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RESUMO

O presente estudo avaliou a eficdcia “in vivo” do tratamento intramamadrio, convencional e
estendido, utilizando a cefoperazona sodica (250 mg), gentamicina (250 mg) e ciprofloxacino
(100 mg) em casos de mastite clinica bovina. Foram utilizadas 30 vacas com mastite clinica,
ndo sist€mica, distribuidas em trés grupos de dez animais. O tratamento convencional da
mastite consistiu em trés aplicacdes do anti-mastitico, a cada 12 horas, e o tratamento
estendido foi realizado com seis aplicacdes do anti-mastitico, a cada 12 horas. As vacas
receberam tratamento intramamadrio, a cada 12 horas, com seis aplicacdes por animal,
constituindo os seguintes momentos (M): M1 (dia zero — diagndstico da mastite e inicio do
tratamento), M2 (12 horas apés M1), M3 (24 horas apés M1), M4 (36 horas ap6és M1), M5
(48 horas ap6és M1) e M6 (60 horas apés MI). Foi considerado, no mesmo animal, o
tratamento convencional encerrado na terceira aplicacdo do antimicrobiano (M3) e o
tratamento estendido ao final da sexta aplicacdo (M6). Os principais micro-organismos
isolados das vacas com mastite foram Staphylococcus aureus, Staphylococus spp.,
Corynebacterium sp., Streptocccus spp., Streptococcus agalactiae € Escherichia coli. A cura
clinica do tratamento convencional foi de 50% para o grupo tratado com cefoperazona sédica,
70% para o grupo tratado com gentamicina e 50% para o grupo tratado com ciprofloxacino.
Para os mesmos grupos, a cura clinica do tratamento estendido foi 90%, 100% e 80%,
respectivamente. A cura bacterioldgica foi de 100% para o grupo tratado com cefoperazona
sodica e de 90% para os grupos utilizando a gentamicina e ciprofloxacino no tratamento
convencional. Para os mesmos grupos, foram observados 100% de cura bacterioldgica para a
gentamicina e 90% para os grupos com cefoperazona sddica e ciprofloxacino no tratamento
estendido. N@o foram encontradas diferencas entre cura clinica e cura bacteriologica dentro de
cada grupo e entre os grupos de antimicrobianos, tampouco entre os tratamentos convencional
e estendido dentro do mesmo grupo ou entre os grupos. Os resultados do presente estudo
indicam a importancia da lactocultura e do teste de sensibilidade microbiana “in vitro” como
respaldo para os tratamentos intramamadrios de vacas com mastite clinica. Inferiu-se também a
boa eficdcia na cura clinica e bacterioldgica da cefoperazona sddica, gentamicina e
ciprofloxacino no tratamento da mastite clinica em vacas na lactacdo, de forma convencional
ou estendida, contanto que respaldado na sensibilidade microbiana “in vitro”.

Palavras-chave: mastite clinica bovina, tratamento intramamario, cura clinica, cura
bacterioldgica, perfil de sensibilidade aos antimicrobianos
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IN VIVO EFFICACY OF SODIUM CEFOPERAZONE, GENTAMICIN AND
CIPROFLOXACIN FOR THE INTRAMAMMARY TREATMENT OF CLINICAL
MASTITIS IN COWS.

