coleta de amostras para isolamento de Escherichia coli, microrganismo indicador de resisténcia
a antibioticos (Mikula et al., 2014). Assim, em cada propriedade rural as seguintes amostras
foram coletadas: leite do tanque de resfriamento, dgua utilizada para a limpeza da sala de
ordenha, fezes de animais (animais em lactacdo = 10; bezerras = 5) e fezes de funcionarios (um
individuo por propriedade).

Ap6s homogeneizacdo e com o auxilio de uma concha estéril, leite do tanque de
resfriamento foi coletado e armazenado em frasco estéril 50 mL. A dgua proveniente da torneira

localizada na sala de ordenha foi coletada e armazenada em frasco estéril (50 mL). Em casos
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de 4gua tratada, foi adicionada solucdo de tiossulfato de s6dio a 1% (Na2S203). A coleta de
fezes dos animais foi realizada com a introdugdo e imediata retirada de swab na ampola retal
do animal (um swab para cada animal) e estes foram inseridos em tubos individuais com meio
de transporte Cary Blair (Kasvi, Sdo José dos Pinhais, Parand, Brasil) para posterior andlise. J&
a coleta de fezes dos funciondrios/proprietarios foi realizada pelos proprios individuos, onde
apos assinar um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE): cada individuo recebeu
um manual contendo as instru¢des para a realizacdo da coleta, um frasco especifico para coletar
as fezes, um swab estéril e um tubo com meio de transporte Cary Blair (Kasvi).

As amostras de foram armazenadas em caixa isotérmica refrigerada e imediatamente
transportadas aos laboratdrios das regides incluidas no estudo: Laboratério de Inspecdo e
Controle de Qualidade de Alimentos e Agua (LACOMA, UFPR, Palotina, PR) e Laboratério
de Inspec¢do de Produtos de Origem Animal (InsPOA, UFV, Vigosa, MG).

Para o processamento das amostras, aliquotas de 25 mL das amostras de leite e agua
foram submetidos a uma etapa de pré-enriquecimento em 225 mL de Agua Peptonada
Tamponada (APT — Oxoid, Ltd., Basingstoke, Inglaterra) permanecendo incubadas overnight
a 36 °C, seguido de semeadura por esgotamento em dgar MacConkey (Oxoid) e incubagdo a 36
°C por 24 h. Os swabs contendo amostras de fezes ndo passaram pela etapa de pré-
enriquecimento e foram estriadas diretamente em dgar MacConkey (Oxoid), e incubadas sob
as mesmas condi¢des das amostras de leite e dgua.

Ap6s incubagdo, as placas de dgar MacConkey foram examinadas para verificacdo da
presenca de colonias com morfologia tipica de enterobactérias (vermelhas, devido a
fermentacao da lactose, lac+, usualmente circundadas por uma zona de precipitacdo). O critério
de selecdo de coldnias a serem submetidas a testes bioquimicos para identificacdo foi o
seguinte: 1) placas apenas com coldnias lac+: 5 coldnias; 2) placas com colonias lac+ e lac-: 4

coldnias lac+ e 1 coldnia lac-; 3) placas apenas com coldnias lac-: 3 coldnias. Todas as coldnias
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selecionadas foram estocadas dgar tripticase de soja (TSA, Oxoid) e submetidas a testes
bioquimicos IMViC para identificagdo (FDA, 2015). Os testes e resultados considerados para
E. coli foram: citrato (negativo), indol (positivo), motilidade (varidvel), H2S (negativo); ureia
(negativo); vermelho de metila (positivo) e Voges-Proskauer (negativo).

Os isolados identificados como E. coli foram avaliados quanto aos seus perfis de
resisténcia a diferentes antibioticos, pela técnica de dilui¢cdo em dgar (CLSI2021). Os principios
ativos selecionados pertencentes as familias mais utilizadas na producdo animal: amoxicilina
(AMO), ceftiofur (CEF), ciprofloxacina (CIP), cloranfenicol (CLO), sulfametoxazol +
trimetropima (SUT) e tetraciclina (TET). Os isolados foram transferidos para infusdo de cérebro
e coracdo (brain and hearth infusion, BHI, Oxoid), incubados a 36 °C overnight e as culturas
obtidas diluidas em caldo Mueller Hinton (MH, Oxoid) até atingir uma turbidez préxima ao
tudo 0.5 da escala de McFarland. Em seguida, aliquotas de 200 pL das culturas foram
transferidas para placas de 96 pocos e, com o auxilio de um pin replicator, aproximadamente
2uL de cada isolado foi transferido para placas com 50 mL dgar MH (Oxoid) suplementados
com antibidticos indicados (Sigma, St. Louis, MO, EUA), em diferentes concentracdes de
breakpoint, para permitir a identificacdo de isolados resistentes ou susceptiveis (Tabela 2). As
placas foram incubadas a 35 °C por 20 h, quando foram examinadas para a verificacdo de
crescimento de colonias no local da inoculagdo, conforme critérios de interpretacao descritos
no CLSI (2018 e 2021). Isolados com resisténcia a trés ou mais classes foram considerados

MDR (Bae et al., 2005), Escherichia coli ATCC 25922 foi utilizada como controle.

Tabela 2: Antibidticos e concentragdes (ug/mL) utilizadas para interpretacdo de isolados de
Escherichia coli obtidos da cadeia produtiva de leite (n = 1.091) quanto a resisténcia (R) e

susceptibilidade (S) através da técnica de breakpoint.

e sas Classificacao (CLSI 2021)
Antibioticos

S R
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Amoxicilina <8 >8
Ceftiofur* <2 >8
Ciprofloxacina <0.25 >1
Cloranfenicol <8 >32
Trimetropim / Sulfametoxazol <2/38 > 4/76
Tetraciclina <4 >16

* CLSI (2018)

2.3 Anilise de dados

As propriedades rurais incluidas no estudo foram agrupadas conforme o nimero total
de bovinos no estabelecimento, de acordo com Andretta et al. (2022). Neste contexto,
propriedades rurais com até 70 bovinos foram classificadas como pequenas propriedades (grupo
1); propriedades entre 71 e 100 bovinos foram agrupadas como criagdo semiextensiva (grupo
2) e as fazendas com 101 ou mais bovinos foram classificadas no como propriedades de
producdo intensiva (grupo 3). Com os resultados da avaliacdo do perfil de resisténcia a
antibidticos, realizado nas amostras coletadas nas propriedades, associou-se caracteristicas de
producdo, ordenha, higiene e sanidade animal, com a presenca de micro-organismos resistentes,
MDR e perfis de MDR. A partir deste momento, alguns aspectos foram postos em evidéncia a
fim de identificar padrdes e divergéncias, ndo apenas nas condutas como também nos padrdes

de resisténcia antimicrobiana entre 0s grupos.

