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LATOSINSKI, G. L. Eficacia do cetoprofeno em programas de tratamento seletivo
de casos naturais de mastite clinica em vacas leiteiras. Botucatu, 2019. 77p.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de

Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

Objetivou-se avaliar a eficacia do cetoprofeno em casos de mastite clinica (MC) com
auséncia de isolamento microbioldgico nas amostras de leite cultivadas no sistema de
cultura na fazenda (SCF). Vacas de trés rebanhos foram alocadas aleatoriamente em dois
grupos experimentais. Grupo cetoprofeno (N = 65 quartos) foi tratado com cetoprofeno
(3 mg/kg, via intramuscular, dose Unica) e grupo controle (N = 64 quartos) nao recebeu
terapia. Amostras de leite foram coletadas no momento do diagnostico da MC e 14 (D14)
e 21 (D21) dias ap0s o caso. Os desfechos avaliados foram risco de cura clinica, recidiva
e recorréncia de MC, risco de nova infecgdo intramamaria (IIM) em D14 e D21 e
contagem de células somaticas em D14 e D21. A proporcdo de cura clinica, recidiva e
recorréncia de MC nos grupos cetoprofeno e controle foi de 83,08% e 85,94%, 18,52% e
18,18% e 16,67% e 16,36%, respectivamente. O risco relativo de todos os desfechos
mencionados ndo foi diferente entre 0s grupos experimentais. Em ambas as analises as
chances de nova I1IM ndo foram diferentes entre 0s grupos experimentais. N&o houve
diferenca na CCS entre os grupos entre os dias de amostragem ou grupos experimentais.
Os resultados sugerem que o uso de cetoprofeno em casos de MC com cultura negativa
n&o foi associado ao risco de cura clinica, recidiva e recorréncia de MC, novas IIM e
CCSs.

Palavras-chave: mastite bovina, cultura na fazenda, anti-inflamatério ndo esteroidal,

ensaio clinico, cultura negativa.
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LATOSINSKI, G. L. Efficacy of ketoprofen in programs for selective treatment of
natural clinical mastitis cases. Botucatu, 2019. 77p. Dissertacao (Mestrado) — Faculdade
de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de Botucatu, Universidade Estadual

Paulista.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the efficacy of ketoprofen in culture-negative
clinical mastitis (CM) cases. Cows from three commercial herds were randomly allocated
into two experimental groups. The ketoprofen group (N = 65 quarters) received a single
intramuscular injection of 3 mg/kg of ketoprofen. The control group (N = 64 quarters).
Milk samples were collected at the time of CM diagnosis and at 14 (D14) and 21 (D21)
days after the case. The outcomes evaluated were clinical cure, relapse and recurrence of
CM, risk of new intramammary infection (11M) at D14 and D21, and somatic cell count
at D14 and D21. The proportion of clinical cure, relapse and recurrence of CM in the
ketoprofen and control groups was 83.08%, 85.94%, 18.52% and 18,18%, 16,67% and
16,36%, respectively. The relative risk of all mentioned outcomes was not different
between the experimental groups. For both analyses, the odds of new IIM were not
different between the experimental groups. Mean SCC was not different between
sampling days or experimental groups. Results suggest that the use of ketoprofen for
culture-negative CM was not associated with the risk of clinical cure, relapse and

recurrence of CM, new IIM and SCC.

Keywords: clinical mastitis, on-farm culture, non-steroidal anti-inflammatory, clinical

trial.



CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

A mastite é um dos principais entraves da pecuaria leiteira para a producao de leite
de alta qualidade. E a doenca que causa 0s maiores prejuizos econdmicos no mundo todo
(HALASA et al., 2007) e a principal razdo para o uso de antimicrobianos em rebanhos
leiteiros (POL; RUEGG, 2007).

Atualmente existe grande preocupacgéo da sociedade com o bem-estar animal e com
0 uso em larga escala de antimicrobianos (CARDOSO et al., 2016). Dessa forma, visando
a sustentabilidade da pecuéria leiteira, praticas modernas que reduzam 0 usO
indiscriminado de antibidticos se fazem cada vez mais necessarias.

E amplamente descrito na literatura que entre 25 e 50% dos casos de mastite clinica
(MC) nédo apresentam crescimento bacteriano na cultura microbiolégica do leite
(MCDOUGALL et al., 2007; CORTINHAS et al., 2016) e, consequentemente, ndo
necessitam de tratamento com antimicrobianos. Nesse contexto, programas que visem a
répida identificacdo etioldgica dos agentes causadores de MC, permitindo o tratamento
seletivo dos casos que realmente se beneficiem com o uso de antimicrobianos, estdo em
evidéncia.

O sistema de cultura na fazenda (SCF) € uma estratégia de tratamento seletivo de
MC com potencial de redugdo no uso de antimicrobianos (LAGO et al., 2011a; 2011b;
VASQUEZ et al., 2017), o que poderia resultar em beneficios tanto para os produtores
guando para os animais. O sistema consiste em realizar a cultura do leite dos casos de
MC na propria fazenda e, ap6s 18 a 24 horas, tomar decisdo de tratamento com base nos
resultados.

Resultados de um estudo de grande porte indicaram que o SCF resultou em
economia de 50% no uso de antimicrobianos nas propriedades participantes (LAGO et
al., 2011a). Ademais, ndo foram encontradas diferencas significantes entre 0os grupos
controle (todos os casos de MC foram tratados com antimicrobianos no momento da
deteccdo do caso) e grupo submetido ao SCF (casos de MC foram tratados de acordo com
o0 resultado da cultura na fazenda) nos desfechos estudados a curto e longo prazo, tais
como as taxas de cura clinica e bacterioldgica, risco de casos recorrentes, risco de falha
no tratamento, risco de descarte e morte, producdo de leite e contagem de células
somaticas (CCS) (LAGO et al., 2011a, 2011b).



Poucos estudos foram realizados para avaliar a eficacia dos anti-inflamatorios ndo
esteroidais (AINES) no tratamento de MC. Em condic¢des experimentais foi demonstrado
que podem contribuir para a melhora do quadro inflamatério (YEISER et al., 2012;
FITZPATRICK et al., 2013). Ademais, foi reportado em ensaio clinico que o uso de
AINES (meloxican), associado a os antimicrobianos, pode ter beneficio na cura
bacteriologica da MC, na diminuicdo de CCS e taxa de descarte do rebanho
(MCDOUGALL et al., 2009, 2016).

Uma oportunidade que ainda nédo foi explorada cientificamente e que poderia trazer
beneficios para o SCF seria a utilizacdo de AINES em casos que ndo resultam em
crescimento bacteriano. O uso dos AINES em tais casos de MC poderia proporcionar
beneficios econdémicos aos produtores leiteiros e melhoria do bem-estar animal, por meio
da reducgdo dos sinais clinicos e tempo de descarte do leite, aumento da taxa de cura
microbioldgica, reducdo do risco de recidiva e recorréncia e reducdo dos sinais
inflamatorios.

Nesse contexto, 0 objetivo do presente estudo foi avaliar a eficacia do cetoprofeno
no tratamento seletivo de casos naturais de MC leve ou moderada, em amostras
caracterizadas pela auséncia de isolamento de patdgenos no SCF. As hipoteses especificas
foram: 1) O tratamento intramuscular (IM) com cetoprofeno de casos de MC com cultura
negativa poderia resultar em reducdo de 1 dia no tempo de retorno do leite ao aspecto
normal, quando comparado a um grupo néo tratado; 2) O tratamento IM de MC com
cetoprofeno poderia resultar em menores taxas de recidiva e recorréncia de MC e retorno

mais rapido da CCS em nivel basal.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Mastite clinica

2.1.1. Impacto econémico e em saude publica

A mastite é a doenca mais prevalente e onerosa em rebanhos leiteiros no mundo
todo, gerando grande impacto econdmico para 0s produtores e industria leiteira
(HALASA et al., 2007). Os principais prejuizos causados pela doenga sdo devidos a
reducdo na producgdo de leite (SEEGERS et al., 2003), descarte do leite com residuos de
antimicrobianos (HALASA et al., 2007), perda de qualidade (MA et al., 2000), descarte
precoce (HEIKKILA et al., 2012), custo com medicamentos, custo com servigos
veterindrios, riscos de outras doencas e risco de transmissdo de mastite aos animais
saudaveis (HALASA et al., 2007).

Estima-se que o custo de um caso de mastite clinica (MC) varie entre US$ 244 a
US$ 444 a depender do estagio de lactagdo, da CCS no tanque, do pre¢o do leite e de
outros fatores (HUIJPS et al., 2008; ROLLIN et al., 2015). Rollin et al. (2015) estimaram
que 71% do total dos custos relacionados @ MC sdo devidos a gastos indiretos associados
a diminuicdo na producdo de leite (28%), descartes precoces (41%) e diminuicdo no
desempenho reprodutivo (2%). Os custos diretos, muitas vezes mais valorizados pelos
produtores, representam apenas 29% do total dos custos. Medicamentos e descarte de
leite, os quais sdo custos imediatos gastos pelos produtores, representam somente 8% e
6% do total dos custos, respectivamente (ROLLIN et al., 2015).

O tratamento de MC € a principal razdo para o uso de antimicrobianos em fazendas
leiteiras (POL; RUEGG, 2007; REDDING et al, 2019). Em estudo conduzido por Pol e
Ruegg (2007), cujo objetivo foi quantificar o uso de antimicrobianos em fazendas leiteiras
convencionais e organicas no estado de Wisconsin, o tratamento de MC representou 55%
do uso total de antimicrobianos destinados ao tratamento de todas as doencas.

Ademais, outra acdo que contribui para 0 aumento do uso de antimicrobianos em
rebanhos leiteiros é a terapia da vaca seca, estratégia utilizada no controle de mastite que
faz parte das recomendacdes do programa de 10 pontos de controle de mastite do NMC
(NMC, 2015). A terapia da vaca seca tem o objetivo de curar infeccBes intramamarias
(IIM) existentes e prevenir novas IIM no inicio do periodo seco, sendo amplamente
utilizada pelos produtores leiteiros. Estima-se que, nos Estados Unidos, 81,7% das vacas
sejam submetidas a tal terapia (USDA-NAHMS, 2008). Pol e Ruegg (2007) relataram



que a terapia da vaca seca representou 31% do uso total de antimicrobianos em rebanhos
leiteiros.

O uso de antibioticos em larga escala em rebanhos leiteiros gera preocupagoes
devido ao risco de contaminacdo do leite com residuos de farmacos e a selecdo de
organismos resistentes a inameros antimicrobianos utilizados em medicina humana
(OLIVER; MURINDA, 2012). Dessa forma, ha pressao da sociedade para o
desenvolvimento de programas que visem o uso racional de farmacos em propriedades
rurais.

Nos Estados Unidos somente duas classes de antimicrobianos (B-lactdmicos e
lincosamidas) sdo permitidas pela US Food and Drug Administration (FDA) para o
tratamento de mastite. No Brasil ndo ha legislacdo bem definida sobre o uso de
antimicrobianos para tratamento de mastite, sendo permitida a comercializagdo de muitos
principios ativos e combina¢des medicamentosas. Inclusive encontram-se no mercado
nacional antimastiticos a base de principios ativos listados pela Organizacdo Mundial de
Saude (OMS) como de importancia critica para medicina humana (OMS, 2017), tais
como cefalosporinas de terceira e quarta geragdes, macrolideos e fluorquinolonas.

Nos ultimos anos, muitos estudos foram realizados para avaliar a resisténcia dos
antimicrobianos aos patdgenos causadores de mastite (ERSKINE et al., 2002; PITKALA
et al., 2004; BOTREL et al., 2010). Nestes estudos longitudinais ndo foram observados
aumentos na percentagem de resisténcia aos antimicrobianos estudados entre os
principais organismos causadores de mastite. No entanto, é importante ressaltar que a
maioria dos estudos sobre o tema foram realizados em regides leiteiras desenvolvidas,
onde as estratégias de controle de mastite sdo bem estabelecidas e existe maior controle
no uso de antimicrobianos.

Além disso, o risco de contaminagdo do leite com residuos de antimicrobianos é
uma guestdo importante tanto no aspecto de saude publica quanto no econémico, devido
aos prejuizos gerados aos produtores leiteiros. Em salde publica os principais agravos
estdo relacionados a possiveis reacdes alérgicas e selecdo de organismos resistentes a
antimicrobianos (ALLISON, 1985).

Em estudo conduzido em Wisconsin por Ruegg e Tabone (2000), com objetivo de
determinar a relacdo entre a CCS do leite do tanque e o risco de contaminacdo do leite
por residuos de antibidticos, foi observado que rebanhos de alta CCS (> 700.000
células/mL) tiveram maior risco (razdo das chances = 7,1) de contaminacdo do leite por

residuos de antimicrobianos do que rebanhos de baixa CCS (< 250.000 células/mL). Esses



resultados sugerem que rebanhos com alta CCS no leite do tanque possuem maior
prevaléncia de mastite e, consequentemente, maior frequéncia de tratamento de animais
com antimicrobianos, aumentando o risco de contaminacéo do leite (RUEGG; TABONE,
2000).

Desta forma, € necessario o uso prudente e racional de antimicrobianos visando a
reducdo de tratamentos excessivos e inadequados. Em um cenario moderno caracterizado
pelo aumento da pressdo da sociedade para a diminui¢do do uso de antimicrobianos, o
desenvolvimento de novos protocolos que resultem em maior eficacia terapéutica sdo

necessarios para a sustentabilidade a longo prazo da pecuéria leiteira.

2.1.2. Caracteristicas gerais da mastite clinica e etiologia dos casos

A mastite é uma enfermidade complexa e multifatorial que pode ter apresentacédo
tanto clinica quanto subclinica. Na forma subclinica ndo hé altera¢des visiveis no leite ou
na glandula mamaria, embora exista IIM causando diminuicdo na producdo e na
qualidade do leite (HALASA et al., 2007).

A forma clinica da doenca caracteriza-se por alteracfes na aparéncia do leite (cor,
viscosidade, consisténcia) que podem ser acompanhadas ou ndo de sinais inflamatdrias
no quarto mamario (rubor, tumor, calor, edema ou dor). Classifica-se a MC em uma escala
de 3 graus (grau 1 ou leve, grau 2 ou moderado e grau 3 ou grave). Casos leves sdo
definidos quando ha somente alteracGes no leite. Casos moderados sao definidos quando
ha alteracdes no leite acompanhados de altera¢cdes no quarto mamario e casos graves sdo
definidos quando ha todos os sinais supracitados além de alteracGes sistémicas (WENZ
etal., 2001). A maioria dos casos de MC sdo casos leves (50 — 70%) ou moderados (20 —
40%) (NASH et al, 2002; RODRIGUES; RUEGG, 2005; PINZON; RUEGG, 2011).