ABSTRACT

This study evaluated the in vitro and in vivo efficacy of sodium cefoperazone, gentamicin and
ciprofloxacin for the intramammary treatment of clinical mastitis in cows. Thirty cows with
non-systemic, clinical mastitis were divided into three groups of ten animals. One of the
antibiotics was used in each group for conventional (i.e., three doses, given every 12 hours)
and extended (i.e., six doses, every 12 hours) treatments of mastitis. The cows were treated
every 12 hours using six doses per animal at the next moments (M): M1, day zero - diagnosis
and beginning of treatment; M2, 12 hours from diagnosis and treatment; M3, 24 hours; M4,
36 hours; M5, 48 hours; and M6 60 hours. The most common microorganisms isolated from
cows were Staphylococcus aureus, Staphylococcus spp., Corynebacterium sp., Streptococcus
spp., Streptococcus agalactiae and Escherichia coli. The efficacy of clinical cure using
conventional treatment was 50%, 70% and 50% for the groups treated with sodium
cefoperazone, gentamicin and ciprofloxacin, respectively. Regarding the extended treatment,
efficacy was 90%, 100% and 80%, for sodium cefoperazone, gentamicin and ciprofloxacin,
respectively. Efficacy of bacteriological cure was 100% for sodium cefoperazone, and 90%
for both gentamicin and ciprofloxacin using the conventional treatment. By using the
extended treatment, efficacy of bacteriological cure was 100% for gentamicin and 90% for
both cefoperazone and ciprofloxacin. Statistical differences were not found in clinical or in
bacteriological cure into the same group or among groups. Similarly, statistical differences
between the conventional and extended treatments were not found. The results from this study
reinforce the importance of performing microbiological culture of milk and in vitro
antimicrobial sensitivity tests for supporting the intramammary treatment of clinical mastitis
in cows. The clinical and bacteriological efficacy of sodium cefoperazone, gentamicin and
ciprofloxacin in lactating cows suffering from clinical mastitis using either conventional or
extended treatments was also inferred, provided the use of sensitivity tests in vitro.

Key words: clinical mastitis in cows, intramammary treatment, clinical cure, bacteriological
cure, antimicrobial sensitivity test

EFICACIA IN VIVO DE LA CEFOPERAZONA SODICA, LA GENTAMICINA Y EL
CIPROFLOXACINO EN EL TRATAMIENTO INTRAMAMARIO DE LA MASTITIS
CLINICA BOVINA.

RESUMEN

El presente estudio compard la eficacia in vitro e in vivo de la cefoperazona sddica, la
gentamicina y el ciprofloxacino en el tratamiento intramamario de la mastitis clinica bovina.
Fueron utilizadas 30 vacas con mastitis clinica sin signos sistémicos, divididas en tres grupos
de diez animales. En cada grupo fue utilizado uno de los antibidticos citados antes, para
realizar tratamiento convencional (tres aplicaciones a cada 12 horas) y extendido (seis
aplicaciones a cada 12 horas) contra mastitis. Las vacas recibieron tratamiento intramamario a
cada 12 horas, consistente de seis aplicaciones por animal en los siguientes momentos (M):
M1, dia cero - diagndstico e inicio del tratamiento; M2, doce horas después del M1; M3, 24
horas después del M1; M4, 36 horas después del M1; M5, 48 horas después del M1; y M6 60
horas después del M1. Los principales microorganismos aislados de vacas con mastitis fueron
Staphylococcus aureus, Staphylococcus spp., Corynebacterium sp. Streptococcus agalactiae
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spp. y Escherichia coli. La eficacia de la cura clinica usando tratamiento convencional fue de
50% para el grupo de cefoperazona sédica, 70% para gentamicina y 50% para ciprofloxacino.
Con el tratamiento extendido la eficacia de la cura clinica fue de 90%, 100% y 80%,
respectivamente. La eficacia de la cura bacterioldgica fue de 100% para el grupo
cefoperazona sddica y de 90% para los grupos gentamicina y ciprofloxacino utilizando el
tratamiento convencional. Asi mismo, se observd 100% de cura bacteriolégica para
gentamicina y 90% para los grupos cefoperazona sédica y ciprofloxacino utilizando el
tratamiento extendido. No fueron observadas diferencias estadisticas para la cura clinica y
bacterioldgica ni dentro ni entre los grupos de antimicrobianos. Tampoco se encontrd
diferencia entre los tratamientos convencional y extendido dentro del mismo grupo o entre los
grupos. Los resultados del presente estudio refuerzan la importancia del cultivo de la leche y
de las pruebas de sensibilidad microbiana in vitro como respaldo para los tratamientos
intramamarios en vacas con mastitis clinica. Los resultados permiten inferir también que la
cefaperazona sddica, la gentamicina y el ciprofloxacino son eficaces para la cura clinica y
bacterioldgica de la mastitis clinica en vacas lactantes, tanto en un esquema de tratamiento
convencional como en el tratamiento extendido siempre que se utilicen en combinacién con
exdmenes de sensibilidad microbiana in vitro.