2.4 Aspectos éticos

As coletas de fezes dos animais foram aprovadas pela Comissio de Etica no Uso de
Animais do Setor Palotina da UFPR (Protocolo n°® 34/2019 - CEUA/Palotina) em 23/09/2019
(anexo 2) e na Universidade Federal de Vigosa as coletas foram aprovadas pelo CEUA/UFV

(Protocolo n® ZB9B641D - CEUA/UFV) (anexo 3). As amostras de humanos foram autorizadas
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pelo parecer consubstanciado protocolado pelo nimero 3.454.359 e os participantes assinaram

um termo de consentimento livre e esclarecido (TCLE).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Segundo estudo realizado anteriormente sobre a producdo de leite no Brasil, as
propriedades leiteiras brasileiras sdo caracterizadas em pequenas propriedades, producao
semiextensiva e especializada e/ou intensiva. Propriedades pequenas e de producdo
semiextensiva, produzem uma média de 12 L/vaca/dia e juntas correspondem a 99,3% das
propriedades produtoras de leite, sendo responséveis por 84% da producao nacional (Andretta
et al., 2023). Nesse contexto, Das 20 propriedades, 13 foram classificadas como pequenas
propriedades, trés como propriedades semiextensivas € quatro como intensivas.

Considerando os resultados obtidos, as pequenas propriedades possuem entre 10 e 36
vacas em lactacdo com uma média de 15 a 25 L de leite/vaca e com um volume entre 150 e 700
L de leite/dia. Coincidentemente, as propriedades semiextensivas t€m uma quantidade de vacas
em lactac@o que varia entre 15 a 36 animais e com média de producdo semelhante as pequenas
propriedades, variando de 150 a 1000 L de leite/dia. J4 estabelecimentos de producio intensiva
possuem entre 43 e 180 animais em lactacdo, com uma média de produgado de 30 a 40 L/vaca/dia
e consequentemente um volume maior, variando de 600 a 5000 L de leite/dia. Isso evidencia
que apesar da produgdo leiteira por animal ter sido mais alta do que a média nacional (20
L/vaca/dia), pequenas propriedades e de producdo semiextensiva corresponderam a 80% das
propriedades estudadas (n = 16) e 20% (n = 4) sdo consideradas de cria¢do intensiva.

O manejo das propriedades tem consequéncia direta em diversos aspectos do setor.
Além de influenciar diretamente a qualidade final dos produtos gerados, um manejo eficiente

fornece qualidade de vida para os animais e trabalhadores do local. Neste sentido, constatou-se
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que com excecdo das duas propriedades com maior volume de producdo, todas as outras (n =
18) tém o proprietdrio residindo no local, estando diretamente presente e envolvido com a
atividade leiteira. Os estudos de produtividade e desempenho de uma propriedade leiteira
normalmente estdo relacionados com aspectos econdmicos; contudo, faz-se necessario
considerar aspectos regionais, culturais, governamentais e socioambientais (Zanin et al., 2020).
A heterogeneidade dos grupos de propriedades leiteiras neste estudo deixa isso bastante
evidente, onde propriedades menores, com menos infraestrutura e menor acesso a tecnologias
apresentaram uma maior produtividade, que pode ser associada a determinados aspectos, como
racas de rebanhos, manejos e boas praticas de higiene.

Girolando, Holandés, Gir e Jersolando foram as racas predominantes nas propriedades
rurais incluidas no estudo. Algumas racas possuem maior aptiddo leiteira do que outras. Neste
sentido, foi observada uma variagdo das ragas escolhidas para a producdo, com predominancia
de Jersey, Holandés e cruzas em Palotina, e Holandés e Girolando em Vigosa. De acordo com
Zoccal (2017), holandés € a raca leiteira predominante no Brasil. Ainda, em paises de clima
tropical € interessante fazer cruzamento de racas com caracteristicas diferentes, como Bos
taurus e Bos indicus, melhorando assim a aptidao leiteira, produtividade, resisténcia ao estresse
térmico e as possiveis doengas dos bovinos, principalmente relacionados a condi¢des climaticas
(Ramirez-Rivera et al., 2019).

As fazendas possuiam ordenha mecanica do tipo balde ao pé ou canalizada. Das 13
pequenas propriedades, 11 (84,6%) sao de ordenha mecanica do tipo balde ao pé; das
propriedades semiextensivas e intensivas, duas possuem ordenha mecanica do tipo balde ao pé
(28,6%) e as restantes sdo do tipo canalizada (n = 5, 72,4%). Apesar da utilizagdo ordenha
mecanica do tipo balde ao pé ter sido predominante, pelo menos uma propriedade de cada grupo
possuia ordenha mecanica do tipo canalizada. Com relacdo as praticas de ordenha, 90% das

propriedades (n = 18) ordenham seus animais duas vezes ao dia, 5% (1 pequena propriedade)
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ordenha uma vez ao dia e outros 5% (uma propriedade de criacdo intensiva) ordenha seus
animais trés vezes ao dia. Esta mesma propriedade é a tnica em que a Unidade de
Beneficiamento de Leite e Derivados coleta o leite a cada 24 h, e ndo a cada 48 h como as
demais.

Além disso, 10 das pequenas propriedades (76,9%), uma propriedade de criacdo
semiextensiva (33,33%) e uma propriedade de criacdo intensiva (25%) alimentavam as vacas
durante a ordenha. Todos relataram higienizar e limpar os equipamentos logo apos a ordenha e
animais como caes, gatos e galinhas estdo presentes na sala de ordenha de 16 propriedades
(80%). Em todas as propriedades leiteiras, independentemente do grupo, concentrado e leite
eram oferecidos como alimentacio para as bezerras, variando principalmente a fonte proteica
entre silagem (n = 10, 50%), feno (n =9, 45%) e pasto (n = 1, 5%). Boas praticas na ordenha
sdo primordiais, nao apenas para otimizar as atividades e obter um produto de melhor qualidade,
como também para prevenir a transmissao e persisténcia de agentes patogénicos, visando evitar
doencas e gastos desnecessdrios. Neste contexto, alimentar as vacas apds a ordenha € uma
importante ferramenta para evitar a contaminacio do tbere por patdgenos ambientais (Zigo et
al., 2021). Componentes estruturais, como o tipo de ordenha, sdao fatores tecnoldgicos e que
indicam o nivel de tecnificacdo de uma propriedade; entretanto, caso ndo seja calibrada e
higienizada da maneira correta, a ordenha mecanica pode piorar a qualidade do leite e causar
lesdes nos tetos e no ubere, deixando o canal aberto ininterruptamente e facilitando o
desenvolvimento de mastite devido a proliferacao de patégenos (Odorcic et al., 2019).