O diagndstico da MC ¢ realizado por meio do exame visual dos primeiros jatos e
deve ser realizado pelos técnicos de ordenha em todas as ordenhas de todas as vacas.
Qualquer alteracdo observada no leite ou no quarto mamario deve ser considerada como
MC. Oliveira et al. (2015) relataram que a incidéncia media anual de MC em rebanhos
leiteiros do sudeste do Brasil foi 27 e 31% em novilhas e vacas, respectivamente. Em
regides leiteiras desenvolvidas a incidéncia média anual de MC foi reportada variando
entre 23,7 e 33,4% (SANTMAN-BERENDS et al., 2015; LEVISON et al., 2016).

Ao longo dos anos muitos estudos foram realizados demonstrando a prevaléncia de
patogenos causadores de MC (Tabela 1). Geralmente os principais micro-organismos

isolados de casos de MC séo coliformes (Escherichia coli, Klebsiella spp., Enterobacter



spp.), estreptococos ambientais (Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae),
Enterococcus spp. e em menor frequéncia Staphylococcus aureus, estafilococos
coagulase-negativa, Streptococcus agalactiae e outros (Prototheca spp., levedura,
Pseudomonas spp., Serratia spp., Trueperella pyogenes, Bacillus spp., Corynebacterium
spp., Pasteurella spp.).

Existe diferenca na distribuicdo dos patdgenos causadores de mastite entre as
regides leiteiras. No Brasil podemos observar prevaléncia mais elevada de patdégenos
contagiosos (Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae) causando MC (Tabela
1). No pais ainda ha poucos programas publicos ou privados de incentivo a melhoria da
qualidade do leite produzido. Com isso, patogenos erradicados ou controlados em regides
leiteiras desenvolvidas, tais como Streptococcus agalactiae e Staphylococcus aureus,
apresentam prevaléncia elevada. Cruppe et al. (2008) relataram prevaléncia de 16,3% de
Streptococcus agalactiae em 2.671 amostras provenientes de quatro estados brasileiros
(Minas Gerais, Parana, Santa Catarina e Sdo Paulo).

Em regides leiteiras desenvolvidas os coliformes e 0s estreptococos ambientais sao
0s patégenos mais comumente isolados de casos de MC (Tabela 1). Nestas regides
existem ha& décadas programas de controle de mastite que resultaram em mudancas na
distribuicdo de patégenos causadores de MC, tornando os patdgenos ambientais mais
prevalentes (RUEGG, 2012).

2.1.3. Tempo de retorno do leite até o aspecto normal

Conforme previamente definido, casos de MC geram alteragfes no aspecto normal
do leite, que podem ou ndo ser acompanhados de alteracdes na glandula mamaria. A cura
clinica é definida como o periodo de regressdo dessas alteracdes, até a volta do leite ao
aspecto normal. O tempo até a cura clinica ¢ em média de 4 dias (LAGO et al., 2011;
OLIVEIRA et al., 2013) e depende do patégeno envolvido no caso, do tratamento
realizado e de aspectos relacionados a vaca.

Oliveira et al. (2013), ao estudarem praticas utilizadas para tratamento de MC em
51 rebanhos leiteiros do estado de Wisconsin, observaram que as 278 vacas tratadas com
ceftiofur pela via intramamaria tiveram, em média, 4,5 dias ( 2 - 11 dias) e 4,4 dias (1 -
13 dias) até a cura clinica de casos leves ou moderados, respectivamente. As 51 vacas
tratadas com cefapirina pela via intramamaria tiveram em média 5,2 dias (2 - 9 dias) e 4,5
dias (3 - 6 dias) até a cura clinica de casos leves e moderados, respectivamente. O leite
de vacas que tiveram casos de MC cujos resultados da cultura do leite foram negativos

(N =196) levou, em média, 4,3 dias para retornar ao aspecto normal.



Em estudo conduzido por Lago et al. (2011), o tempo médio até a cura clinica das
vacas pertencentes ao grupo que utilizou o SCF para tomada de deciséo de tratamento dos
casos de MC foi de 3,2 + 1,7 dias (N = 163). Nesse grupo, somente quartos com 1IM
causada por bactérias Gram-positivas, ou por infeccdo mista (Gram-positivas e Gram-
negativas), foram tratados com antimicrobiano. O tempo médio até a cura clinica foi de
2,7 £ 1,5 dias (N = 196) e 3,0 £ 1,7 dias (N = 51) para os animais alocados no grupo
controle (todos os casos de MC foram tratados com antimicrobianos) e no grupo
submetido ao SCF e cuja cultura do leite foi negativa, respectivamente (LAGO et al,
2011).



TABELA 1. Estudos que avaliaram a prevaléncia de patdgenos causadores de mastite clinica bovina*

Autores Ano Pais Casos S. S. aureust SCN? Estreptococos  Escherichia  Klebsiellat  Outrost Sem
(N rebanhos) agalactiael ambientaist colit crescimentot
Lagoetal. 2011 EUAe 417 (8) - 30(7,19) 38(9,11) 57 (13,66) 78 (18,70) 23 (5,5) 46 145 (34,77)
Canada (11,03)
Oliveiraet 2013 EUA 693 (50) - 21(3,03) 45 (6,49) 110 (15,87) 167 (24,09) 51 (7,35) 97 202 (29,14)
al. (13,99)
McDougall 2007  Nova 1359 (28) - 258 (18,98) 86 (6,32) 594 (43,70) - - 56 365 (26,85)
etal. Zelandia (4,12)
Olde 2008 Canada 2850 (106) 4(0,14) 312(10,94) 158 (5,54) 443 (15,54) 254 (8,91) 131 (4,59) 218 1330 (46,66)
Riekerink (7,64)
etal.
Cortinhas 2016  Brasil 264 (11) 24 (9,75) 20 (7,57) 20 (7,57) 33 (12,50) 11 (4,16) 12 (4,54) 12 132 (50,00)
etal. (9,09)
Oliveiraet 2015  Brasil 2763 (8) 120 (4,34) 53(1,91) 253(9,15) 360 (13,02) 547 (19,79)? 227 1203 (43,53)
al. (8,21)
Tomaziet 2018  Brasil 236 (31) 9(3,81) 23 (9,74) 33(13,98) 41 (17,37) 21 (8,89) 2(0,8) 36 71 (30,08)
al. (14,83)

1N (%); 2 Estudo reportou somente prevaléncia de coliformes em geral; 2 Amotras contaminadas foram excluidas.



2.1.4. Casos de mastite clinica com cultura negativa

A proporcao de casos de MC sem isolamento de patdgenos na cultura do leite tem
variado entre 20 a 50% (Tabela 1). A maioria das culturas negativas sdo associadas a
casos de gravidade leve (grau 1). Oliveira et al. (2013) reportaram que, de 164 casos de
MC com cultura negativa, 57,9% foram leves, 33,6% foram moderados e apenas 8,5%
foram severos.

Sao variadas as razfes para 0 nao crescimento microbiolégico no leite de quartos
acometidos por MC. Nos ultimos anos, alguns estudos foram realizados com o objetivo
de esclarecer a alta prevaléncia de culturas negativas resultantes de casos de MC (Tabela
2). Em suma, estes estudos tiveram como principal objetivo comparar os resultados
obtidos na cultura microbioldgica tradicional a técnicas modernas de biologia molecular
(Tabela 2).

Hiitio et al. (2015), ao compararem a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em
tempo real (QPCR) com a cultura microbioldgica tradicional em amostras de leite de casos
de MC e subclinica (MSC), observaram que 46,5% (20/43) das amostras de leite negativas
na cultura (43/294) foram positivas na gPCR. Os patdgenos mais identificados foram
Staphylococcus spp., seguidos de Streptococcus dysgalactiae, Staphylococcus aureus,
Escherichia coli e Corynebacterium bovis. Em contrapartida, 54% (27/50) das amostras
negativas no qPCR (50/294) foram positivas na cultura microbioldgica. Resultados
similares foram reportados por Taponen et al. (2009) na Finlandia, no qual foi observado
que 43% (34/79) das amostras negativas na cultura foram positivas na gPCR. Koskinen
et al. (2010) e Keane et al. (2013) também encontraram alta proporcdo de amostras de
leite negativas na cultura, porém positivas na qPCR (76 e 79%, respectivamente).

Dos estudos citados na Tabela 2, os patdgenos mais comumente identificados pela
técnica de gPCR em amostras de leite negativas na cultura microbiana foram
estafilococos coagulase-negativa, Streptococcus uberis, Corynebacterium bovis,

Streptococcus dysgalactiae, Escherichia coli e Staphylococcus aureus (Figura 1).
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TABELA 2. Estudos nos quais o objetivo primério foi a comparacdo de técnicas de
biologia molecular com a cultura microbiolégica tradicional para o isolamento de

patdgenos causadores de mastite.

Estudo Ano Pais Casos Cultura PCR Cultura -/
Negativa Negativa PCR + (%)
(%0) (%0)
Taponen 2009 Finlandia 79 amostras de - - 43,00 (34/79)
et al. mastite clinica
negativas na
cultura
Koskinen 2010 Finlandia 780 amostras de 23,07 11,00 76,00
etal. e Holanda mastite clinica (180/780) (89/780) (136/180)
Keaneet 2013 Irlanda 141 amostras de 30,00 8,00 (11/141) 79,06 (34/43)
al. mastite clinica (43/141)
Hiitioet 2015 Finlandia 294 amostras de 14,62 17,00 46,50 (20/43)
al. mastite clinica e (43/294) (50/294)
subclinica
50
45 L
40
35
30
% 25
20
15
10
. a |l
Keane et al Koskinen et al Hiitio et al Taponen et al
Estudos
O Staphylococcus aureus W Streptococcus uberis A Escherichia coli
O Streptococcus dysgalactiae B SCN B Trueperella pyogenes

Fl Streptococcus agalactiae @ Corynebacterium bovis B Klebsiella spp.

B Other

FIGURA 1. Distribuicdo de patégenos identificados por técnicas de biologia molecular

em amostras de leite negativas pela cultura microbiologica.

O teste diagnostico referéncia utilizado para identificacdo de patdgenos no leite € o
cultivo microbioldgico (NMC, 1999). Em suma, o exame consiste no cultivo de 0,01 mL

de leite em meios de cultura seletivos e ndo seletivos (por exemplo, 4gar MacConkey e
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agar sangue), seguido de identificacdo do micro-organismo com base na morfologia das
colobnias, coloracdo de Gram e testes bioquimicos complementares (NMC, 1999).

O cultivo microbioldgico, como qualquer outro teste diagndstico, apresenta
limitag6es. O limiar minimo de detecgdo de patdgenos da técnica é de 100 UFC/mL de
leite quando 10 pL de leite sdo inoculados nas placas de cultura. Com isso, amostras de
leite que tiverem uma concentragcdo de micro-organismos menor do que o limite minimo
de deteccdo ndo irdo resultar em crescimento do patégeno e, consequentemente, serao
consideras negativas. Ademais, existem patdgenos que ndo sdo isolados nos meios de
cultura rotineiramente utilizados para o cultivo microbioldgico, como Mycoplasma spp.,
que apresenta crescimento fastidioso e necessita de meios de cultura e condigdes de
incubacéo especiais para isolamento.

O leite mastitico apresenta alta concentracdo de substancias antibacterianas que,
atuando em conjunto com os leucdécitos do leite no processo de combate a infecgéo,
poderiam comprometer a viabilidade das bactérias presentes no leite (TAPONEN et al.,
2009). O cultivo microbioldgico tem somente a capacidade de detectar células viaveis no
leite. J& métodos baseados em biologia molecular podem amplificar o DNA alvo de
micro-organismos viaveis e ndo viaveis, ou seja, bactérias mortas também podem ser
identificadas. Em casos de MC a importancia da identificacdo de micro-organismos
mortos pode ser questionada, uma vez que o0 patégeno ndo € mais viavel para provocar
injuria na glandula mamaria (KOSKINEN et al. 2010).

Mastites causadas por Escherichia coli tem sido associadas a culturas negativas,
pois infeccdes causadas por este agente costumam ser autolimitantes. Suojala et al (2010),
ao estudarem o efeito do enrofloxacino no tratamento de casos naturais de MC causada
por Escherichia coli, reportaram que a cura bacterioldgica, avaliada 21 dias ap0s a
deteccdo do caso, foi de 90,5% (38/42) e 86,8% (33/38) no grupo tratado e no grupo
controle (receberem somente anti-inflamatdrio), respetivamente.

Apesar das limitacdes encontradas na cultura microbioldgica, ainda se trata de um
teste confiavel e importante para o diagnostico de patdgenos envolvidos na etiologia das
mastites. Em relacdo a MC, a identificacdo do agente envolvido no caso é de importancia
para a tomada de decisdo de manejo da propriedade leiteira. Nos Gltimos anos, programas
voltados para a reducdo do uso de antimicrobianos tem sido cada vez mais incentivados.
Nesses programas, a adogéo de técnicas que possibilitam identificacdo rapida do patdégeno

envolvido no caso de MC é cada vez mais necessaria.
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2.2. Tratamento seletivo de mastite clinica

2.2.1. Sistema de cultura na fazenda

Ao longo de décadas o tratamento de casos de MC foi baseado somente na
observacao dos sinais clinicos presentes na glandula mamaria, sem o conhecimento do
agente causador. Ademais, poucas propriedades leiteiras tem como rotina realizar a
cultura microbiolégica dos casos de MC. Hoe e Ruegg (2006), ao caracterizarem praticas
de manejo realizadas em fazendas do estado de Wisconsin, reportaram que somente
12,6% (N = 547) dos produtores realizavam cultura de todos os casos de MC em
laboratdrios comerciais. Nesse mesmo estudo, foi descrita associagédo entre o tamanho do
rebanho e a realizacdo de cultura dos casos de MC. A frequéncia de cultura de todos os
casos de MC em fazenda grandes (> 200 vacas em lactacdo) e médias (101 a 200 vacas)
foi 2,5 vezes maior do que aguela observada em fazendas pequenas (51 a 100 vacas) e
muito pequenas (< 50 vacas).