Palabras clave: mastitis clinica bovina, tratamiento intramamario, cura clinica, cura
bacterioldgica, perfil de sensibilidad antimicrobiana

1. INTRODUCAO

A mastite figura dentre as doencas que mais oneram a pecudria leiteira, devido a
reducdo na producgdo, alteragcdes na composi¢do, gastos com medicamentos, honorarios
veterindrios e reposi¢ao de animais (1).

A mastite bovina caracteriza-se por processo inflamatério da glandula mamdria, que
resulta em alteracdes fisicas, quimicas, celulares e bacterioldgicas do leite, bem como por
modificagdes patoldgicas do tecido glandular, podendo determinar lesdes irreversiveis no
parénquima mamaério. No entanto, no Brasil poucos estudos avaliaram os custos da mastite,
no que tange a reducdo na producdo de leite, depreciacdo dos animais e gastos com
medicamentos, incluindo o tratamento (2, 3).

A mastite é classicamente classificada em clinica e subclinica, de acordo com a
severidade e exteriorizacdo do processo inflamatério (1, 4-6). A mastite clinica caracteriza-se
por alteragdes visiveis na glandula mamaria e/ou no leite (3, 7, 8). Nestes casos, a glandula
mamadria pode apresentar sinais de edema, dor, calor, rubor e perda momentanea da funcdo,
além de alteragdes visiveis no leite (formagdo de grumos, pus, dessora, codgulos) (1-3).Na
forma subclinica, somente se observa reducdo da producdo de leite. Nestes animais, 0
diagnostico somente € alcancado utilizando métodos que permitam a deteccdo de alteragdes
na composicao e constituintes celulares do leite (4).

O tratamento com antimicrobianos € um dos principais procedimentos em um programa
de controle da mastite (7). Diversos protocolos terapéuticos sdo utilizados na prética
veterindria para o tratamento da mastite em vacas na lactacio e no periodo de secagem (8). O
tratamento imediato dos casos clinicos e a terapia/profilaxia da vaca seca com o uso de
antimicrobianos em todos 0s quartos mamadrios, no momento da secagem, estdo entre as
medidas mais frequentemente recomendadas na abordagem terapéutica da mastite em vacas
(1, 4).

Os maiores indices de cura no tratamento por via intramamadria da mastite bacteriana em
vacas sdao obtidos com 3 a 5 aplicacdes, em intervalos de 8, 12 a 24 h (dependendo das
caracteristicas e vida média de cada antimicrobiano (4, 7, 9, 10). Nos casos de mastite
subclinica, ndo existe consenso sobre o tratamento no decorrer da lactagdo, ficando
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geralmente estes animais para serem tratados na terapia da vaca seca, na qual as vacas sao
tratadas com dose Unica do anti—mastitico, em todos os tetos, no dia da secagem (7, 9).

Nos casos de mastite por micro-organismos refratdrios ao tratamento no decorrer da
lactagcdo, notadamente por Staphylococcus aureus, tem—se preconizado, alternativamente, a
terapia estendida, que consiste em 6 a 8 aplica¢des de anti—mastiticos via intramamaéria, com
intuito de melhorar as taxas de cura clinica e bacteriolégica (10). No entanto, esta modalidade
alternativa de tratamento apresenta maior custo ao produtor, devido ao maior descarte de leite,
e ao maior nimero de anti—mastiticos requeridos por animal (7, 10).

Diferentes antimicrobianos estdo disponiveis comercialmente para o tratamento
intramamadrio da mastite em vacas no Brasil (9). Segundo Ribeiro (7), os principios ativos de
antimicrobianos mais utilizados pertencem ao grupo das penicilinas e derivados,
aminoglicosideos, fluorquinolonas, tetraciclinas e sulfas potencializas pelo trimetoprim.