Os niveis de produgdo, a qualidade do leite e sanidade do rebanho sdo afetados
principalmente pelo estdgio da lactacdo, idade das vacas, nimero de lactacdes, estacdao do ano,
qualidade e eficiéncia nos processos de ordenha, intervalos de ordenha, e mesmo assim, a
mastite € o principal fator limitante (Souza et al., 2016; Picinin et al., 2019). Com relacdo as

possiveis medidas preventivas para evitar o contdgio e disseminagdo de mastite bovina nos
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rebanhos, todas as propriedades de criacdo semiextensiva ordenam os animais a serem
ordenhados, desprezam os trés primeiros jatos e realizam o pré e pds-dipping, enquanto 12
(84,6%) das pequenas propriedades e 2 (66,6%) das propriedades de criagdo intensiva realizam
essas praticas. Em relagc@o ao pré e pds-dipping, apenas 6 das pequenas propriedades (46,15%)
executam o pré-dipping e 10 (76,9%) aplicam o pds-dipping; uma tnica propriedade
semiextensiva (25%) ndo realiza esses procedimentos. Esses resultados também foram
heterogéneos com relagdo ao California Mastitis Test (CMT), uma vez que todos os grupos
possuem ao menos uma propriedade que ndo realiza o teste.

Esses resultados indicam a falta de padronizacdo dos procedimentos minimos
recomendados para um bom manejo de ordenha da maioria das propriedades. Em experimento
realizado em fazenda brasileira em 2017, foi constatado que apds a implementagdo de
programas de higiene, aplicacdo de pré e pos-dipping e realizagdo de teste semanal com CMT
houve uma queda de 92% nas contagens de células somaticas (CCS), variando de 2.764.000
CS/mL para 227.730 CS/mL, indicando uma reduc@o nos indices de mastite subclinica no
rebanho e melhoria da qualidade do leite (Mendes et al., 2021). Outro estudo também
evidenciou que as boas praticas na ordenha, como métodos de desinfec¢ao, reduzem a CCS no
tanque de expansdo, uma vez que dois modelos lineares mistos comprovaram que a nao
utilizagdo de pré e pos-dipping aumentou em 27 e 45% a CCS no tanque, respectivamente
(Reyes et al., 2017). A realizagdo desses procedimentos mantém o ambiente de ordenha e os
animais saudaveis, com consequente redu¢do da utilizacdo de antibidticos e o descarte de leite
residual, auxiliando positivamente na saide dos funciondrios.

Os produtores foram questionados quanto a presen¢a de mastite nos rebanhos e quatro
proprietarios de pequenas propriedades (30,77%) foram os unicos que afirmaram fazer o
controle de mastite e ndo detectaram a doenca nos seus rebanhos. Entretanto, todos informaram

ter realizado algum tipo de tratamento com a utilizagdo de antibidticos. A utilizacdo de
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homeopaticos também foi presente no questiondrio, 69,2% das pequenas propriedades (9 de 13
propriedades) e uma propriedade semiextensiva (33,3%) lancam mao desta alternativa,
enquanto que nenhuma propriedade de criaco intensiva utiliza estas substancias. Ao pesquisar
sobre a eficicia dos homeopaticos no tratamento de mastite clinica em uma fazenda com mais
de 1,565 vacas em lactagdo, Ebert et al. (2017) comprovaram que nao houve evolugcdo no
tratamento de mastite entre os animais tratados com homeopaticos (combinacdo de nosddios
com Streptococcinum, Staphylococcinum, Pyrogenium, e E. coli) e alopdticos aos que nao
recebiam tratamento.

Em 12 das 20 propriedades rurais (60%), os proprietdrios relataram nao saber o custo
com doencgas e medicacdes; nas demais esses valores eram apenas estimados (n = 8, 40%).
Nesse contexto, em nenhum estabelecimento existia o registro de animais enfermos, obitos e
possiveis doencgas que tenham acometido o rebanho nos ultimos dois anos. Diarreia dos
bezerros foi uma das doengas relatadas por todos os grupos, seguido de pneumonia e laminite.
Dois entrevistados (10%) ndo sabem das doengas que acometeram seus animais (ambas de
criacdo semiextensiva) e uma propriedade de criacdo intensiva (5%) afirma que ndo ocorrem
doencas no seu rebanho.

Neste contexto, ndo controlar os gastos e incidéncias de doencas nos seus rebanhos
evidencia que nao hd uma preocupacio ou consciéncia por parte dos produtores entrevistados
sobre a utilizacdo de medicamentos e tampouco as consequéncias desta conduta, seja para o
préprio rebanho ou para a populacdo. Sabe-se que na cadeia produtiva leiteira, além de
assegurar a saide e bem estar dos animais, substancias farmacoldgicas sdo utilizadas como
medida econdmica, utilizando-os na prevencao das doencas (Redding et al., 2018). Entretanto,
o uso intensivo e descontrolado de antibiéticos, como doses sub-terapéuticas, nao apenas em

animais como também em humanos tem levado a uma pressao seletiva de micro-organismos,
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com consequente sobrevivéncia e perpetuacao de bactérias resistentes a antibiéticos (Garcia et
al., 2019).

Todos os produtores tinham ciéncia da necessidade de aguardar o periodo de caréncia,
mas apenas em uma pequena propriedade foi relatado o descarte do leite em esgoto (n =1, 5%),
enquanto que nas demais (n =19, 95%) foi relatado o fornecimento do leite de descarte a outros
animais, como bezerros, gatos, cachorros ou galinhas. O leite de vacas em tratamento ndo deve
ser destinado ao consumo humano, pois além de possuir residuos de antibiéticos, também pode
ser um veiculo de patogenos. Desta forma, leite proveniente de animais em tratamento com
antibidticos deve ser descartado e usualmente € destinado a alimentacdo de bezerros,
culminando na manuten¢do desses residuos no ambiente (Garcia et al., 2019). Nao obstante, a
pecudria leiteira, assim como outros setores da produ¢do animal, € responsédvel por disseminar
uma infinidade de bactérias que sao excretadas diariamente no ambiente a partir das secre¢oes
e dejetos dos animais. Diante desse cendrio, a disseminagdo de microrganismos resistentes a
antibidticos e o contato com residuos de antibidticos pode ser um problema ocupacional, ja que
funciondrios, proprietdrios e veterindrios estdo frequentemente expostos ao ambiente de
producdo, seja através do manejo, exposi¢do a poeira, 4gua contaminada, fezes de animais e
consequentemente a sua microbiota (Roberts et al., 2018). Essa intera¢do tornou-se evidente
quando pesquisadores encontraram cepas de origem hospitalar, como Staphylococcus aureus
resistente a Meticilina (MRSA), no rebanho bovino, enquanto outros estudos isolaram cepas de
origem animal em humanos que nunca estiveram em contato direto com animais de producao
(Sharma et al., 2018).