Devido ao fato de que 25 a 50% das culturas dos casos de MC nédo apresentam
crescimento bacteriano (Tabela 1), a administragéo de antimicrobianos em todos 0s casos
de MC, independentemente do agente envolvido no caso, resulta em uso excessivo de
antimicrobianos. Fuenzalida e Ruegg (2019) conduziram ensaio clinico randomizado
comparando o desfecho clinico dos casos de MC negativos na cultura da fazenda. Quartos
do controle negativo (N = 59) ndo receberam nenhum tipo de tratamento e quartos do
grupo tratado (N = 62) receberam dose diéria de cloridrato de ceftiofur durante cinco dias.
N&o foram observadas diferencas significativas entre os grupos em todos os desfechos
estudados, tais como risco de falha de tratamento, recidiva de MC, dias até a cura clinica,
dias até o descarte, producdo de leite e CCS. Esses resultados evidenciam os prejuizos
econdmicos e exposicdo desnecessaria dos animais a antimicrobianos decorrentes do
tratamento de casos de MC que ndo apresentam crescimento bacteriano.

O SCF é uma estratégia de tratamento seletivo de MC com potencial de reducao no
uso de antimicrobianos (LAGO et al., 2011a; VASQUEZ et al., 2017), o que resultaria
em beneficios tanto para 0s produtores quando para 0s animais. O sistema consiste em
semear, no laboratdrio da fazenda, o leite de todos os casos de MC em placas de cultura.
A decisdo de tratamento do animal é baseada no resultado da cultura ap6s 18 a 24 horas
de incubacdo & 37°C. E importante acrescentar que a utilizagio do SCF ndo descarta a

necessidade da cultura adicional dos casos de MC em laboratorios comerciais, para



13

monitoramento da ocorréncia de mastites causadas por patdgenos de crescimento lento,
ou que exijam nivel de diagndéstico mais complexo.

No mercado existem diferentes tipos de placas que utilizam meios de cultura
seletivos e ndo seletivos. Um sistema tradicional, comercializado pela Universidade de
Minnesota, EUA, consiste em placas bipartidas e tripartidas contendo meios que
possibilitam o isolamento seletivo de patégenos Gram-negativos (Agar MacConkey),
Gram-positivos (Agar Factor) e estreptococos (Agar TKT modificado) (Figura 2).

Tri-Plate Bi-Plate

Agar TKT
modificado

Factor

Factor

FIGURA 2. Sistemas de cultivo microbiologico “Minnesota Easy Culture System”,
produzidos pela Universidade de Minnesota, EUA. Fonte:
http://dairyknow.umn.edu/topics/milk-quality/minnesota-easy-culture-system-user-s-

guide/

Existem também placas tripartidas (Accumast; FERA Animal Health LCC, Ithaca,
NY) que contém meios de cultura seletivos cromogénicos, que permitem a identificacdo

de pat6genos causadores de mastite por diferenciacéo de cor (Figura 3).
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FIGURA 3. Sistema de cultivo microbioldgico “Accumast” (FERA Animal Health LCC,
Ithaca, NY). A) Placa sem crescimento bacteriano; B) Staphylococcus aureus, C)
Staphylococcus epidermidis; D) Staphylococcus chromogenes; E) Streptococcus
agalactiae; F) Streptococcus dysgalactiae; G) Streptococcus uberis; H) Enterococcus
faecalis; 1) Escherichia coli; J) Klebsiella oxytoca e K) Pseudomonas aeruginosa. Fonte:
Ganda et al., (2016).

Nos altimos anos algumas pesquisas foram realizadas para avaliar a viabilidade do
SCF. Em dois estudos realizados por Lago et al. (2011a; 2011b), 449 quartos acometidos
com MC leve ou moderada foram divididos em dois grupos. Quartos do grupo controle
foram tratados com cefapirina sédica no momento da detec¢do dos casos e quartos do
grupo submetido ao SCF foram tratados de acordo com os resultados do cultivo. Quartos
com infecgdo causada por bactérias Gram-positivas, ou por infeccdo mista causada por
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, foram tratados com antimicrobiano logo ap6s
o diagnostico pelo SCF. Quartos com infeccdo causada somente por bactérias Gram-
negativas, ou com resultado negativo, ndo receberam tratamento.

Os resultados desse estudo mostraram que 0 uso do SCF resultou em economia de
50% no uso de antimicrobianos nas propriedades participantes. Ademais, a espera de 24
horas até o resultado da cultura ndo resultou em diferencas significativas em desfechos
relevantes, tais quais as taxas de cura clinica e bacteriolégica, risco de casos recorrentes,

risco de falha no tratamento, risco de descarte e morte, producdo de leite e CCS. Ainda,
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houve tendéncia de diminuicdo em 1 dia para o leite retornar ao tanque de leite
comercializavel no grupo submetido ao SCF.

Em estudo similar conduzido por Vasques et al. (2017) em rebanho leiteiro de Nova
York (EUA), 489 quartos com MC leve ou moderada foram distribuidos aleatoriamente
em dois grupos de tratamento. Quartos do grupo controle receberam, imediatamente apds
a deteccdo do caso, tratamento com cloridrato de ceftiofur e quartos do grupo submetido
ao SCF foram tratados de acordo com os resultados do cultivo. Quartos com infeccao
causada por bactérias Gram-positivas, ou por infeccdo mista causada por estafilococos
coagulase-negativa ou Streptococcus spp. e bactérias Gram-negativas, foram tratados
com cefapirina sédica logo ap6s o diagnostico pelo SFC. Quartos com infeccdo causada
somente por bactérias Gram-negativas, ou com resultado negativo, ndo receberam
tratamento. Foi observado que o uso do SCF resultou em redugéo de 68% no uso de
antimicrobianos. Além disso, corroborando com os resultados encontrados por Lago et
al. (2011a; 2011b), a espera de 24 horas até o resultado da cultura ndo resultou em
diferencas significativas entre os grupos, em relacdo aos dias para cura clinica, producéo
de leite, CCS e risco de descarte e morte. Somente foi observada diferenga no tempo de
permanéncia no lote de animais em tratamento. Vacas do grupo SCF estiveram, em
média, 3 dias a menos do que vacas do grupo controle.

O perfil de utilizacdo do SCF foi estudado por Neeser et al. (2006), os quais
aplicaram questionario em 52 fazendas que compraram o SCF desenvolvido pela
universidade de Minnesota. Foi observado que 27% (14/52) dos produtores deixaram de
utilizar o SCF. O principal motivo (50%; 7/14) por abandonarem o sistema foi a
incapacidade de esperar 24 horas apds o cultivo do leite para a tomada de decisdo de
tratamento.

Dentre os proprietarios entrevistados que ainda utilizavam o SCF (N = 38), 58%
esperavam 24 horas para a decisdo de tratamento e 39% iniciavam o tratamento com
antimicrobianos imediatamente ap06s a detec¢cdo do caso de MC e esperavam as 24 horas
para decidir se interrompiam ou continuavam o tratamento. Foi observada reducdo no uso
de antimicrobianos em 70% nas fazendas que esperavam o resultado da cultura para
decisdo de tratamento. Em contrapartida, nas fazendas que iniciavam o tratamento
imediatamente apds a deteccdo do caso, ndo foi observada diminuicdo no uso de
antimicrobianos (NEESER et al., 2006).
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2.2.2. Avaliacao econdmica da utilizacdo do sistema de cultura na fazenda

A utilizacdo do SCF pode ser benéfica para os produtores leiteiros, devido a reducéo
no uso de antimicrobianos e redugdo na quantidade de leite descartado devida a presenca
de residuos de antimicrobianos no leite. No entanto, estudos recentes indicam que nem
todas as propriedades se beneficiariam economicamente da utilizacdo do SCF.

Down et al. (2017) compararam o SCF com o sistema de tratamento convencional,
no qual todos os casos de MC sédo tratados no momento da deteccdo e avaliaram os
principais fatores que influenciam o custo beneficio dos sistemas. Um modelo de
simulacdo de Monte Carlo foi desenvolvido para simular cinco mil casos de MC para
cada protocolo de tratamento. Os principais fatores que influenciaram a diferenca de custo
entre os dois sistemas foram a proporc¢éo de casos de MC causado por bactérias Gram-
positivas e a diminuicdo de cura bacteriolégica relacionada ao tempo de espera de 24
horas para a tomada de deciséo de tratamento (DOWN et al., 2017).

Em simulacdo supondo que haveria pequena diminuicao (0 - 5%) no risco de cura
bacteriologica decorrente do tempo de espera de 24 horas para a tomada de decisédo de
tratamento, foi observado que o SCF foi mais rentavel do que o convencional quando a
proporgéo de casos de MC por patdégenos Gram-positivos foi menor do que 47% (DOWN
et al., 2017). Ao considerar a suposic¢do de que haveria moderada diminuicao (5 - 17%)
no risco de cura bacteriologica decorrente do tempo de espera de 24 horas para a tomada
de decisdo de tratamento, foi observado que o SCF foi mais rentavel do que o
convencional somente quando a proporcao de casos de MC por patégenos Gram-positivos
foi menor do que 21% (DOWN et al., 2017). No entanto, na simulacdo que considerou
uma maior diminuicao (17 - 22%) no risco de cura bacterioldgica decorrente do tempo de
espera de 24 horas para a tomada de decisdo de tratamento, foi observado que o SCF foi
menos rentavel do que o convencional, independentemente da proporcdo de patdgenos
Gram-positivos causando os casos de MC (DOWN et al.,2017).

2.3. Anti-inflamatorios nao esteroidais

2.3.1. Imunologia da glandula mamaria — reacao inflamatoria

Com o aumento da tecnificacdo dos rebanhos leiteiros os animais vém cada vez
mais sendo selecionados geneticamente para alta producdo de leite. Estas alteracdes
refletem em mudancas na susceptibilidade dos animais a mastite. Barnouin et al. (2005)

relataram que a incidéncia de MC em vacas de alta produgédo de leite (média anual > 8,130
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Kg/lactacdo) foi 1,3 vezes maior do que a incidéncia de MC em vacas de média producao
de leite (media anual < 6,705 Kg).

A glandula maméria apresenta diversos mecanismos de defesa contra invasdo de
patdgenos causadores de mastite. A primeira linha de defesa é o esfincter do canal do teto.
Este canal tem capacidade de dificultar a penetracdo de patdgenos, devido ao
revestimento por um tampao de queratina, que € uma cera composta de acidos graxos
com acdo bacteriostatica e proteinas capazes de induzir a morte dos patdgenos
(SORDILLO etal., 1997).

Caso 0s micro-organismos consigam ultrapassar esta barreira fisica e adentrar o
ambiente mamario terdo que estar aptos a escapar da atividade das células somaticas
presentes na glandula para estabelecer infec¢do. As células predominantes na glandula
mamaria saudavel sdo, na grande maioria, macréfagos, linfécitos e, em menor quantidade,
neutrofilos e células epiteliais (RIOLLET et al., 2000a; DOSOGNE et al., 2003).

Os macrofagos sdo as células mais encontradas no leite e no tecido mamario
saudavel, compondo 66 a 88% do total de células somaticas presentes no leite (RIOLLET
et al., 2000a). A funcdo dos macrdfagos é a fagocitose de micro-organismos invasores,
reparacdo tecidual e apresentacdo de antigenos. Os macrdfagos presentes no leite tém
acao menos efetiva do que os presentes no sangue, pois 0s componentes do leite (gordura,
caseina, entre outros) também s&o fagocitados (SORDILLO et al., 1997).

Quando ha o estabelecimento de infeccdo os macrdfagos liberaram substancias
quimiotéticas para atrair células polimorfonucleares ao sitio da infeccdo (POLITIS et al.,
1991). Shuster et al. (1997) desafiaram experimentalmente nove quartos com Escherichia
coli e observaram que, apés 12 horas do desafio, houve aumento de citocinas pro-
inflamatorias (TFN-o, IL-1, IL-6, IL-8 e C5a) no leite. Além disso, 16 horas apds o
desafio foi observado aumento significativo da CCS em comparagdo com 0s quartos ndo
desafiados.

As células epiteliais presentes na glandula mamaria também desempenham papel
importante no desencadeamento da resposta inflamatoria. Estas células sdo capazes de
detectar bactérias e produtos bacterianos e reagir produzindo quimiocinas mobilizadoras
de neutrdfilos e citocinas pro-inflamatérias (LAHOUASSA et al., 2007).

A liberacdo das citocinas pré-inflamatorias induz influxo de neutréfilos oriundos
da corrente sanguinea que migram para a glandula mamaria modificando o perfil das
célulase a CCS do leite (RIOLLET etal., 2000a). No quarto mamario infectado as células

mais frequentemente encontradas séo os neutrofilos, presentes entre 50 e 95% do total de
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células somaticas existentes no leite (RIOLLET et al., 2000a). A func¢édo dos neutrofilos
é fagocitar e destruir os patogenos invasores. Além disso, sdo fontes de pequenos
peptideos antibacterianos que sdo capazes de destruir patdgenos causadores de mastite
(SELSTED et al., 1993).

Caso a ac¢do inata do sistema imune da glandula mamaria seja efetiva e capaz de
eliminar os micro-organismos invasores, 0s estimulos inflamatérios cessam, e a CCS
retorna a niveis basais. Riollet et al. (2000b), ao desafiarem experimentalmente com
Escherichia coli cinco quartos mamarios saudaveis, observaram 1IM seguida de cura
espontanea 10 dias apds do desafio. A populacdo de neutréfilos na glandula maméria
representava 38,8 £ 5,2 e 97,3 = 0,9% do total de células somaticas encontradas, antes e
apos 16 horas do desafio, respectivamente. Porém, trés dias apds o desafio as células
mononucleares voltaram a constituir a populacao celular predominantemente encontrada,
representando 76 + 5,6% do total de células somaticas.

Se o0s patdgenos causadores de mastite forem capazes de sobreviver a resposta
inicial, a inflamacao e migracéo de leucdcitos continuara contribuindo para a diminuicao
da quantidade e qualidade do leite produzido na glandula mamaéria. Estudos
demonstraram que a diapedese prolongada observada no epitélio alveolar e a protedlise
produzida pelos neutréfilos recrutados para a glandula mamaria contribuem para o dano
tecidual e degradacdo dos componentes do leite (SORDILLO et al., 1989; MEHRZAD et
al., 2005). Heikkila et al. (2018), ao investigarem o impacto da mastite na producgéo de
leite, observaram que a MC causada por E. coli e S. aureus antes dos 120 dias de lactacdo
provocou diminuigdo de producéo de leite de 10,6% (3,5 Kg/dia) e 7,1% (2,3 Kg/dia) do
total produzido na lactacao (305 dias), respectivamente.