Toda e qualquer indicag¢do do tratamento da mastite em animais deveria ser respaldada
em testes “in vitro” de sensibilidade microbiana (antibiograma). Entretanto, na pratica, por
questdes econdmicas, por desconhecimento, dificuldade de acesso aos laboratérios e mao de
obra capacitada, ou em casos graves de mastite clinica com sinais sist€émicos que necessitam
de terapia emergencial; os testes de sensibilidade microbiana “in vitro” nao sdo realizados,
recaindo a escolha do farmaco, na grande maioria das vezes, na experiéncia acumulada dos
profissionais em tratamentos anteriores, ou mesmo no apelo comercial de determinados
produtos (7). Ademais, apesar da notdria diferenca entre a eficdcia “in vitro” ou “in vivo” dos
antimicrobianos utilizados no tratamento da mastite, sdo escassos os estudos conduzidos no
intuito de confrontar o resultado “in vitro” de patdgenos frente a um dado farmaco, com a
eficdcia “in vivo” deste mesmo antimicrobiano por via intramamaria.

Considerando que a mastite é a principal doenga infectocontagiosa que acomete vacas
leiteiras, os diferentes protocolos de tratamento (convencional e estendido) e principios ativos
anti-mastiticos disponiveis no Brasil, a variagdo entre a eficicia “in vitro” e “in vivo” dos
farmacos e a escassez no pais de dados sobre a relacdo custo/beneficio do tratamento; o
presente estudo objetivou avaliar a eficdcia do tratamento intramamdrio utilizando a
cefoperazona sédica, gentamicina e ciprofloxacino, nas formas convencional e estendida, na
mastite clinica bovina, baseado em testes de sensibilidade “in vitro™.

2. MATERIAIS E METODOS
2.1. Delineamento experimental

Foi avaliada a cura clinica e bacterioldgica do tratamento intramamadrio, convencional e
estendido, em 30 vacas com mastite clinica, sem sinais sistémicos, naturalmente infectadas,
utilizando a cefoperazona soédica, gentamicina e ciprofloxacino. Para o tratamento
intramamario, os micro-organismos foram identificados e a inclusdo do animal para o
tratamento dependeu diretamente da sensibilidade “in vitro” do isolado ao antimicrobiano do
grupo tratado. Para o tratamento de somente 10 animais por grupo, houve a necessidade
estatistica de efetividade geral de, no minimo, 80% da cefoperazona sddica, 80% da
gentamicina e 80% do enrofloxacino em micro-organismos isolados de mastite.

2.2. Animais

Foram utilizadas 30 vacas Holandesas e mesti¢as que apresentaram mastite clinica, ndo
sist€émica, entre 5 a 10 anos de idade, com produ¢dao média de 18 litros de leite, e que nao
receberam tratamento prévio no decorrer da lactacdo, procedentes de propriedades leiteiras,
que realizam duas ordenhas mecanicas didrias, sem a presenca de bezerros, da regidao de
Botucatu, SP.
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2.3. Diagnéstico da mastite clinica

O diagnéstico de mastite clinica foi fundamentado por alteracdes macroscépicas do leite
na prova de Tamis (caneca telada de fundo escuro) e/ou na presenca de sinais de inflamacao
na glandula mamaria (dor, calor, hiperemia, sensibilidade dolorosa, recusa em permitir o
aleitamento dos bezerros). Foi realizado exame fisico completo do tbere das vacas (6). As
vacas que apresentaram sinais sist€émicos (taquicardia, taquipnéia, febre, atonia ruminal,
decubito) ndo foram utilizadas no estudo.

Cada quarto mamdrio com mastite clinica foi considerado uma unidade amostral. Desta
forma, o estudo utilizou de 10 animais diferentes para cada grupo de antimicrobiano, nio se
utilizando mais de um quarto mamério do mesmo animal a titulo da composi¢do dos grupos
de tratamento, ou para fins de cdlculo dos valores de cura bacterioldgica e cura clinica.