A falta de registro de doencas, utilizacdo e gastos com medicamentos em todas as
propriedades rurais, independentemente do seu volume de producdo e condi¢do econdmica,
evidenciam que os proprietdrios ndo t€ém o controle de qualidade e rentabilidade da atividade.

A auséncia dessas informagdes é preocupante, uma vez que esses aspectos sao fundamentais
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para o controle de enfermidades e da producdo leiteira. Especialmente em paises com clima
tropical, como o Brasil, fatores ambientais e relacionados a producdo leiteira possuem impacto
direto na qualidade do leite e em indicadores reprodutivos, resultando em queda do desempenho
produtivo e maior susceptibilidade a enfermidades, com consequente perdas econdmicas
relevantes (Picinin et al., 2019).

Uma das medidas econdmicas utilizadas para aperfeicoar a produ¢do animal € a adocao
de farmacos, ndo somente de forma terapéutica como também profildtica. Na industria leiteira,
antibioticos sdo as substincias quimicas mais utilizadas, principalmente em casos de mastite
bovina, problemas respiratorios, podais, gastrointestinais e demais doencas infecciosas (Abdi
et al.,, 2018). De acordo com a literatura, para tratamentos em geral, os antibiéticos mais
utilizados na cadeia produtiva leiteira pertencem a classe dos B-lactdmicos, fluorquinolonas,
aminoglicosideos e penicilinas (Gonzalez et al., 2010; Kuipers et al., 2016; Stevens et al., 2016;
More et al., 2017; Abdi et al., 2018; Manga et al., 2019). Uma ampla variedade dessas
substancias € utilizada para tratamentos de mastite, principalmente cefalosporinas,
lincosamidas, animoglicosideos, penicilinas, tetraciclinas e macrolideos (Kuipers et al., 2016;
More et al., 2017; Abdi et al.,, 2018; Manga et al., 2019). Tetraciclinas e B-lactimicos
usualmente s@o aplicados para casos de laminite no rebanho leiteiro, enquanto cefalosporinas,
tetraciclinas e associacdes com penicilinas sao utilizadas para metrite, doengas respiratorias e
enterite (Gonzalez Pereyra et al., 2015; Obaidat et al., 2018; Ma et al., 2018).

Apesar de ndo controlarem o uso de medicamentos e seus gastos, oS proprietarios
recordavam-se de alguns antibidticos que haviam utilizado ao longo dos dois ultimos anos.
Propriedades de criagcdo intensiva foram as que utilizaram uma maior variedade de principios
ativos, dentre eles: amoxicilina, enrofloxacina, sulfametoxazol + trimetropim, tilosina,
ciprofloxacina, espiramicina, neomicina, cefalexina, ampicilina, florfenicol e uma combinacao

entre tetraciclina, neomicina e bacitracina. Propriedades pequenas e semiextensiva utilizavam
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combinacdes de antibidticos, como neomicina e espiramicina, sulfametoxazol e sulfatidiazina,
além de tetraciclinas, penicilinas, gentamicinas.

Na Tabela 3 estd representado o nimero de isolados foram resistentes aos antibidticos.
Nota-se que apenas uma propriedade nao apresentou isolados resistentes (5%). Em
contrapartida, a0 menos uma propriedade de cada grupo obteve isolados resistentes a todos os
antibioticos. Considerando o total de propriedades, foram encontrados isolados resistentes a
amoxicilina e tetraciclina em 90% delas (n = 18). Poucos estabelecimentos apresentaram
1solados resistentes a ciprofloxacina, com micro-organismos resistentes em sete propriedades
(30%) e com baixos indices de resisténcia. Coincidentemente, a presenca de micro-organismos
resistentes a Ceftiofur foi relativamente baixa (menos de 20% dos isolados em todos 0s grupos),
o que é questiondvel: ceftiofur € uma cefalosporina de 3* geracao, amplamente distribuida para
uso veterindrio, principalmente em casos de metrite, doencas respiratdrias (Obaidat et al.,
2018). Por possuir um baixo nivel residual e tempo curto de administragdo, ceftiofur € bastante
empregado em bovinos leiteiros, porquanto ndo ha necessidade de descarte do leite (Mcewen
and Collignon, 2017).

Tabela 3: Isolados de Escherichia coli obtidos em grupos de propriedades leiteiras (pequenas
propriedades (PP), de criagdo semiextensiva (PCSE) e de cria¢do intensiva (PCI)) e que
apresentaram resisténcia aos respectivos antibidticos: amoxicilina (AMO), ceftiofur (CEF),
ciprofloxacina (CIP), cloranfenicol (CLO), sulfamentoxazol + trimetropim (SUT) e tetraciclina

(TET).

Propriedades Isolados (n) AMO (%) CEF (%) CIP (%) CLO (%) SUT (%) TET (%)

Pl 56 21 (37,5%) 0 7(125%) 3(53%) 4(7,1%) 6(10,7%)
P2 59 6 (10,7%) 0 0 0 0 0

. P3 62 15 (24.2%) 0 0 0 0 1(1,6%)

- P5 52 13 (25%) 0 2(38%) 2(38%) 3(58%) 5(9,6%)
P6 45 0 0 0 0 0 0

P7 48 1 (2,1%) 0 0 0 1Q2,1%) 2 42%)
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P8 58 4(6,7%) 0 0 0 3(52%) 3(52%)
P9 38 7(184%) 1(2.6%) 0 2(53%) 9(23,7%) 9 (23.7%)
P12 59 3(5.1%) 1(1,7%) 0 2(34%) 2(34%)  4(68%)
P14 51 3 (5,9%) 0 0 0 3(59%) 4 (7.8%)
P16 46 0 0 0 0 0 4 (8,7%)
P19 35 2(57%)  2(5,7%) 0 0 12.8%) 1(2,8%)
P20 54 8 (14,8%) 5(9.2%) 0 9(16,7%) 10 (18,5%) 14 (26%)
total 673 83(123%) 9(13%) 9(1,33%) 18(2,7%) 36 (54%) 53 (50,9%)
P10 42 4(9,5%) 0 0 3(7,1%)  124%) 3(7.1%)
g P13 64 71%)  2G1% 23G1%) 3@7%) 2G.1%) 8 (12,5%)
P18 66 69.1%)  2(3%) 0 0 2(3%) 9 (13.6%)
total 172 17 (23.6%) 4023%) 2(012%) 635%) 529%) 20 (11,6%)
P4 44 7(15.9%) 0 0 0 1(23%) 7(15,9%)
_ P11 69 16 (23.2%) 13 (18,8%) 7(10,1%) 14 (20,3%) 15 (21,7%) 22 (31,9%)
= P15 67 7(104%) 5(75%) 1(1,5%) 8(11,9%) 9 (134%) 10 (14,9%)
P17 66 13(19.7%) 2(3%)  5(1.6%) 5(1.6%) 18(27.3%) 23 (36,5%)
total 246 43 (17,5%) 20 (8,1%) 13 (53%) 27 (11%) 43 (17,5%) 52 (25.2%)