O desencadeamento da inflamagdo é uma resposta fundamental do sistema imune
inato da vaca para eliminar micro-organismos invasores e restaurar a fungdo normal do
tecido mamario. Mastites cronicas ou agudas podem gerar respostas inflamatorias
disfuncionais provocando danos permanentes ao tecido mamario e comprometendo o
bem-estar animal. Assim, uma resposta eficaz que consiga eliminar rapidamente a injuria
é fundamental para evitar os efeitos deletérios da inflamacdo (SORDILLO, 2018).

Desta forma, o uso de AINES em casos de MC poderia contribuir para amenizar os

efeitos deletérios do processo inflamatorio e melhorar o conforto e bem-estar animal.
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2.3.2. Acdo dos anti-inflamatérios néo esteroidais

Um farmaco para ser AINES precisa ter acdo anti-inflamatoria, antipirética e
analgésica. No processo inflamatério, quando ha invasdo de micro-organismos e dano
tecidual, a enzima fosfolipase A2 atua nos fosfolipidios que compéem a membrana
celular, resultando na producéo de acido araquiddnico. Algumas enzimas, como a COX1
e COX2, convertem o &cido araquidonico produzido em prostaglandinas e leucotrienos,
substancias responsaveis pelo desencadeamento da cascata inflamatéria. O mecanismo
de acdo dos AINES consiste na inibicdo da biossintese de prostaglandinas pela
competicdo com as enzimas COX pelo sitio ativo do acido araquiddnico (VANE et al.,
1998).

O cetoprofeno [&cido 2-(fenil-3-benzoil) propidnico] é um potente AINES
sintetizado pela primeira vez em 1967 e atualmente comercializado no mundo todo
(KANTOR, 1986). Atua na inibi¢do da via da cicloxigenase do metabolismo do &cido
araquidonico, levando a diminuicdo da producdo de mediadores inflamatdrios, como
prostaglandinas e tromboxanos. Além disso, inibe alguns elementos da via lipoxigenase,
como leucotrienos, gerando retardo do processo de destruicdo tecidual (KANTOR, 1986).

Estudos conduzidos em modelos experimentais mostraram que o cetoprofeno é um
farmaco 20 vezes mais potente que o ibuprofeno, 80 vezes mais potente que a
fenilbutazona e 160 vezes mais potente que o acido acetil salicilico na redugdo da
inflamacdo, além de ser um potente AINES nos processos inflamatdrios agudos,
subagudos e cronicos (KANTOR, 1986). E um farmaco rapidamente absorvido que
apresenta elevada biodisponibilidade, metabolizado no figado, excretado na urina e, em
menor grau, nas fezes (NOAH, 2018a).

Em bovinos o cetoprofeno é rapidamente absorvido apds administracao IM e atinge
concentracdo plasméatica maxima dentro de 30 a 60 minutos, e apresenta 80% da dose
administrada eliminada dentro de 12 horas (NOAH, 2018b). Deste modo, por apresentar
rapido inicio de acdo, meia-vida plasmatica curta e baixa toxicidade (KANTOR, 1986),

€ um medicamento apropriado para uso em casos de MC.

2.3. Uso de anti-inflamatdrios ndo esteroidais em mastite

O uso de anti-inflamatorios para o tratamento de MC em gado leiteiro € bastante
frequente, apesar da sua eficacia ser pouco esclarecida na literatura (OLIVEIRA;
RUEGG, 2014; KAYITSINGA et al., 2017). O uso € mais comum nos €asos graves.

Oliveira e Ruegg (2014), ao estudarem 51 fazendas de Wisconsin, observaram que a
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terapia de suporte incluindo anti-inflamatorios foi administrada em 48,3% (43/284), 20%
(43/216) e 8% (43/89) dos casos de MC grave, moderada e leve, respectivamente.

Poucos estudos foram realizados para avaliar a eficacia dos AINES no tratamento
de MC (Tabela 3). Na presente revisao de literatura foram encontrados 12 estudos que
utilizaram AINES para esta finalidade. Além disso, foi encontrado um estudo que avaliou
o efeito preventivo dos AINES em casos de MC e outro estudo que avaliou o efeito dos
AINES em vacas cronicamente infectadas, na curva de ejecéo do leite durante a ordenha.

Dos estudos que avaliaram a eficacia dos AINES no tratamento de MC, a maioria
(64,29%) utilizou inoculagdo bacteriana experimental para inducdo de MC e apenas
35,71% dos estudos utilizaram casos naturais. Todos os estudos com inducdo de MC
utilizaram Escherichia coli e o inicio do tratamento foi em média 3,8 horas apos o desafio
(ANDERON et al., 1989; LOHUIS et al., 1991; VANGROENWEGHE et al, 2005;
BANTING et al., 2008; CHAPINAL et al., 2014), logo ap6s o inicio dos sinais clinicos
(WAGNER et al., 2004; YEISER et al., 2012), imediatamente ap6s o desafio
(FITZPATRICK, et al., 2013), ou no momento do desafio (DAN et al., 2018).
Independentemente do tipo de estudo (indugé&o ou uso de casos naturais de MC) a cura
bacteriolégica ap6s o tratamento foi avaliada em apenas trés estudos
(VANGROENWEGHE et al, 2005; YEISER et al., 2012; MCDOUGALL et al. 2016).

Yeiser et al. (2012) desafiaram experimentalmente 24 quartos com Escherichia coli
e administraram, em metade deles, dose Unica de flunexina meglumina ao inicio dos sinais
clinicos, observando melhora na ingestdo de matéria seca e producdo de leite em
comparacdo aos demais 12 quartos que foram desafiados e ndo tratados. Entretanto,
estudos semelhantes que utilizaram inoculacdo bacteriana experimental para avaliar a
eficacia dos AINES ndo encontram melhora na ingestdo de matéria seca (CHAPINAL et
al., 2014) e producdo de leite (ANDERON et al., 1989; WAGNER et al., 2004;
VANGROENWEGHE et al, 2005; CHAPINAL et al., 2014). Ressalta-se que o0s
resultados de estudos que utilizaram inoculacdo experimental bacteriana podem néo ser
extrapolaveis a casos naturais de MC.

Fitzpatrick et al. (2013) desafiaram, experimentalmente, 24 quartos com
lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli e administraram imediatamente apds o
desafio, em metade dos quartos, uma dose de meloxican (grupo tratado) e mesmo volume
de solucdo placebo (grupo controle) na outra metade dos quartos. Foi observado que
animais do grupo tratado tiveram menos edema de ubere e temperatura corporal mais

baixa em comparagdo com os animais do grupo controle, em concordancia com 0s
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resultados encontrados por Vangroenweghe et al. (2005). Contudo, Wagner et al. (2004)
e Chapinal et al. (2014), que também realizaram inoculacdo experimental bacteriana, ndo
observaram efeito do AINES na ocorréncia de edema de Ubere em compara¢do com o
grupo controle.

Fitzpatrick et al. (2013) ndo encontraram diferenca entre 0s grupos tratado e
controle no tempo de ruminacgéo e no escore de CCS. Porém, a maioria dos estudos que
avaliaram a motilidade ruminal encontraram efeito benéfico dos AINES (WAGNER et
al., 2004; VANGROENWEGHE et al, 2005; BANTING et al., 2008; CHAPINAL et al.,
2014).

Foram encontrados na literatura poucos estudos que avaliaram o efeito do
cetoprofeno no tratamento de MC (SHPIGEL et al., 1994; BANTING et al., 2008; DAN
et al., 2018). Em estudo de inoculagéo bacteriana experimental realizado por Banting et
al. (2008), 27 quartos foram desafiados com Escherichia coli e os animais foram divididos
em trés grupos: Grupo 1: animais nao tradados (controle), grupo 2: animais tratados com
cetoprofeno por via oral e grupo 3: animais tratados com cetoprofeno por via IM. Foi
observado que os animais dos grupos tratados (grupo 2 e 3) tiveram retorno mais rapido
aos niveis fisiolégicos normais, da temperatura corporal, frequéncia respiratoria e
contracfes ruminais, do que os animais do grupo controle. Além disso, 0s animais dos
grupos tratados tiveram regressao mais rapida do inchaco de Ubere e escore de dor, do
que aqueles do grupo controle.

Dan et al. (2018) avaliaram o efeito do cetoprofeno, administrado por via IMM, na
CCS e na integridade da barreira hemato-lactea de quartos desafiados experimentalmente
com LPS de Escherichia coli. Nove vacas foram utilizadas no estudo. Destas, trés foram
controles negativos. As demais vacas (6) foram desafiadas experimentalmente com LPS
e cetoprofeno (quarto anterior desafiados apenas com LPS e quarto contralateral
desafiado com cetoprofeno adicionado de LPS). Foi observado que os quartos que
receberam cetoprofeno e LPS tiveram significativamente menores concentracdes de CCS,
albumina sérica e imunoglobulina G quando comparados aos quartos que receberam
apenas LPS. Além disso, ndo foram observados aumentos na concentracdo de
componentes sanguineos nos quartos que receberam cetoprofeno e LPS em comparagéo
aos quartos que receberam apenas LPS. No entanto, os autores levantaram a hipotese de
que a supressdo dos fatores inflamatdrios estudados poderia ndo ser benéfica para a cura

da infecgéo.
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Poucos estudos foram realizados para avaliar a eficacia dos AINES em casos de
MC de ocorréncia natural (SHPIGEL et al., 1994; MCDOUGALL et al., 2009;
MCDOUGALL et al. 2016). Shpigel et al. (1994) conduziram ensaio clinico com 411
quartos de 385 vacas que apresentavam casos naturais de MC. Estes animais foram
alocados em cinco grupos experimentais com o objetivo de avaliar a eficacia do
cetoprofeno no tratamento de casos agudos de MC. Foi observado que a adicdo de
cetoprofeno a terapia antimicrobiana resultou em maior taxa de recuperacao (definida
como o retorno em pelo menos 75% da producdo diaria de leite que o animal apresentava
antes do caso de MC) de MC (94,7% no grupo 2 e 92,3% no grupo 5), em comparagédo
com os grupos controles (81,0% no grupo 1, 83,7% no grupo 3 e 70,7% no grupo 4).

Resultados de ensaio clinico utilizando associacdo de hidroiodeto de penetamato e
meloxican para o tratamento de casos naturais de MC, demonstraram menor CCS (7, 14
e 21 dias pos tratamento) e menor taxa de descarte do rebanho no grupo tratado, em
comparagdo ao grupo controle, tratado somente com o antimicrobiano. N&o foi observada
alteracdo no risco de falha de cura no tratamento e na producao de leite até 200 dias ap6s
o tratamento (MCDOUGALL et al., 2009). Porém, apesar do estudo ter utilizado casos
naturais de MC, ndo foi avaliada a cura bacteriologica, campo pouco esclarecido até o
presente momento.

McDougall et al. (2016), em ensaio clinico incluindo 509 vacas em lactacdo de 61
rebanhos em 6 paises europeus, reportaram que a adicdo de meloxican por via subcutanea
a terapia antimicrobiana IMM de casos leves e moderados de MC, resultou em maior
proporcao de cura bacterioldgica (66%) do que a observada no grupo placebo (50%).

Adiante do exposto, devido ao uso de inoculagbes experimentais, a aplicacdo dos
resultados da maioria dos estudos publicados em cenério de ocorréncia de casos naturais
de MC é limitada. Ademais, muitos destes estudos apresentaram limitacGes analiticas e
resultados conflitantes, o que dificultou a formacdo de conclusdes sobre o tema. Além
disso, o desafio com outros patdgenos causadores de mastite, diferentes de Escherichia
coli, ndo foi relatada e o inicio dos tratamentos com AINES foi realizado poucas horas
apos o desafio, o que dificilmente acontece na realidade do campo.

Um ensaio clinico sugeriu que o uso de AINES em casos de MC pode ter beneficio
tanto na cura bacterioldgica quanto na diminuicdo de CCS e taxa de descarte do rebanho
(MCDOUGALL et al., 2009; MCDOUGALL et al., 2016). Porém, mais estudos sdo
necessarios para melhor compreenséo a respeito da eficacia dos AINES no tratamento de

casos naturais de MC.
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Ademais, foram encontrados na literatura estudos que reportam efeitos benéficos
dos AINES na saude da glandula mamaria. Swartz et al. (2018) conduziram estudo com
0 objetivo de avaliar o efeito do meloxican em desfechos de saide mamaéria, como a MC.
Foi observado que vacas que receberam meloxican antes do parto, ap6s o parto e o0 grupo
controle (placebo) tiveram incidéncia de MC de 0,0, 1,5 e 4,6%, respectivamente,
sugerindo que a administracdo de meloxican antes ou ap0s o parto pode ter efeito
preventivo.

Zecconi et al. (2018) avaliaram o efeito do cetoprofeno na curva de ejecéo de leite
durante a ordenha e relataram que vacas cronicamente infectadas ndo tratadas com
AINES tiveram menor producdo de leite durante a ordenha, principalmente nas fases
iniciais e de platd, do que vacas cronicamente infectadas e tratadas com cetoprofeno,
sugerindo que a inflamag&o poderia ter efeitos negativos na agdo da ocitocina nos alvéolos
da glandula mamaéria.

Dessa forma, uma hipdtese ainda ndo explorada cientificamente, e que poderia
trazer beneficios para o SCF, seria a utilizacdo de AINES para o tratamento de casos de
MC que ndo resultam em isolamento de patégenos. O tratamento com AINES poderia
reduzir os sinais clinicos, proporcionando retorno mais rapido do leite ao aspecto normal

e as condicBes de comercializagdo.
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Autores, Tipode N°de rebanhos Grupos Posologia Principais Observacao
anoe estudo? (vaca*/quarto) Controle negativo Tratamento? Desfechos
Local
Anderon et EE 1(21) Grupo 1: Solugéo Grupo 2: IV dexametasona Duas doses a Inflamacéo,
al., 1989; (Desafio salina (ndo foi 0,44 mg/kg (2 horas apds o cada 8 horas producdo de
EUA: com E. reportada a dose) desafio) (flunixina leite
Missouri coli) Grupo 3: 1V flunixina meglumina)
meglumina 1,1 mg/kg (2 horas
apos o desafio)
Lohuis et EE 1(11) Grupo 1: Sem Grupo 2: IV carprofeno 0,7 Dose Unica Inflamacéo
al., 1991; (Desafio tratamento mg/kg (2 horas apds o desafio)
(local ndo com E.
informado) coli)
Shpigel et  EC (casos 7 (385/411) Grupo 1: Sem Grupo 2: IM cetoprofeno 2 g 1 vez ao dia Cura clinica Todos os animais foram
al., 1994; naturais tratamento (apds inicio dos sinais (duragdo ndo tratados com 1 dose IM
Israel: de MC Grupo 3: Sem clinicos) informada) de 20 g de sulfadiazina de
Jerusalém aguda) tratamento Grupo 4: cetoprofeno (apds sodio e 4 g de trimetoprim
Grupo 5: Sem inicio dos sinais clinicos) + 20 g de sulfadiazina e 4
tratamento (dose e via de administracdo g de trimetoprim
ndo informada)
Wagner et EE 1(30) Grupo 1: Sem Grupo 2: IV flunexina Dose Unica Inflamacaéo,
al., 2004; (Desafio tratamento meglumina 2,2 mg / kg (ap6s producdo de
EUA: lowa  comE. inicio dos sinais clinicos leite
coli) Grupo 3: IV acetato de

isoflupredona 20 mg / vaca
(apos inicio dos sinais clinicos
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Autores, Tipode  N°de rebanho Grupos Posologia Principais Observacéao
anoe estudot  (vaca*/quarto) Controle negativo Tratamento? Desfechos
Local
Vangroenw EE 1(25) Grupo 1: IV Solugdo ~ Grupo 2: IV carprofeno 1,4 Dose Unica Inflamacéo, Somente novilhas foram
egheetal, (Desafio salina2.9 mL/ 100 kg  mg/kg (9 horas apds o desafio) producdo de incluidas no estudo
2005; com E. leite, cura
Belgica: coli) bacteriolégica
Merelbeke
Banting et EE 1(27%) Grupo 1: IM soro Grupo 2: VO cetoprofeno 0,5 Dose Unica Inflamacéo,
al., 2008 (desafio fisiolégico 3 ml /100 L de 4 mg/kg de + IM soro Producéo de
(Local ndo com E. kg de + VO &gua fisiol6gico 3 ml / 100 kg (2 leite
informado) coli) corrente 0,6 L horas ap6s o desafio)
Grupo 3: IM cetoprofeno 3
ml/100 kg + VO &gua corrente
0,6 L (2 horas ap0s o desafio)
McDougall EC (casos  15(904/727)  Grupo 1: SC veiculo  Grupo 2: SC meloxican 12,5 Dose Unica Inflamacéo, Todos os animais foram
etal., 2009; naturais do meloxicam 12,5 mL de 250 mg/mL (ap6s inicio Producéo de tratados com 3 infusdes
Nova de MC) mL (451 quartos) dos sinais clinicos) (453 leite, IMM de 5 g de hidriodeto
Zelandia: guartos) risco de falha de penetamato
Hamilton de cura
Yeiser et EE 1(24%) Grupo 1: Sem Grupo 2: IV flunexina Dose Unica Producdo de
al., 2012; (desafio tratamento meglumina 100 mg/45,5 kg de leite,
EUA: New com (apds inicio dos sinais Cura
Hampshire E.coli) clinicos) bacterioldgica
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Autores,ano  Tipo de N° de Grupos Posologia Principais Observacéo

e Local estudo? rebanho Controle negativo Tratamento? Desfechos
(vaca*/quart
0)

Fitzpatrick, et EE 1 (24%) Grupo 1: SC veiculodo  Grupo 2: SC meloxican 15 mL  Dose Unica Inflamacéo
al., 2013; (desafio meloxicam 15 mL (novilha) e 17 mL (vaca) de 20
Canada: com E. (novilha) e 17 mL (vaca) ~ mg/mL (imediata apds o
Ontério coli) do (imediata ap6s o desafio)

desafio)
Chapinal et al., EE 1(13%) Grupo 1: 1V solucéo Grupo 2: 1V flunixina Dose Unica Inflamacéo,

2014; Canada:  (desafio salina 26 mL (novilha) e~ meglumina 26 mL (novilha) e Producéo de
Ontario com E. 30 mL (vaca) (4 horas 30 mL (vaca) de 2,2 mg/kg (4 leite,

Coli) apos o desafio) (6 vacas)  horas ap6s o desafio) (7 vacas)

McDougall et EC (casos 61 (509*)  Grupo 1: SC veiculodo  Grupo 2: SC meloxican 2,5 Dose Unica Cura Todos os animais foram
al. 2016; naturais meloxicam (256 vacas) mL/100 kg (apds inicio dos bacterioldgica tratadoscom 1 a4
Bélgica, de MC) sinais clinicos) (253 vacas) infusdes IMM de 200

Franga, Itélia, mg de cefalexina mono-
Espanha, hidratada e 133 mg

Holanda e (100.000 UI) de

Reino Unido monossulfato de

canamicina

Swartz et al., EC N° de Grupo 1: VO placebo Grupo 2: VO meloxicam 1 mg/ Dose Unica  Mastite clinica Né&o utilizou o AINES

2018; EUA: rebanhos ndo  (entre 48 e 6 horas antes kg (entre 48 e 6 horas antes do para tratamento de MC -
Virginia informado  do parto) + VO placebo parto) + VO placebo (12 horas O estudo mensurou a
(194%*) (12 horas ap06s o parto apos o parto incidéncia de MC ao

Grupo 3: VO placebo (entre 48
e 6 horas antes do parto) + VO
meloxicam 1 mg / kg (12horas
apos o parto)

longo da lactacéo da
vaca apdés a intervencéao
com meloxicam no
momento do parto
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Autores, Tipode  N°de rebanho Grupos Posologia Principais Observacéao

anoe estudot  (vaca*/quarto) Controle negativo Tratamento? Desfechos

Local
Zecconi et EC 3(102%) Grupo 1: Vacas Grupo 2: Vacas cronicas ndo 2 aplicacbes Curva de Vacas foram consideradas
al., 2018; (animais saudaveis (68 animais) tratadas (15 animais) nasemana  ejecdo de leite crénicas quando
(Local ndo com Grupo 3: Vacas cronicas IM por 4 semana apresentaram SSC >
informado)  mastite cetoprofeno 15mL (19 400.000 mL nos altimos 2

cronica) animais) dois registros

Danetal., EE 9* Grupo 1: IMM quarto  Grupo 2: IMM quarto anterior  Dose Unica CCSe

2018; (desafio anterior 10 mL solugdo 10 mL LPS + IMM quarto integridade
Friburgo, com E. salina a 10% de etanol  contralateral 10 mL de LPS barreira

Suica Coli) + IMM quarto adicionado de cetoprofeno hemato-lactea

contralateral 10 mLde
50 mg cetoprofeno (3
vacas)

Tipo de estudo: EC = Ensaio clinico; EE = Estudo experimental
2Tratamento: 1V = Intravenoso; IM = Intramuscular; SC = Subcutaneo; VO = Via oral; IMM = intramamario
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RESUMO

O uso de anti-inflamatdrios ndo esteroidais para o tratamento de mastite clinica (MC)
em gado leiteiro € bastante frequente, apesar da sua eficacia ser pouco esclarecida. O
objetivo do presente ensaio clinico randomizado foi avaliar a eficacia do cetoprofeno no
tratamento seletivo de casos de MC sem isolamento de patdgenos na cultura do leite
realizada nas fazendas. Animais de trés rebanhos comerciais foram alocados
aleatoriamente em dois grupos experimentais. O grupo cetoprofeno (N = 65 quartos)
recebeu uma injecdo intramuscular de cetoprofeno na dosagem de 3 mg/kg no momento
do diagndstico negativo da cultura do leite do caso de MC. O grupo controle (N = 64
quartos) ndo recebeu nenhum tipo de terapia ou placebo. Amostras de leite foram
coletadas no momento do diagnéstico da MC (DO0) e 14 (D14) e 21 (D21) dias ap6s 0
caso. Os desfechos avaliados foram risco de cura clinica até 7 dias pos-incluséo no
estudo, recidiva e recorréncia de MC (14 e 90 dias pos-inclusao, respectivamente), risco
de nova infeccdo intramamaria (11M) e CCS em D14 e D21. A proporc¢éo de cura
clinica foi de 83,08% e 85,94%, nos grupos cetoprofeno e controle, respectivamente. O
risco relativo de cura clinica ndo foi diferente entre os grupos experimentais. O risco de
recidiva (18,52% e 18,18%) e recorréncia de MC (16,67% e 16,36%) néo foi diferente
entre 0s grupos cetoprofeno e controle, respectivamente. As chances de nova IIM em
D14 (20,75% e 30,19%) e D21 (28,75% e 15,69%) ndo foram diferentes entre os grupos
cetoprofeno e controle, respectivamente. A CCS média no leite dos quartos que tiveram
MC néo foi diferente entre D14 e D21 e entre 0s grupos experimentais. Resultados do
presente estudo sugerem que o uso de cetoprofeno em casos de MC sem isolamento de
patdgenos na cultura na fazenda ndo foi associado ao risco de cura clinica, recidiva e

recorréncia de MC, novas IIM e CCS.



31

76 Palavras-chave. mastite bovina, cultura na fazenda, anti-inflamatorio ndo esteroidal,
77  ensaio clinico.
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99

100



101

102

103

104

105

106

107

108

109

110

111

112

113

114

115

116

117

118

119

120

121

122

123

124

32

INTRODUCAO

A mastite é a doenca de maior impacto econémico (Halasa et al., 2007) e a
principal razdo para o uso de antimicrobianos em rebanhos leiteiros (Nobrega et al.,
2017; Redding et al., 2019). E amplamente descrito na literatura que 25 a 50% das
culturas microbioldgicas de casos de mastite clinica (MC) ndo apresentam isolamento
de patdgenos (McDougall et al., 2007; Cortinhas et al., 2016). Assim, estratégias de
tratamento baseadas na administragéo de antimicrobianos em todos os casos de MC,
independentemente do agente envolvido no caso, resultam em uso excessivo e
exposicao desnecessaria dos animais aos antimicrobianos. Nesse contexto, existe grande
preocupacdo da sociedade com o bem-estar animal e o uso de antimicrobianos em larga
escala (Cardoso et al., 2016). Programas que visem rapida identificacdo etioldgica dos
agentes causadores de MC, e que possibilitem o tratamento seletivo dos casos que
realmente se beneficiam com o uso de antimicrobianos, estdo cada vez mais em
evidéncia.

O sistema de cultura na fazenda (SCF) € uma estratégia de tratamento seletivo
de MC com potencial de reduzir 50 a 68% o0 uso de antimicrobianos (Lago et al., 2011a;
Vasquez et al., 2017). Estudos que visaram validar o SCF mostraram que a espera de 24
horas entre a deteccdo do caso e o tratamento baseado no resultado da cultura do leite
ndo resultou em diferencas significativas em desfechos como as taxas de cura clinica e
bacterioldgica, risco de casos recorrentes, risco de descarte e morte, producao de leite e
CCS (Lago et al., 2011a; Lago et al., 2011b; Vasquez et al., 2017). Ainda, houve
tendéncia de diminuicdo em 1 dia para o leite retornar ao tanque de leite comercializavel

no grupo submetido a SCF (Lago et al., 2011b). Deste modo, o0 SCF pode resultar em
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diminuicdo de custos para os produtores, bem como reducdo da presséo seletiva para
bactérias multirresistentes aos antimicrobianos.

Uma oportunidade que ainda ndo foi explorada cientificamente, e que poderia
trazer beneficios para o SCF, seria a utilizacdo de anti-inflamatorios ndo esteroides
(AINES) em casos de MC sem isolamento de patdgenos. Os AINES sao farmacos com
acdo anti-inflamatodria, antipirética e analgésica que atuam na cascata inflamatdria
cessando a sintese de enzimas pré-inflamatorias (Vane et al., 1998). Estudos recentes
reportaram que o uso de AINES como terapia adjunta a MC foi realizada
frequentemente ou sempre em 22,2% de 564 fazendas norte americanas (Kayitsinga et
al., 2017) e em 8 e 20% dos casos de MC leve e moderada de 51 fazendas no estado de
Wisconsin, respectivamente (Oliveira e Ruegg, 2014). Apesar do uso frequente, a
eficacia no tratamento da MC ainda é pouco esclarecida na literatura.

O cetoprofeno € um AINES caracterizado pela rapida absor¢éo e eliminagéo
apos administracdo intramuscular (IM). Por essa via, atinge concentracdo plasmatica
méaxima entre 30 e 60 minutos e 80% é eliminado em até 12 horas (NOAH, 2018). Por
apresentar caracteristicas de rapido inicio de acdo, meia-vida plasmatica curta e baixa
toxicidade (Kantor, 1986) e ndo apresentar necessidade de descarte do leite apds a
utilizacdo, pode ser apropriado para uso em MC. Dentre a literatura consultada, nenhum
estudo avaliou a eficacia dos AINES no tratamento seletivo de MC, em casos
caracterizados pela auséncia de isolamento de patdgenos pelo SCF. O uso dos AINES
em tais casos de MC poderia proporcionar beneficios econémicos aos produtores
leiteiros e melhoria do bem-estar animal, por meio da reducdo dos sinais clinicos e do
tempo de descarte do leite, aumento da taxa de cura microbioldgica, e reducdo do risco

de recorréncia e recidiva de MC.
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Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia do cetoprofeno no
tratamento de casos naturais de MC leve ou moderada caracterizados pela auséncia de

isolamento de patogenos pelo SCF e ndo tratados com antimicrobianos.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais da FMVZ,

UNESP-Botucatu (protocolo 0202/2017).

Delineamento experimental
O estudo foi um ensaio clinico em paralelo (2 grupos), totalmente randomizado,
preparado de acordo com as diretrizes do Reflect Statment (Sargeant et al., 2016), para

conducdo valida e ética de ensaios clinicos incluindo animais de producao.