Outros trabalhos evidenciam que a alta frequéncia resisténcia a amoxicilina e

tetraciclina é comum, seja em pequenas propriedades ou fazendas de criacdo intensiva. Em

trabalho realizado com propriedades de criacdo intensiva no sudeste do Chile, isolados de E.

coli obtidos de amostras de bezerros doentes, saudaveis e da cama do confinamento também

apresentaram altas frequéncias de resisténcia a amoxicilina e oxitetraciclina (92% e 53%,

respectivamente) (Astorga et al., 2019). Uma pesquisa realizada em pequenas propriedades no

Brasil também encontrou isolados com maior indice de resisténcia a estes mesmos principios

ativos (39% de resisténcia a tetraciclina e 36,6% a amoxicilina), evidenciando a ampla

utilizacdo desses antibidticos na cadeia produtiva do leite (Lopes et al., 2022). Tetraciclinas sao

antibiéticos amplamente utilizados na medicina veterindria e humana devido ao amplo espectro
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de atuacdo e por serem eficazes contra espiroquetas, bactérias intracelulares obrigatérias e
alguns protozodrios (Grossman et al., 2016).

Considerando que a resisténcia antimicrobiana pode ser intrinseca, adquirida ou
adaptativa (Holmes et al., 2015), a presenga de E. coli genéricas apresentando resisténcia a
determinadas classes de antimicrobianos pode ser um fator preocupante, uma vez que essas
bactérias sdo comensais do trato gastrointestinal (TGI) de humanos e animais e além de estarem
em quantidade abundante no ambiente, ainda estdo correlacionadas com a pressdo seletiva
imposta pela exposi¢ao dos seus hospedeiros aos antimicrobianos, tornando-se um fator de risco
para o desenvolvimento de resisténcia a antibifticos em micro-organismos com potencial
patogénico e/ou zoondtico (Hanon et al., 2015; Obaidat et al., 2018). O leite cru pode ser um
veiculo para bactérias resistentes, facilitando disseminacdo e incorporacdo de genes de
resisténcia antimicrobiana na microbiota do ser humano (Chajecka-Wierzckcowska et al.,
2019). No Brasil, os requisitos regionais e critérios para a producao de alimentos seguros (saude
e higiene na produ¢do dos animais, controle dos parametros biolégicos), permitem que sejam
comercializados queijos artesanais produzidos com leite cru (BRASIL, 2018).

A utilizacdo de antibidticos em fazendas agropecudrias tem sido identificada pela
Organiza¢do Mundial da Sadde (OMS) como um potencial risco de desenvolvimento de MRA
(Bryan et al., 2016). Afinal, a maioria dos antimicrobianos utilizados em gado leiteiro pertence a
classes que também sao importantes na medicina humana (Garcia et al., 2019). Os genes
associados a resisténcia a antibidticos podem ser transferidos a microbiota autéctone de homem,
animais e do ambiente, podendo introduzir material genético de cepas multirresistentes e
representando um risco direto a satide do consumidor, devido a reducao da eficacia de tratamentos
(Toth et al., 2020). Diante disso, na Tabela 4 € possivel perceber que todos os grupos
apresentaram variados perfis de resisténcia e isolados de E. coli considerados MDR, obtidos de

vacas, bezerras, leite de conjunto e humanos que trabalham nas propriedades. Propriedades
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leiteiras de criacdo intensiva apresentaram o maior percentual de micro-organismos MDR
(14,6%) e coincidentemente, 0 mesmo grupo obteve a maior variedade de perfis de MDR e com
isolados resistentes a todos os antibidticos. Os perfis AMO-SUT-TET, AMO-CLO-TET, AMO-
CEF-SUT-TET, AMO-CIP-CLO-SUT-TET estiveram presentes em todos os grupos.

Em pesquisa semelhante, objetivou-se identificar a presenca de E. coli MDR em ambiente
leiteiro (bezerros com diarreia, bezerros saudaveis e cama). Foram obtidos 349 isolados de 20
propriedades leiteiras no Chile, os quais foram submetidos ao teste de difusdo em disco para
caracterizar a susceptibilidade antimicrobiana frente a 7 familias de principios ativos:
amoxicilina, ceftiofur, enrofloxacino, florfenicol, gentamicina, oxitetraciclina e sulfametoxazol
+ trimetropima. Estes pesquisadores encontraram 26 perfis de MDR, com 8 isolados (2,3%)
resistentes a todos os principios ativos, com 5 perfis semelhantes aos encontrados neste estudo
(AMO-CEF-SUT-TET, AMO-CLO-SUT-TET, AMO-CLO-TET, AMO-CEF-TET, AMO-
SUT-TET (Astorga et al., 2019).

Tabela 4: Numero de isolados de Escherichia coli, oriundos da cadeia produtiva leiteira, que
foram caracterizados como multidroga resistentes (MDR) e os perfis de resisténcia
identificados nos grupos de pequenas propriedades (PP), de criacdao semiextensiva (PCSE) e de

criacdo intensiva (PCI).

Grupo Perfil de resisténcia n (%)

PP AMO-SUT-TET 3 (18,7%)
AMO-CIP-SUT 2 (15,4%)
AMO-CLO-SUT 1 (6,2%)
CIP-CLO-SUT 1 (6,2%)
AMO-CLO-TET 1(6,2%)
AMO-CEF-SUT-TET 2 (12,5%)
AMO-CLO-SUT-TET 2 (12,5%)
AMO-CEF-CLO-SUT-TET 3 (18,7%)
AMO-CIP-CLO-SUT-TET 1 (6,2%)

Total 16 (100%)
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PCSE AMO-SUT-TET 1 (20%)
AMO-CLO-TET 2 (40%)
AMO-CEF-SUT-TET 1 (20%)
AMO-CIP-CLO-SUT-TET 1 (20%)
Total 5 (100%)
PCI AMO-SUT-TET 1(7,1%)
AMO-CEF-TET 1(7,1%)
AMO-CLO-TET 1 (7,1%)
AMO-CEF-SUT-TET 2 (14,3%)
AMO-CLO-SUT-TET 2 (14,3%)
AMO-CIP-SUT-TET 2 (14,3%)
AMO-CEF-CLO-SUT-TET 2 (14,3%)
AMO-CEF-CIP-SUT-TET 1 (7,1%)
AMO-CEF-CIP-CLO-SUT-TET 2 (14,3%)
Total 14 (100%)

Antibidticos pesquisados: AMO (amoxicilina); CEF (ceftiofur); CIP (ciprofloxacina); CLO
(cloranfenicol); SUT (sulfametaxazol/trimetropima) e TET (tetraciclina).