Critérios de inclusdo e exclusdo de fazendas e animais

Uma amostra de conveniéncia incluindo trés rebanhos leiteiros foi utilizada para
0 estudo. As fazendas tinham que utilizar o SCF para todos os casos de MC e iniciar
tomada de decisdo de tratamento apds o diagnostico microbioldgico dos casos. Tetos
com resultado negativo ao cultivo microbiol6gico ndo poderiam ser tratados com
antimicrobianos, com excecao daqueles que requeressem tratamento imediato devido a
gravidade. Os rebanhos deveriam ter no minimo 200 vacas em lactagdo com
predominancia da raca holandesa, ser livres de brucelose e tuberculose, utilizar sistema
mecanizado de ordenha e oferecer cooperagdo voluntéria para a realizacao das

atividades propostas.
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Vacas foram elegiveis para inclusdo no estudo se apresentaram casos de MC
leve ou moderada (Wenz et al., 2001) sem isolamento de patégenos no SCF, em um ou
mais quartos mamarios. Vacas ndo foram elegiveis para inclusao no estudo se tiveram
casos de MC leve ou moderada que resultaram em isolamento de qualquer patégeno, em
pelo menos um quarto mamario. Além disso, vacas ndo foram elegiveis se foram
tratadas com antimicrobianos ou anti-inflamatérios 7 dias antes do caso de MC incluido
no estudo, se ja tivessem sido incluidas no estudo anteriormente, se apresentaram MC

grave, ou qualquer outra enfermidade que ndo a estudada.

Definigéo de caso

Os casos de MC foram detectados pelos técnicos de ordenha, em todas as
ordenhas, por meio de exame visual do leite e da glandula mamaria. Casos de MC
foram classificados em trés escores, como proposto por WENZ et al. (2001). Casos
leves foram definidos quando houve somente alteracdes na aparéncia do leite (cor,
viscosidade e consisténcia). Casos moderados foram definidos quando houve alteragGes
na aparéncia do leite e no quarto mamario (rubor, tumor, calor, dor ou perda de fung&o).
Casos graves foram definidos quando houve todos os sinais supracitados além de

alteragdes sistémicas, tais como febre, prostracdo e desidratacéo

Procedimentos de amostragem e coleta de dados

Inicialmente foi realizada uma primeira visita as propriedades para a explicacao
da proposta da pesquisa e obtencao do consentimento experimental. Os técnicos de
ordenha e produtores receberam treinamento sobre a classificacdo dos graus de
gravidade da MC, sobre os procedimentos de coleta asséptica de amostras de leite e

administracédo dos tratamentos propostos.
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Imediatamente ap6s a deteccdo do caso de MC, foram coletados assepticamente
20 mL de leite de cada quarto mamario incluido no estudo. Primeiramente foi realizado,
por pessoa treinada, o cultivo da amostra de leite em placa bipartida comercial contendo
0s meios de cultura gar sangue e MacConkey. Um “swab” estéril foi utilizado para
semear o leite nos meios de cultura e as placas foram incubadas a 37°C por 24 horas.
Apos a incubacéo as placas foram examinadas e 0s casos negativos (sem isolamento de
patdgenos) que atenderam aos critérios de inclusdo foram alocados aleatoriamente nos 2
grupos experimentais.

As amostras de leite foram congeladas nas fazendas e posteriormente enviadas
para o Laboratorio de Pesquisa e Diagndéstico de Mastite Bovina da UNESP/Botucatu,
para analise microbioldgica. Nas fazendas A e B os cultivos das amostras de leite dos
casos de MC foram realizados em dois momentos do dia (manha e tarde). Na fazenda C
os cultivos das amostras de leite dos casos de MC foram realizados somente no turno da
manha.

Em todas as ordenhas durante um periodo de 7 dias ap6s a inclusdo dos casos no
estudo, técnicos de ordenha utilizaram formulérios preparados para o estudo para
registrar sinais clinicos dos casos de MC (gravidade e presenca ou auséncia de
alteracdes no leite), necessidade de utilizagdo de antimicrobianos e acompanhamento do
tempo de retorno do leite ao aspecto normal (cura clinica). Esses registros de evolugao
dos casos ndo foram realizados no turno da noite, devido a dificuldades logisticas nas
fazendas participantes.

Além das amostras de leite coletadas no momento da deteccdo dos casos (DO0),
amostras adicionais foram coletadas 14 (D14) e 21 (D21) dias apds o diagndstico, para

realizacdo de exame microbioldgico e CCS. Dados mensais de casos prévios e
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posteriores de MC e outros dados zootécnicos das vacas incluidas no estudo foram

registrados para analise.

Randomizacgao

O meétodo de randomizacgao em blocos (Friedman et al., 2010) foi utilizado para
formacéo dos grupos experimentais. Para cada rebanho participante, blocos de 4
animais foram aleatoriamente distribuidos nos dois grupos, de forma que cada bloco
continha dois animais alocados a cada grupo experimental. O procedimento foi repetido
até que todos 0s animais necessarios para o estudo fossem distribuidos nos grupos
experimentais. Se mais de um quarto da mesma vaca apresentou MC, todos os quartos
afetados foram alocados no mesmo grupo de tratamento.

Cada fazenda recebeu uma pilha de envelopes previamente randomizados e
numerados de forma crescente. Dentro de cada envelope havia o grupo experimental
(controle ou cetoprofeno) ao qual o animal foi sorteado e o formulario de campo para
acompanhamento do caso. Os funcionarios das fazendas foram orientados a sempre
respeitar a ordem crescente dos envelopes, ou seja, a cada novo caso incluido na
pesquisa deviam sempre pegar o primeiro envelope da pilha. Imediatamente apos a
randomizacdo deveriam ser aplicados os tratamentos utilizados nos grupos

experimentais.

Tratamentos

Vacas cujos resultados do SCF foram negativos foram alocadas em dois grupos
experimentais: 1) grupo cetoprofeno: receberam uma injegéo intramuscular (IM) de 3
mg/kg de peso vivo de cetoprofeno (Ketofen, Ceva, Paulinia, Sdo Paulo, Brasil), no

momento da confirmacao do diagndstico negativo do SCF. O leite dos animais tratados
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ndo precisou ser descartado apos a aplicacdo do medicamento, de acordo com as
instrucdes do fabricante; 2) grupo controle: ndo receberam nenhum tipo de tratamento

ou placebo.

Métodos laboratoriais

As andlises microbiologicas foram realizadas de acordo com as recomendacdes
do National Mastitis Council (NMC, 1999). Os cultivos microbiolégicos foram
realizados sem o conhecimento dos grupos experimentais ao qual pertenciam as
amostras. Em suma, foram inoculados 10 pL de leite em placas de agar sangue e
McConkey, que foram incubadas por até 72 horas a 37 °C. A infeccdo intramamaria
(11M) foi definida quando houve crescimento de pelo menos trés coldnias da mesma
espécie na placa de cultura. Amostras foram consideradas contaminadas se houve
crescimento de trés ou mais espécies bacterianas. Amostras foram consideradas
negativas quando ndo houve crescimento bacteriano, ou se houve até duas coldnias da
mesma espécie (crescimento ndo significante). Quando houve o crescimento de duas
espécies distintas, a infecgdo foi considerada mista.

O diagnostico microbioldgico foi realizado com base na morfologia das coldnias
nos meios de cultura, coloracdo de Gram e provas bioquimicas adicionais. Patdgenos
Gram-negativos foram cultivados em meios especificos para diagndstico em nivel de
espécie, tais como citrato, ferro triplo agucar e MIO (motilidade, indol e ornitina).

A CCS foi realizada com teste Somaticell (Idexx, So Paulo, Brasil). A
pesquisadora que realizou a CCS néo sabia a qual dos grupos experimentais as amostras

pertenciam.
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Analise estatistica

Definicdo das variaveis-resposta. As variaveis resposta utilizadas foram as seguintes:
1) cura clinica: retorno do leite ao aspecto normal (sim =1 e ndo = 0) em até 7 dias ap0s
a inclusdo do caso; 2) tempo até a cura clinica: tempo (dias) até o retorno do leite ao
aspecto normal, em até 7 dias ap0s a inclusdo do caso; 3) recidiva de MC: definida
quando ocorreu a cura clinica seguida de observacao de sinais clinicos de mastite até 14
dias apds a inclusao do caso no estudo; 4) recorréncia de mastite clinica: definida
quando ocorreu cura clinica e posterior observagédo de sinais clinicos entre 15 e 90 dias
apos a inclusdo do caso no estudo; 5) tempo até recidiva ou recorréncia: tempo (dias)
entre a inclusdo do caso no estudo e a recidiva ou recorréncia, respectivamente; 6) risco
de nova IIM em D14 e D21 (sim ou ndo, definida como o isolamento de patdgenos em
D14 ou D21, em quartos cujos resultados da cultura do leite foram negativos em DO0); 7)

CCS (células/mL) das amostras de leite coletadas em D14 e D21.

Procedimentos analiticos. A unidade de analise foi quarto mamario. Inicialmente
estatisticas descritivas foram produzidas para caracterizar as fazendas e animais
incluidos no estudo. Modelos de risco proporcional de Cox (PROC PHREG; SAS
Institute, Cary, NC, EUA) foram utilizados para comparar 1) tempo até cura clinica, 2)
tempo até primeira recidiva e 3) tempo até primeira recorréncia de MC entre 0s grupos
experimentais. Andlises bivariadas foram realizadas para identificar variaveis
explanatorias associadas a cada desfecho supracitado. As variaveis explanatorias
consideradas foram 1) paridade (1, 2 e > 2 lactacdes), 2) dias em lactagéo, categorizada
em 1 (< 100, 100-199, > 200 dias), 3) fazenda (A, B ou C), 4) e grupo experimental

(cetoprofeno ou controle).
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Posteriormente, foram realizadas analises multivariadas por meio da inclusdo de
todas as variaveis explanatorias nos modelos de risco proporcional de Cox
correspondentes a cada desfecho. Tentou-se eliminacéo de variaveis de forma passo a
frente a passo a trds. Como nenhuma variavel explanatéria foi associada aos desfechos
estudados, os modelos finais apresentados incluiram forcadamente a variavel grupo.
Fazenda foi inicialmente incluida nos modelos como efeito fixo e, devido & auséncia de
associacdo com todos os desfechos estudados, permaneceu incluida nos modelos como
efeito aleatorio, para considerar a possivel correlagdo entre observagdes entre quartos
dentro do mesmo rebanho.

Curvas de sobrevivéncia foram produzidas para comparar o tempo até cada
desfecho estudado entre 0s grupos experimentais. Para a variavel tempo até cura clinica,
quartos foram censurados quando o tempo de retorno do leite ao normal foi > 7 dias
apos a incluséo, ou quando foram removidos do estudo durante o periodo de
acompanhamento (e.g., morte, secagem ou tratamento com antimicrobianos). Para as
variaveis recidiva e recorréncia de MC, quartos foram censurados quando néo houve
recorréncia em um periodo de 14 e 90 dias ap6s a inclusdo do caso, respetivamente, ou
quando foram removidos do estudo. A analise da suposicdo da proporcionalidade dos
riscos foi realizada por meio de graficos log-log sobrevivéncia [-In(-In S)], na qual S é a
funcdo de sobrevivéncia.

Modelos lineares generalizados de regressao logistica (PROC GLIMMIX; SAS
Institute) foram utilizados para estimar as chances de nova IMI em D14 e D21 entre 0s
grupos experimentais. Um modelo de medidas repetidas (PROC MIXED; SAS Institute)
foi utilizado para comparar a CCS média no leite das amostras coletadas em D14 e D21
entre 0s grupos experimentais. Para ambos 0os modelos supracitados, a anélise

multivariada foi realizada como descrito anteriormente. Fazenda foi incluida nos
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modelos como efeito aleatdrio para considerar a correlacdo entre observag6es de quartos

dentro do mesmo rebanho.

Célculo do tamanho da amostra

O célculo do tamanho da amostra foi realizado com base no teste de
superioridade (Dohoo et al., 2010), com o objetivo de demonstrar que, 3 dias apds a
deteccdo do caso de MC, a proporcéao de vacas curadas clinicamente (diminuindo assim
o tempo de retorno do leite ao tanque de leite comercializavel) seria maior no grupo
cetoprofeno do que no grupo controle. Os calculos foram realizados supondo-se nivel a
de 0,05, poder estatistico de 0,8, propor¢do esperada de cura clinica de 90% no grupo
cetoprofeno e 75% no grupo controle no terceiro dia de observagdo. Com base nessas
suposigdes, 61 quartos mamarios por grupo foram necessarios para o estudo. Os

calculos foram realizados com o procedimento PROC POWER (SAS Institute).

RESULTADOS

Caracteristicas dos rebanhos

O estudo foi conduzido em trés fazendas comerciais nos estados de Séo Paulo e
Minas Gerais entre janeiro de 2018 e maio de 2019. A fazenda A participou durante
todo o periodo do estudo. J& a fazenda B participou durante os meses de janeiro e
fevereiro de 2018 e a fazenda C participou entre novembro de 2018 e maio de 2019.

Todas as fazendas possuiam vacas de alta producdo leiteira da raca holandesa e
CCS do leite do tanque < 203,000 células/mL (Tabela 1). VVacas eram ordenhadas trés
vezes ao dia e mantidas confinadas em sistemas de freestall com cama de areia

(fazendas B e C) e compost barn (fazenda A).
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As fazendas A, B e C contribuiram com 44 (34,11%), 5 (3,88%) e 80 (62,02%)
dos casos de MC incluidos no estudo, respectivamente. A maioria (95,35%) dos casos

de MC incluidos no estudo foram de grau leve (Tabela 1).

Animais incluidos no estudo

Foram incluidos, 129 casos de MC de 127 vacas atenderam aos critérios de
incluséo e foram randomizadas nos grupos controle (N = 64) e cetoprofeno (N = 65)
(Figura 1). A Fazenda C, por possuir muitos animais em lactacdo (N = 2020),
apresentava diariamente muitos casos de MC sem crescimento bacteriano. Dessa forma,
para viabilizar um manejo adequado dos procedimentos do estudo, os casos foram
incluidos somente em um dia da semana. O nimero de observacdes perdidas referente a

cada variavel-resposta esta apresentado na Figura 1.

Caracteristicas dos grupos experimentais

Apos a randomizagdo, exceto pela paridade, ndo foram encontradas diferencas
significantes entre os grupos nas variaveis posi¢do do quarto incluido no estudo, DEL
no dia do caso de MC e percentagem de culturas negativas no laboratério referéncia em
DO (Tabela 2). Todos os casos de MC de grau moderado (N = 6) foram incluidos
aleatoriamente no grupo controle.

No momento DO, 89,83% (N = 53) das amostras negativas no SCF do grupo
controle foram negativas na cultura realizada pelo laboratério de referéncia. Os
patdgenos isolados foram Klebsiella pneumoniae (N = 3), estafilococos coagulase-
negativa (N = 2) e Corynebacterium spp. (N = 1). Cinco amostras foram extraviadas

durante o transporte.
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No momento DO, 87,72% (N = 50) das amostras negativas no SCF do grupo
cetoprofeno foram negativas na cultura realizada pelo laboratério de referéncia. Os
patogenos isolados foram Corynebacterium spp. (N = 2), estafilococos coagulase-
negativa (N = 2), Enterococcus spp. (N = 1), Streptococcus spp. (N = 1) e levedura (N =
1). Sete amostras foram extraviadas durante o transporte e uma amostra foi considerada
contaminada.

O intervalo mediano entre o caso de MC e as coletas do D14 e D21 foi de 14,0 e

21 dias no grupo cetoprofeno e no grupo controle, respectivamente (Tabela 2).

Efeito do tratamento

Cura clinica. Onze e 9 quartos foram censurados e a proporcao de cura clinica foi de
83,08% e 85,94% nos grupos cetoprofeno e controle, respectivamente (Tabela 3).
Nenhuma das variaveis explanatorias testadas foi associada ao tempo de cura clinica.
Dessa forma, o modelo final incluiu forcadamente o efeito do grupo e fazenda como
termo aleatorio (Tabela 4). O risco relativo de cura clinica ndo foi diferente entre os

grupos experimentais (P = 0,60; Figura 2 e Tabela 4).

Recidiva e recorréncia de mastite clinica. Quarenta e quatro e 46 quartos foram
censurados e a proporgao de recidiva foi de 18,52% e 18,18% nos grupos cetoprofeno e
controle, respectivamente (Tabela 3). O modelo final (recidiva) incluiu o efeito do
grupo e fazenda como termo aleatdrio (Tabela 4). O risco relativo de recidiva nao foi
diferente entre os grupos experimentais (Figura 2 e Tabela 4).

Quarenta e cinco e 47 quartos foram censurados e a proporcao de recorréncia foi
de 16,67% e 16,36% nos grupos cetoprofeno e controle, respectivamente (Tabela 3). O

modelo final (recorréncia) incluiu forcadamente o efeito do grupo e fazenda como termo
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aleatdrio (Tabela 4). O risco relativo de recorréncia ndo foi diferente entre 0s grupos

experimentais (Figura 2 e Tabela 4).

Risco de nova infeccdo intramamaria. No momento D14, 20,75% e 30,19% dos
quartos tiveram novas 1M nos grupos cetoprofeno e controle, respectivamente (Tabela
3). Nenhuma das variaveis explanatorias testadas foi associada as chances de uma nova
IMI em D14. O modelo final de regressao logistica incluiu o efeito fixo do grupo e
fazenda como termo aleatério (Tabela 4). As chances de uma nova IMI em D14 nédo
foram diferentes entre os grupos experimentais (Tabela 4).

Dos quartos com cultura negativa em DO e cultura positiva em D14 (nova 11M),
foram isolados, no grupo cetoprofeno, Streptococcus spp. (N = 4), estafilococos
coagulase-negativa (N = 3), Corynebacterium (N = 2), Levedura (N =1) e Bacillus spp.
(N =1). No grupo controle os patégenos isolados foram estafilococos coagulase-
negativa (N = 6), Bacillus spp. (N = 2), Corynebacterium (N = 2), Streptococcus spp.
(N = 2), Klebsiella pneumoniae (N = 1), Klebsiella oxytoca (N = 1), Trueperella
pyogenes (N = 1) e infeccdo mista (N = 1).

No momento D21, 28,57% e 15,69% dos quartos tiveram novas 1M nos grupos
cetoprofeno e controle, respectivamente (Tabela 3). Nenhuma das variaveis
explanatorias testadas foi associada as chances de uma nova IIM em D21. O modelo
final de regressdo logistica incluiu o efeito fixo do grupo e fazenda como termo
aleatorio (Tabela 4). As chances de uma nova IMI em D21 ndo foram diferentes entre
0S grupos experimentais (Tabela 4).

Dos quartos com cultura negativa em DO e cultura positiva em D21 (nova 11M)
foram isolados, no grupo cetoprofeno, Streptococcus spp. (N = 5), estafilococos

coagulase-negativa (N = 2), Corynebacterium (N = 1), Enterococcus (N = 1),
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Escherichia coli (N = 1), Klebsiella oxytoca (N = 1) e Pseudomonas spp. (N = 1). No
grupo controle os patdgenos isolados foram estafilococos coagulase-negativa (N = 3),
Bacillus spp. (N = 2), Klebsiella oxytoca (N = 1), Trueperella pyogenes (N =1) e

Prototheca spp. (N = 1).

Contagem de células somaticas. Apesar da CCS média ter diminuido entre D14 e D21
em ambos os grupos, ndo houve diferenca significante entre os dias de amostragem ou

grupos experimentais (Figura 5).

DISCUSSAO

A hipotese cientifica do presente estudo foi que o tratamento IM de casos
naturais de MC com cetoprofeno no momento do diagnostico negativo no SCF poderia
resultar em beneficios, incluindo retorno mais répido do leite ao aspecto normal,
diminuig&o do risco de recidiva, recorréncia e novas I1M, assim como diminuigdo mais
répida da CCS a niveis basais apds o caso de MC. O cetoprofeno foi o farmaco de
escolha porque possui caracteristicas desejaveis para o tratamento de MC, tais como
rapido inicio de acdo, potente acéo anti-inflamatdria e auséncia da necessidade de
descarte do leite, justificando assim 0 uso em casos de MC ndo tratados com
antimicrobianos.

Tais beneficios do uso dos AINES seriam decorrentes da atenuacdo dos efeitos
deletérios causados pelo processo inflamatdrio no tecido da glandula mamaéria e no leite.
No processo inflamatério ocorre influxo macico de leucdcitos, oriundo da corrente
sanguinea para a glandula mamaria, com objetivo de combater o agente agressor.

Durante a acdo fagocitaria e apoptose dos leucacitos e células epiteliais, ocorre
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liberacdo de substancias, tais como citocinas pré-inflamatorias, radicais de oxigénio,
peroxidases e proteases (Aitken, et al., 2011) que, juntamente com os danos causados
pelo agente agressor, provocam destruicdo do tecido alveolar e dos componentes do
leite, comprometendo a quantidade e qualidade do leite produzido (Sordillo et al.,
1997).

Os poucos estudos que investigaram o efeito dos AINES em casos naturais de
MC utilizaram principalmente meloxican e sugerem alguns efeitos benéficos de uma
aplicacdo IM no momento do tratamento dos casos, principalmente em indices
reprodutivos, melhora dos sinais inflamatérios na glandula mamaria e na CCS apds o
caso (Shpigel et al., 1994; McDougall et al., 2009; McDougall et al., 2016). O efeito dos
AINES na taxa de cura microbiolégica de MC ainda é controverso. Enquanto alguns
estudos ndo reportaram efeitos positivos (McDougall et al., 2009), apenas um estudo
(McDougall et al., 2016) reportou aumento da taxa de cura microbiol6gica apos
tratamento IMM de MC com cefalexina e canamicina associadas ao meloxican IM (taxa
de cura = 66%), quando comparado ao grupo tratado apenas com os antimicrobianos
(taxa de cura = 50%). Poucos estudos avaliaram o efeito do cetoprofeno no tratamento
de MC (Shpigel et al., 1994; Banting et al., 2008; Dan et al., 2018). No entanto,
desfechos relevantes como cura clinica e microbiolégica, efeito na ocorréncia de
recidiva e recorréncia de MC néo foram estudados.

No presente estudo ndo houve evidéncia da eficicia do cetoprofeno no
tratamento de casos de MC sem isolamento de patdgenos e que ndo receberam
tratamento com antimicrobianos. Além da similaridade entre os grupos experimentais
no tempo de retorno do leite ao aspecto normal, foi observada tendéncia (ndo
estatisticamente significante) de cura clinica mais rapida nos quartos inseridos no grupo

controle, sugerindo que a utilizacdo do cetoprofeno poderia resultar em retorno mais
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lento do leite ao aspecto normal. Esta hipdtese pode ser explicada pela supressao da
atividade das células responsaveis pela reparacao do tecido mamario.

Dan et al. (2018) estudaram o efeito do cetoprofeno IMM durante a resposta
imune induzida por lipopolissacarideos na glandula mamaria e demostraram, in vivo e in
vitro, que houve supressdo do aumento da CCS e reducao dos danos a barreira hemato-
lactea (com base na concentracdo de albumina sérica e da enzima lactato
desidrogenase), reducdo da concentracdo de IgG e da expressao de varios fatores
inflamatdrios no leite durante o curso do processo inflamatorio. Os autores discutem a
hipotese de que tais alteracdes poderiam reduzir o sucesso da defesa contra a infeccéo.
Em concordancia com estudos anteriores (McDougall et al., 2009; Dan et al., 2018), nos
animais amostrados, embora de forma néo significante, foi observada diminui¢éo
numérica da CCS no leite apds o tratamento com cetoprofeno (D14). Dessa forma, mais
estudos incluindo casos naturais de MC sdo necessarios para confirmar essa hipotese.

Néo foram encontradas também diferencas entre 0s grupos experimentais nas
variaveis recidiva e recorréncia de MC e presenca de nova IIM em D14 e D21. Swartz
et al. (2018) observaram que vacas que receberam meloxican antes ou apos o parto
tiveram menor incidéncia de MC quando comparadas ao grupo nao tratado, sugerindo
que os AINES poderiam ter efeito preventivo de MC. No entanto, nenhum estudo
investigou o efeito preventivo do cetoprofeno na ocorréncia de MC. No presente estudo,
apesar de nenhuma tendéncia ter sido observada, o tamanho amostral n&o foi calculado
para detectar diferencas significativas entre o risco de recidiva e recorréncia de MC.

Foi observado que 12 e 10% das amostras cultura-negativas no SCF em DO dos
grupos cetoprofeno e controle, respectivamente, foram positivas na cultura realizada
pelo laboratério de referéncia. Estas amostras ndo foram excluidas das analises de cura

clinica, recidiva e recorréncia de MC e CCS, pois o objetivo do estudo foi avaliar o
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efeito do cetoprofeno em amostras cultivadas nas fazendas. Como a distribuicao dos
resultados falso negativos foi homogénea entre 0s grupos experimentais, nao € provavel
gue nenhum viés tenha sido introduzido. Esses achados podem ser explicados pelas
diferencas metodoldgicas entre as culturas realizadas na fazenda e no laboratorio
referéncia. Uma das principais diferencas seria o tempo de incubacéo (24 horas na
fazenda e 72 horas no laboratdrio referéncia), possibilitando o isolamento de patdgenos
de isolamento lento, tais como Corynebacterium spp., Prototheca spp., Nocardia spp. e
Trueperella pyogenes (Markey et al, 2013). Este fato reforca a importancia de que casos
de MC ndo devem ser somente cultivados na fazenda, mas também enviados para
laboratdrios de referéncia, para evitar erros diagnésticos e, principalmente resultados
falso negativos.

Quanto a validade externa do estudo, os rebanhos estudados eram compostos de
animais da raga holandesa de alta producdo leiteira e que eram alojadas em sistema de
confinamento, condi¢des que podem ser extrapoladas para rebanhos leiteiros com

caracteristicas semelhantes em outros paises.

Limitagdes do estudo

Uma das limitagGes deste estudo foi a falta de avaliacdo dos sinais clinicos dos
casos de MC (gravidade e presenca ou auséncia de alteracdes no leite) no turno da noite.
Todas as fazendas participantes, ao conhecem a proposta da pesquisa, mencionaram que
dificilmente conseguiriam realizar tal avaliagdo no turno da noite devido ao menor
namero de funcionarios trabalhando neste periodo. Esse fato pode ter resultado em
superestimacdo do tempo até a cura clinica, pois casos que retornaram ao normal no

turno da noite sé foram avaliados no proximo dia pela manha. Porém, ndo é provavel
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que tenha ocorrido viés no estudo porgue tal imprecisdo diagnoéstica foi distribuida
aleatoriamente entre 0s grupos experimentais.

Ademais, apesar de casos de MC moderada participaram do estudo, apenas seis
casos foram incluidos, todos aleatoriamente alocados no grupo controle. Isso se deve,
provavelmente, a necessidade percebida pelos produtores, de tratamento com anti-
inflamatdrios e antimicrobianos de tais casos. Em dois desses casos foi observada piora
nos sinais clinicos e, em um dos casos, ndo houve cura clinica em 7 dias, resultando na
censura durante o periodo de observacdo. No entanto, mesmo com a concentra¢do dos
casos com menor probabilidade de cura no grupo controle, e possivel subestimacao da
diferenca entre grupos, os resultados indicam que a hip6tese de maior risco de cura

clinica no grupo cetoprofeno néo foi confirmada.

CONCLUSOES

Os resultados sugerem que o uso de cetoprofeno em casos de MC sem
isolamento microbiano no SCF ndo resulta em retorno mais rapido do leite ao aspecto
normal, diminuic&o do risco de recidiva, recorréncia e novas 1M, assim como

diminuigdo mais rapida da CCS a niveis basais apds o caso de MC.
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Tabela 1. Caracteristicas dos rebanhos bovinos leiteiros participantes do estudo.

Variavel Rebanho
A B C
CCS do tanque (x1000 células/mL)* 203 109 165
NUmero de vacas em lactacédo 285 890 2020
Producéo de leite (kg/vaca/dia) 37,0 31,0 38,3
N (%) N (%) N (%)

Paridade?

1 97 (34,03) 287 (32,24) 906 (44,85)

>2 188 (65,97) 603 (67,76) 1114 (55,15)
Quartos incluidos no estudo? 44 (34,11) 5(3,88) 80 (62,02)
Gravidade do caso de mastite clinica?

Leve 35(89,74)  4(80,00) 75 (100,00)

Moderada 5(11,36)  1(20,00) 0 (0,00)
Numero de quartos incluidos por
grupo experimental® #

Cetoprofeno 20 (45,45) 2(40,00) 43(53,75)

Controle 24 (54,55) 3(60,00) 37 (46,25)

54

Média geométrica da contagem de células somaticas no leite do tanque dos trés Gltimos

meses de participacdo no estudo.
2 percentagens se referem ao total da coluna.