Nota-se que as propriedades de criacdo intensiva foram as que utilizaram maior
variedade de antibidticos e apresentaram maior porcentagem de isolados MDR. Isso acontece
porque quando antibidticos sdo utilizados corriqueiramente, hd uma pressdo seletiva entre as
bactérias, que respondem expressando fenotipicamente seus genes de resisténcia
antimicrobiana (GRA), sobrevivendo bactérias mais resistentes. (Martinez et al., 2014). Em
pesquisa realizada com diversas fazendas leiteiras nos EUA, quase 40% dos isolados comensais
de E. coli apresentaram MDR, com resisténcia a streptomicina, tetraciclina, ampicilina,
kanamicina, cloranfenicol, gentamicina, ciprofloxacina e ceftriaxone (Obaidat et al., 2018).
Outra pesquisa com isolados comensais de secre¢des organicas do gado bovino apresentou
elevada resisténcia a amplicina, dcido nalidixico, sulfametoxazol + timetoprim e tetraciclina

(Navajas-Benito et al., 2017). Pesquisadores analisaram fezes de bezerros que recebiam leite
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de descarte e verificaram a presenca de E. coli com mais de 90% de resisténcia a eritromicina
e penicilina e pirilimicina (Maynou et al., 2017).

A resisténcia de microrganismos comensais do TGI de bovinos é uma preocupacio,
visto que estes s@o reservatdrios primdrios de patégenos, responsdveis por surtos e casos de
toxinfecgdes alimentares em humanos, e que podem ser veiculados pelo leite e outros produtos
de origem animal, como Salmonella enterica, Listeria monocytogenes e E. coli O157:H7
(Obaidat and Stringer, 2019). Mesmo que genes de resisténcia possam nao ter relagdo com a
viruléncia do patdgeno, infec¢Oes causadas por patdgenos resistentes levam a resultados
adversos até duas vezes maiores quando comparados a infeccdes causadas por bactérias
sensiveis, aumentando indices de morbidade e mortalidade, prejuizos econdmicos (custos com
equipamentos, pessoal e testes adicionais), além de aumento de gastos com triagem e uso de
substancias com maior toxicidade (Friedman et al., 2015). Essa correlagdo entre humanos e
animais evidencia a necessidade de avaliar o impacto da utilizacdo de antimicrobianos na
producdo animal, buscando possiveis formas de evitar que a resisténcia antimicrobiana se torne

um problema de saide publica.

CONCLUSAO

As propriedades rurais produtoras de leite das regides estudadas, independente do nivel
de tecnificac@o e tamanho, apresentam problemas similares em relacao ao registro e tratamento
de enfermidades, em especial mastite. Consequentemente, nota-se a disseminacdo de E.coli
com diferentes perfis de resisténcia em toda a cadeia produtiva, incluindo MDR, o que pode
representar um risco a saude publica, seja por contato direto dos humanos com os animais, ou

através de produtos finais. Estudos mais detalhados s@o necessdrios para identificar os
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elementos genéticos relacionados a resisténcia, sua dindmica de transmissdo na cadeia

produtiva leiteira e sua relagdo com a produgdo animal.
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Abstract

This study aimed to provide a further characterization of the lactic microbiota present in Minas
artisanal cheese (MAC) from the Serro region by using culture-independent methods, as a
complementary analysis of a previous study. The total DNA extracted from MAC samples
(n=55) was subjected to repetitive extragenic palindromic-PCR (rep-PCR) and PCR-
denaturing gradient gel electrophoresis (PCR-DGGE). Rep-PCR analysis showed that core
microbiota of Serro MAC was closely related, independent of the production town, farm size,
or time of production. The sequencing of PCR-DGGE bands identified the prevalence of
Lactococcus lactis in all samples, and Streptococcus salivarius was also identified. Thus, we
conclude that when more accurate methods are unavailable, rep-PCR can be used as a culture-
independent method to demonstrate if the microbiota is closely related or not among the
samples. PCR-DGGE results also matched to the main findings of high-throughput sequencing,
previously presented, confirming its confidence to detect the main microbial groups present in

the raw milk cheeses.
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Abstract

Physical-chemical characteristics of Minas Frescal cheese (MFC) favor the growth of
Staphylococcus spp. and allow the production of enterotoxins by specific strains. Here, we
aimed to characterize the physical-chemical aspects (pH, storage temperature, and salt content)
and the presence of Staphylococcus spp. in MFC samples (n = 50) to support a modeling study
for the growth by this microorganism. Coagulase-positive staphylococci isolates were obtained
and subjected to PCR assays to identify them as Staphylococcus aureus (nuc) and to detect
staphylococcal enterotoxin-related genes (sea, seb, sec, sed, see). Staphylococcus aureus
growth kinetics (maximum growth rate, Grmax, and lag time) were predicted based on
ComBase model and MFC physical-chemical aspects. Mean counts of Staphylococcus spp.
ranged from 3.3 to 6.7 log cfu/g, indicating poor hygiene practices during production. Selected
isolates (n = 10) were identified as S. aureus, but none presented classical enterotoxin-related
genes. pH, temperature, and salt content ranged from 5.80 to 6.62, 5 °C to 12 °C, and 0.85% to
1.70%, respectively. The Grmax values ranged from 0.012 to 0.419 log cfu/g per h. Independent
of the storage temperature, the lowest Grmax values (0.012 to 0.372 log cfu/h) were obtained
at pH 5.80 associated with salt content of 1.7%; independent of the pH and salt content, the best
temperature to avoid staphylococcal growth was 7.5 °C. Hygienic conditions during MFC
production must be adopted to avoid staphylococcal contamination, and storage at temperatures
lower than 7.5 °C can prevent staphylococcal growth and the potential production of

enterotoxins.
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Abstract

The lactic microbiota of the Minas artisanal cheese (MAC) produced in the Serro region was
characterized by culture-dependent and -independent methods. Samples of Serro MAC (n = 55)
were obtained and plated for lactic acid bacteria (LAB) enumeration. Isolates (n = 176) were
subsequently identified by 16S rRNA sequencing as lactobacilli, Lactococcus lactis and
Enterococcus sp. LAB counts and the distribution of identified species did not differ by
producer city, producer farm size, starter culture and time of production (P > 0.05). DNA from
samples was subjected to high-throughput 16S rRNA sequencing and L. lactis was the
predominant species in all samples. Alpha-diversity indices (species number, diversity,
richness) and beta-diversity analysis did not differ between samples (P > 0.05). Core microbiota
for all cheese samples included L. lactis, Streptococcus salivarius, S. thermophilus and
Acinetobacter johnsonii. Here, we were able to show that lactobacilli and L. lactis are the
dominant lactic groups and species in the Serro MAC, supporting the establishment of a typical

microbial signature for this cheese.
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Abstract

We assessed the interference of a complex food microbiota, present in Minas artisanal cheese
(MAC) produced in the Serro region, on the performance of enumeration protocols for lactic
acid bacteria (LAB) and staphylococci. Initially, 140 isolates were obtained from 6 Serro MAC
samples and plated for enumeration of LAB (3 variations of MRS, M17 and Petrifilm™ LAB)
and staphylococci (Baird—Parker and Petrifilm™ STX); some target isolates did not grow or
present atypical morphologies in their selective protocols. Then, Serro MAC samples (n = 55)
were obtained and plated for LAB and staphylococci based on the same protocols: 2569 isolates
were obtained from LAB and 1164 from staphylococci protocols: Petrifim™ LAB presented
the highest frequencies of LAB-confirmed colonies, as Petrifilm™ STX for staphylococci (p <

0.05).
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Abstract

Passion fruit (Passiflora cincinnata Mast.) is a native fruit from the Caatinga, a typical
ecoregion in northeastern Brazil, and it has potential for use by the food and pharmaceutical
industries. In this study, we characterized the antimicrobial activity of P. cincinnata and its
application in the production of coalho cheese, a traditional Brazilian product. Aqueous extract
of P. cincinnata exhibited high inhibitory activity against Listeria spp. (n = 4, reference strains),
Staphylococcus aureus (n = 3, reference strains), and multidrug-resistant Staph. aureus (n = 8),
and low inhibitory activity against lactic acid bacteria (LAB, n = 3, reference strains). Based on
these results, we produced coalho cheese using goat milk with and without (control) passion
fruit. Cheeses were stored at 10°C for 14 d and populations of mesophilic aerobes, Staph.
aureus, and presumptive LAB were monitored at d 1, 7 and 14. The passion fruit cheese had
lower counts of mesophilic aerobes, Staph. aureus (after 7 and 14 d), and presumptive LAB
(after 14 d) than the control cheese. Adding ground passion fruit contributed to a reduction of
Staph. aureus counts in goat cheese, although these differences were not significant. These
results indicated the inhibitory potential of passion fruit and its potential use for controlling
microbial populations in a cheese model; further studies are needed to characterize the active

molecules that are responsible for such activity.
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ANEXO 1: Protocolo n® 34/2019 -Comissdo de Etica no Uso de Animais do Setor Palotina da

UFPR (CEUA/Palotina).

Ministério da Educag@o Universidade

Federal do Parana Setor Palotina m

Comissao de Etica no Uso de Animais

Certificado

Certificamos que o Protocolo n° 34/2019 referente ao projeto de pesquisa Uma abordagem
em one health para estabelecer as potenciais rotas de distribui¢do de resisténcia a antibiéticos na
cadeia produtiva leiteira sob responsabilidade do Prof. Luciano dos Santos Bersot, estd de acordo com
os Principios Eticos da Experimentagdo Animal, adotado pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacio Animal (CONCEA) e foi APROVADO pela Comissio de Etica no Uso de Animais
do Setor Palotina da UFPR (CEUA/Palotina) em 23/09/2019.

O Docente responsdavel pelo envio do formulério deve estar ciente de que deve:
¢ informar qualquer intercorréncia, efeitos adversos ou fatos relevantes que alterem o curso normal
do estudo;
e informar sobre a necessidade de modificagdes ou emendas ao protocolo que foi descrito e
aprovado, identificando a parte do protocolo a ser modificada e apresentando justificativas claras

Palotina, 23 de setembro de 2019

Certificate

Certify that the Protocol n. 34/2019 regarding the research project A one health approach to establish
potential antibiotic resistance distribution routes in the dairy supply chain of Luciano dos Santos

Bersot is according to the Ethical Principles of Animal Experimentation adopted by the National
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Council for Animal Experiments Control (CONCEA) and was APPROVED by the Ethics Committee
on Animal Use of the UFPR — Setor Palotina (CEUA / Palotina) in Sept 23, 2019.

Palotina, September 23, 2019.

\& / -

Prof. Geraldo Camilo Alberton
Coordenador/Coordinator

CEUA/Palotina — UFPR



ANEXO 2: Protocolo n°® 53/2019: Comissio de Etica no Uso de Animais — UFV.

MINISTERIO DA EINICACAO
UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA
PRO REITORIA DF PESQUISA E POS GRADUACAO

COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMALS - CEUA
¥ Lywver stirio - V' MK - A0 T0- 00 Tehvlonne (J1) 3042 2304

Vigasz, 19 de novembeo de 2019

limo. Prof
Ricardo Seity Yamatog
Couordenador do projeto
DNTAUFY

St Coordenamdor,

Apds avalingdio da Metodologm ufilizada mo Projeto de Pesquisa intitulado *Uma
ubordagem em ome health para estabelocer sy potenciais rotas de disteibmicio de
resisténcin ¢ untibioticos ne cadeis produtiva leiteira™. agus nomendo Processo S32014 »
CEUAUFY emite parecer fivordvel 5o prosocolo de wtibizacho de animsais propasio, lendo
como base para anhlise a Legishagho vigente (Lei N 11.794, de 08 de owtubro de 2008), as
Resolugdes Nommativas editadas pedo CONCEAMUOTI, bem como s DSCA {Direenz
Beasiherra de Pritca  para o Cuidado ¢ a Dtilizagdo de Animais parn Fins Ciemtificos ¢
Didabcos) e as Dretrizes da Pritica de Eutandsin peeconizadss pelo CONCEAMUTI

Acresce 3 esse Pareoer a exipéncia de Relatdno Final de Atividades conforme mens a
seguir:

I Namero do protocobo de submissIo do projeto de pesquisa & CEUASUFV
1 Meandofogia completa ohrigionamente com
= Local (1) Geral (15) € especifico (5) oficial (13) ande ocorreu a expenmentagdo,
= O mome clentifico do anemal em questio;
= Nianero 10tal 3¢ antmans utilteados nd pesguiss
3 Resulvados:
4 Nome do Coordenador do Proseso
Assinalurs.
S Name do Responsivel Teonico
Assinatura:

_\:,« Lo, Qlias ( Ocheo
Prof * Silvin Almeda Cardoso
Presudente

Comissdo de Eica no Uso de Animats - CEUAUFY
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ANEXO 3: Questionario epidemiologico utilizado como referéncia nas entrevistas

realizadas com os proprietarios das propriedades rurais.