3 Percentagens se referem ao total da linha.

4 Cetoprofeno: tratado com uma inje¢do intramuscular de cetoprofeno na dosagem de 3

mg/kg de peso vivo; controle: ndo recebeu tratamento.
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Tabela 2. Caracteristicas dos animais, quartos e casos de mastite clinica apds alocacédo

randomizada nos grupos experimentais.

Grupo experimental®

Cetoprofeno Controle
Variavel N (%) N (%) Valor-p2
Quartos incluidos no estudo® 65 64 0,97
AD 23 (35,38) 20 (34,38)
AE 18 (29,23) 17 (26,56)
PD 7 (10,77) 7 (10,94)
PE 16 (24,62) 18 (28,13)
Gravidade do caso de MC 0,01
Leve 65 (100,00) 58 (90,63)
Moderado 0 (0,00) 6 (9,38)
% culturas negativas em D0* 50 (87,72) 53 (89,83) 0,71
Mediana (Q1-Q3)° Mediana (Q1-Q3)
Paridade 2,00 (2,00-3,00) 3,00 (2,00-3,00) 0,04
DEL em D0® 137,00 (75,00-227,00) 111,00 (72,00-213,00) 0,57
Intervalo médio D0-D14 (dias) 14,00 (13,00-16,00) 14,00 (13,50-16,00) 0,87
Intervalo médio D0-D21 (dias) 21,00 (20,00-23,00) 21,00 (21,00-24,00) 0,89

" Cetoprofeno: tratado com uma injecéo intramuscular de cetoprofeno na dosagem de 3

mg/kg de peso vivo; controle: ndo recebeu tratamento.

2 Teste de Wilcoxon para variaveis continuas e teste de Qui-quadrado para variaveis

categoricas.

3Anterior direito (AD), anterior esquerdo (AE), posterior direito (PD) e posterior

esquerdo (PE).

4 Percentagem de quartos com cultura negativa no sistema de cultura na fazenda que

foram negativos na cultura realizada no laboratdrio referéncia.

® Dias em lactacdo na data do caso de mastite clinica.

® Mediana (1° quartil — 3° quartil).
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Tabela 3. Estatisticas descritivas dos desfechos estudados, por grupo experimental.

Grupo experimental®

Cetoprofeno Controle

Variavel Total N (%) Total N (%)
Cura clinica? 65 54 (83,08) 64 55 (85,94)
Recidiva de MC? 54 10 (18,52) 55 10 (18,18)
Recorréncia de MC* 54 9 (16,67) 55 9 (16,36)
Risco de nova IIM em D14° 53 11 (20,75) 53 16 (30,19)
Risco de nova IIM em D21° 42 12 (28,57) 51 8 (15,69)

Mediana (Q1-Q3) Mediana (Q1-Q3)
Tempo até a cura clinica (dias) 54 1,00 (1-1,5) 55 1,00 (1-1,5)
Tempo até recidiva (dias) 10 4,7 (3-5,0) 10 3,75 (3-6,0)
Tempo até recorréncia (dias) 9 34 (30-45) 9 34 (33-65)
CCS D14 (log10 cel/mL) 57 5,39 (0,07) 54 5,50 (0,08)
CCS D21 (log10 cel/mL) 52 5,39 (0,08) 55 5,42 (0,07)

' Cetoprofeno: tratado com uma injecéo intramuscular de cetoprofeno na dosagem de 3
mg/kg de peso vivo; controle: ndo recebeu tratamento.

2 Regresséo dos sinais clinicos em até 7 dias apos a inclusdo no estudo.

3 Ocorréncia de cura clinica seguida de observagéo de sinais clinicos de mastite até 14

dias apo6s a inclusdo do caso no estudo.

4 Ocorréncia de cura clinica e posterior observagao de sinais clinicos entre 15 e 90 dias
apos a incluséo do caso no estudo.

® Quartos com cultura negativa em DO e cultura positiva em D14,

® Quartos com cultura negativa em DO e cultura positiva em D21.
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Tabela 4. Analise multivariada para comparacao dos desfechos estudados entre 0s grupos

experimentais.

Variavel Coeficiente EP! Valor-P RR ou RC? IC 95%°
Cura clinica*

Cetoprofeno Referéncia Referéncia

Controle 0,09 0,19 0,60 1,10 0,75-1,60
Recidiva de MC®
Grupo®

Cetoprofeno Referéncia Referéncia

Controle 0,04 0,44 0,91 1,05 0,43-2,52
Recorréncia de MC’
Grupo

Cetoprofeno Referéncia Referéncia

Controle -0,19 0,47 0,68 0,82 0,33-2,07
Risco de nova IMI®
D14
Intercepto -2,05 0,89
Grupo® 0,15

Cetoprofeno Referéncia Referéncia

Controle 0,67 0,47 1,97 0,76-5,11
Risco de nova IMI°
D21

Intercepto -091 0,34

Grupo 0,14

Cetoprofeno Referéncia Referéncia

Controle -0,76 0,51 0,46 0,16-1,29
CCsS
Intercepto 536 0,08
Grupo 0,20

Cetoprofeno 0

Controle 0,09 0,10
Dia 0,45

D14 0,03 0,09

D21 0
Grupo*Dia 0,75

Controle D14 0,04 0,13

Controle D21 0

Tratamento D14 0

Tratamento D21 0

L Erro padrdo.
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2Risco relativo (modelos de Cox de riscos proporcionais) ou Razédo das chances (modelos
de regressao logistica).

3 Intervalo de confianca 95%.

* Regresséo dos sinais clinicos em até 7 dias ap0s a inclusdo do caso.

> Ocorréncia de cura clinica seguida de observagéo de sinais clinicos de mastite até 14
dias apds a inclusdo do caso no estudo.

® Cetoprofeno: tratado com uma injecéo intramuscular de cetoprofeno na dosagem de 3
mg/kg de peso vivo; controle: ndo recebeu tratamento.

"Ocorréncia de cura clinica e posterior observacéo de sinais clinicos entre 15 e 90 dias
apos a inclusdo do caso no estudo.

8 Quartos com cultura negativa em DO e cultura positiva em D14.

® Quartos com cultura negativa em DO e cultura positiva em D21.
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Fazenda A, N = 167 . .

Fazenda B, N= 74 -, Caso de mastite clinica

Fazenda C, N= 326 567

v
Atenderam aos critérios de
inclusédo
N =129 quartos, 127 vacas
Controle Cetoprofeno
N =64 N =65
Cura clinica, Cura clinica,
N =64 N =65

Recidiva, N =55 Recorréncia, N =55 Recidiva, N =54 Recorréncia, N =54
- Néo curou, N=6 - Néo curou, N=6 - Néo curou, N =10 - Néo curou, N =10
- Tratada, N=3 - Tratada, N=3 - Tratada, N=1 - Tratada, N=1
Nova IIM D14 Nova [IM D21 Nova IIM D14 Nova IIM D21
N =53 N =51 N =53 N =42
- Morte, N=1 - Morte, N=1 - Extravio, N =6 - Extravio, N =11
- Extravio, N =5 - Extravio, N =5 - Secagem, N =1 - Secagem, N =1
- Secagem, N = 2 - Secagem, N =2 - Volume - Tratada, N=1
- Lesdio, N=1 - Lesdio, N=1 insuficiente, N = 2 - Volume insuficiente,
- Tratada, N =1 - Positiva/Extravio - Positiva/Extravio N=1
- Positiva/Extravio DO,N=4 DO, N=3 - Positiva/Extravio DO,
DO.N=1 N=9
CCs D14 CCSs D21 CCS D14 CCS D21
N =54 N =55 N =57 N =52
- Morte, N=1 - Morte, N=1 - Extravio, N =6 - Extravio, N = 11
- Extravio, N =5 - Extravio, N =5 - Secagem, N=1 - Secagem, N=1
- Secagem, N =2 - Secagem, N =2 - Volume - Tratada, N=1
- Lesdo, N=1 - Lesdo, N=1 insuficiente, N =1
- Tratada, N=1
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Figura 1. Fluxograma do conjunto de dados utilizado para analise. Cetoprofeno: tratado
com uma injecdo intramuscular de cetoprofeno na dosagem de 3 mg/kg de peso vivo;
controle: ndo recebeu tratamento. Cura clinica: regressao dos sinais clinicos em até 7
dias apds a inclusdo no estudo. Recidiva de MC: ocorréncia de cura clinica seguida de
observacdo de sinais clinicos de mastite até 14 dias apds a inclusdo do caso no estudo.
Recorréncia de MC: ocorréncia de cura clinica e posterior observacao de sinais clinicos
entre 15 e 90 dias apds a inclusdo do caso no estudo. Nova infec¢do intramamaria
(IMM) em D14: quartos com cultura negativa em DO e cultura positiva em D14. Nova
IMM em D21: quartos com cultura negativa em DO e cultura positiva em D21. CCS em
D14: CCS (células/mL) das amostras de leite coletadas em D14. CCS em D21: CCS

(células/mL) das amostras de leite coletadas em D21

Figura 2. Curva de sobrevivéncia representando o tempo de cura clinica (retorno do
leite ao aspecto normal) em até 7 dias apds a inclusdo do quarto no estudo, nos dois

grupos experimentais.

Figura 3. Curva de sobrevivéncia representando o tempo de recidiva no mesmo quarto
mamario até 14 dias ap6s a inclusdo do quarto no estudo, nos dois grupos

experimentais.

Figura 4. Curva de sobrevivéncia representando o tempo de recorréncia no mesmo
quarto mamario até 90 dias apds a inclusdo do quarto no estudo, nos dois grupos

experimentais.
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CAPITULO 3

DISCUSSAO GERAL

O uso de AINES em casos de MC ¢é bastante frequente, apesar de poucos estudos
terem sido realizados para avaliar o real efeito em desfechos de importancia para a satde
da glandula maméria, tais como cura clinica, cura bacterioldgica, recidiva e recorréncia
de MC. O presente estudo teve como principal motivagdo contribuir com a resposta
cientifica desta questdo. Na literatura consultada este € o Unico estudo que avaliou a
eficacia do cetoprofeno em casos de MC caracterizados pela auséncia de isolamento de
patogenos pelo SCF. A principal hipotese foi que o tratamento IM com cetoprofeno no
momento do diagnostico negativo do SCF poderia resultar em retorno do leite mais rapido
ao aspecto normal quando comparado ao grupo néo tratado. Porém, ndo foram observadas
diferencas significantes, entre 0s grupos experimentais, nas variaveis estudadas.

No presente estudo ndo houve evidéncia da eficacia do cetoprofeno no tratamento
de casos de MC sem isolamento de patdgenos e que ndo receberam tratamento com
antimicrobianos. Além da similaridade entre os grupos experimentais no tempo de retorno
do leite ao aspecto normal, foi observada tendéncia de cura clinica mais rapida nos quartos
inseridos no grupo controle, sugerindo que a utilizacdo do cetoprofeno poderia resultar
em retorno mais lento do leite ao aspecto normal. Esta hipotese pode ser justificada pela
supressdo da atividade das células responsaveis pela reparacdo do tecido mamario.
Porém, mais estudos incluindo casos naturais de MC sdo necessarios para confirmar essa
hiptese. Ademais, ressalta-se a importancia de que os casos de MC ndo devem ser
somente cultivados na fazenda, mas também devem ser enviados para diagnostico em
laboratérios de referéncia, pois a identificagdo dos micro-organismos causadores de
mastite requer experiéncia. Erros de diagndsticos podem ser frequentemente cometidos
por pessoas sem formacéo na area de microbiologia aplicada a medicina veterinaria. Posto
gue a maioria dos actinomicetos, algas e leveduras — agentes de mastite clinica em vacas
— sdo isolados a partir de 24 horas, que é o tempo de utilizacdo de incubagdo no SCF,

podendo gerar resultados falso-negativos.

CONCLUSAO GERAL
Os resultados sugerem que o uso de cetoprofeno em casos de MC caracterizados

pela auséncia de isolamento microbiano no SCF n&o resulta em retorno mais rapido do
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leite ao aspecto normal, diminuicdo do risco de recidiva, recorréncia e novas I1M, assim

como diminuicdo mais rapida da CCS a niveis basais apés o caso de MC.
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ANEXO | - Ficha de acompanhamento dos casos de mastite clinica.

ANIMAL:

Grupo TRATAMENTO: TRATAMENTO COM KETOFEN

QUARTO AFETADO:

() AD

() AE

GRAU DE MASTITE:

()1-LEVE ()2- MODERADA
ACOMPANHAMENTO DA CURA CLINICA:

()PD

()PE

SINTOMAS
DATA: MANHA SINTOMAS TARDE
( ) SEM GRUMO ( ) SEM GRUMO
/ /19 ( ) POUCO GRUMO ( ) POUCO GRUMO
- ( ) MUITO GRUMO ( ) MUITO GRUMO
( ) SEM GRUMO ( ) SEM GRUMO
/ /19 ( ) POUCO GRUMO ( ) POUCO GRUMO
S ( ) MUITO GRUMO ( ) MUITO GRUMO
( ) SEM GRUMO ( ) SEM GRUMO
/ /19 ( ) POUCO GRUMO ( ) POUCO GRUMO
S ( ) MUITO GRUMO ( ) MUITO GRUMO
( ) SEM GRUMO ( ) SEM GRUMO
/ /19 ( ) POUCO GRUMO ( ) POUCO GRUMO
S ( ) MUITO GRUMO ( ) MUITO GRUMO
( ) SEM GRUMO ( ) SEM GRUMO
/ /19 ( ) POUCO GRUMO ( ) POUCO GRUMO
- ( ) MUITO GRUMO ( ) MUITO GRUMO
( ) SEM GRUMO ( ) SEM GRUMO
/ /19 ( ) POUCO GRUMO ( ) POUCO GRUMO
- ( ) MUITO GRUMO ( ) MUITO GRUMO
( ) SEM GRUMO ( ) SEM GRUMO
/ /19 ( ) POUCO GRUMO ( ) POUCO GRUMO

( ) MUITO GRUMO

( ) MUITO GRUMO

Realizou tratamento com antibiotico? ( ) Sim ( ) Ndo Quando? _ / /19

Qual o motivo? () Nao melhorou ( ) Piorou
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