QUESTIONARIO

Uma abordagem em one health para estabelecer as potenciais rotas de distribuicao de

resisténcia a antibidticos na cadeia produtiva leiteira.

DATA DA ENTREVISTA: / /2019

Nome do entrevistado:

Endereco:

Telefone: ()

Onde a familia reside?

( ) Propriedade onde trabalha
() Outra propriedade rural

( ) Cidade

Ha quantos anos trabalha na atividade agropecuaria?

Area total da propriedade rural (em ha):

Qual o sistema de producio?

( ) Extensivo ( ) Semi-intensivo ( ) Intensivo

Qual o manejo alimentar aplicado as bezerras até o desmame?
( ) Feno () Silagem () Concentrado () Leite in natura

() Aleitamento natural-comavaca () Leite de descarte () Outro

( ) Leite em p6

As bezerras desmamadas permanecem junto com as em aleitamento?

Com que idade as bezerras iniciam a vida reprodutiva?
( ) 8 meses

() 1ano

( ) 1 ano e meio

( ) Outro




Raca predominante no rebanho?
()Jersey ()Holandés ()Gir ( )Cruza

89

Numero de vacas ordenhadas por dia?

()0-10 () 10-20 ( )20-30 (1) 30-40
() 40-60 () 60-80 ( ) 80-100 ( )100-150
Qual a idade das vacas em lactacao?

A vaca permanece no rebanho por quantas lactacoes?

Quantidade de leite produzida dia (litros)?

() 0-200 ( ) 1300-1500

() 200-500 () 1500-1800

( ) 500-700 () 1800-2000

( ) 700-1000 () 2000-2500

( ) 1000-1300 () 2500-3000

Média de litros de leite/vaca/dia?

()1-15 () 1525

()25-30 () 30-40

Qual o numero total de animais?

Total [ ]

Lactantes [ ]

Vacas secas | ]

Novilhas [ ]

Bezerras [ ]

Fase de lactacao das vacas (média)?

() Inicis ( ) Meio ( ) Fim

Numero de ordenhas por dia?

( ) Uma () Trés ( ) Duas ( ) Outra
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Qual o horario das ordenhas?
( ) Manha ( ) Tarde ( ) Manha/Tarde

Qual o tipo de ordenha utilizada?

( ) Ordenha manual com bezerro

( ) Ordenha manual sem bezerro

( ) Ordenha mecanizada (balde ao pé)

( ) Ordenha mecanizada canalizada com transferidor

Presenca de outros animais na sala de ordenha? Quais?

( )Cachorros ( )Gatos ( )Galinhas () Outros

Sala de ordenha:

() Madeira () Alvenaria Piso. () Chéo batido () Coberto ( )S/N
Realiza a sequéncia de ordenha correta na hora de ordenhar os animais (vacas sadias,
recém-paridas, curadas e em tratamento)?

() Sim ( ) Nao ( ) Parcialmente

Realiza pré e pos-dipping?

() Sim, pré-dipping ( ) Sim, pés-dipping
( ) Sim, ambos (pré e pés-dipping) ( ) Nao realizo
( ) Outra

Despreza os trés primeiros jatos antes de iniciar a ordenha?

( )Sim ( )Nao

Assinale as praticas de ordenha que sao rotinas na propriedade e dé uma nota de 0 a 5
para cada uma, sendo (0 nenhuma importancia e 5 muita importancia, em sua opiniao:

a) Higieniza os tetos antes da ordenha

b) Limpeza do conjunto de teteiras

c¢) Descarte dos 3 primeiros jatos de leite

d) Teste para mastite, caneco

e) Maos limpas
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Ha mastite no rebanho?

Qual a freqgeéncia?
[niimero de animais infectados ao longo de 12 meses]

Inverno Verao

a) Sim, muito frequente

b)Sim, frequente

¢)Sim, pouco frequente

d) Ndo

Utiliza Homeopatia ou Fitoterapia para tratar dos animais?

() Sim ( ) Nao

O Sr. trata mastite no seu rebanho?

() Sim ( ) Nao

a) Quem realiza o tratamento?

b) Quantos casos tratou nos ultimos 2 anos?

¢) Quanto gastou em tratamento nesse periodo aproximadamente em R$?

d) Quantos animais teve de descartar por esse motivo nos tltimos 5 anos?

Que outras doencgas o senhor tratou com antibiéticos nos dltimos 2 anos?

O Sr. tem anotado quais foram os antibidticos utilizados para tratamento nos tltimos 2
anos?

() Sim ( ) Nao Quais:

Qual é o destino do leite de descarte, durante o periodo de caréncia?
( ) Fornece aos bezerros

( ) Fornece a outros animais

( ) Descarta nos corregos

( ) Outro




O Sr. alimenta as vacas em periodos proximos a ordenha?
( ) Sim, durante a ordenha
( ) Sim, apés a ordenha

( ) Nao

O Sr. possui resfriador de leite na propriedade?

( ) Sim, qual o tipo?

( ) Nao, por qué?

O leite permanece na propriedade por quanto tempo?
() 24 horas
()48 horas

Em que momento é realizada a limpeza do resfriador?
( ) A cada saida do leite

( ) 1x por semana

( ) Ix acada 15 dias

( ) Mais tempo

Como é realizada a limpeza dos utensilios de ordenha?
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De onde provém a agua para a lavagem dos utensilios? Esta agua recebe algum

tratamento?
() Pogo artesiano () Outros
( ) Tratada ( ) Nao tratada () Desconhece

Qual é o local onde as vacas dormem?
( ) Pasto
() Campo préximo estédbulo

() Estabulo. Qual o tipo de cama?

( ) Outro
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Utiliza sal mineral/proteico para a alimentacao animal?
() Sim ( ) Nao

() As vezes. Frequéncia?

( ) Sal mineral

() Proteico

Utiliza subprodutos ou restos de culturas agricolas na alimentacao animal?

( ) Sim, qual (ais)?

( ) Algumas vezes, qual (ais)?

( ) Nao

Eu , CPF

estou ciente de que respondi esse formulario, o qual faz parte do projeto de pesquisa “Uma
abordagem em one health para estabelecer as potenciais rotas de distribuicdo de resisténcia a
antibioticos na cadeia produtiva leiteira.” e que posso obter uma cépia do mesmo entrando em

contato com a representante Milimani Andretta, de telefone (55)9 9178-2971.