2.4. Grupos de tratamento

Foram constituidos trés grupos de tratamento para cada antimicrobiano comercial, como
segue: G1 = cefoperazona sédica, 250 mg/aplicacdo (10 animais); G2 = gentamicina, 250
mg/aplicacdo (10 animais) e G3 = ciprofloxacino, 100mg/aplicacao (10 animais).

2.5. Protocolos de tratamento intramamario (convencional e estendido)

O tratamento intramamario foi realizado respeitando condi¢des adequadas de anti—
sepsia (7). Foi iniciado imediatamente apds o diagndstico da mastite clinica, antes do envio do
material para o diagnéstico microbiolégico. Todas as vacas tratadas que permaneceram na
composi¢do dos trés grupos de tratamento apresentaram, obrigatoriamente, sensibilidade “in
vitro” do isolado ao antimicrobiano do grupo. Com efeito, todos os animais componentes de
cada grupo foram tratados com antimicrobianos que apresentaram 100% de efetividade “in
vitro” para o isolado. Os animais que, mesmo depois de iniciado o tratamento, acusaram
isolados com resultados “in vitro” parcialmente sensiveis ou resistentes no teste de
sensibilidade microbiana foram excluidos.

As vacas receberam tratamento intramamario, a cada 12 horas, com seis aplicacdes por
animal, constituindo os seguintes momentos (M): M1 (dia zero — diagndstico da mastite e
inicio do tratamento), M2 (12 horas ap6és M1), M3 (24 horas apdés M1), M4 (36 horas apds
M1), M5 (48 horas apés M1) e M6 (60 horas ap6s M1). Foi considerado, no mesmo animal, o
tratamento convencional encerrado na terceira aplicacio do antimicrobiano (M3) e o
tratamento estendido ao final da sexta aplicagao (M6).

2.6. Isolamento e caracterizacao dos micro-organismos

As amostras de leite dos animais com mastite clinica foram colhidas assepticamente, do
quarto mamadrio infectado, de todos os animais nos trés grupos no M1, M4 e 12 horas apds
M6 (M7) e transportadas sob temperatura de refrigeracdo (4-8°C) até o laboratério de
diagndstico microbioldgico da FMVZ-UNESP/Botucatu, SP. Em seguida, foram semeadas
nos meios de dgar suplementado com sangue bovino desfibrinado (5%) e dgar MacConkey,
mantidos a 37°C, em condigdes de aerobiose. As culturas foram avaliadas com 24, 48 ¢ 72
horas de incubagdo e os micro-organismos, identificados segundo as caracteristicas morfo-
tintoriais, bioquimicas e de cultivo (11).

2.7. Perfil de sensibilidade microbiana “in vitro”
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Todos os micro-organismos isolados dos animais com mastite nos trés grupos de estudo
(G1 = cefoperazona sdédica; G2 = gentamicina e G3 = ciprofloxacino) foram submetidos ao
teste de sensibilidade microbiana “in vitro”, pelo método de difusdo com discos e os halos de
inibicdo da cefoperazona sddica (75 mcg), gentamicina (10 mcg) e G3 = ciprofloxacino (5
mcg) foram interpretados de acordo com Clinical and Laboratory Standard Institute — CLSI
(12).

2.8. Acompanhamento dos animais

Durante o tratamento ao longo dos dias de estudo, os animais foram monitorados quanto
aos parametros fisiolégicos, exame da glandula mamaria e teste de Tamis (6).

2.9. Avaliacao da cura clinica e cura bacteriolégica

A cura clinica foi considerada nos animais que, ao final do tratamento intramamario,
ndo apresentaram quaisquer alteracOes clinicas nos parametros fisioldgicos gerais
(temperatura, frequéncias cardiaca e respiratria, movimentos ruminais), na glandula mamaria
(edema, nddulos, hipertermia), tampouco nas caracteristicas macroscopicas do leite (teste de
Tamis). A cura bacterioldgica foi considerada nos quartos mamadrios que nio se obteve o
reisolamento do mesmo micro-organismo identificado no M1. Tanto a cura clinica quanto a
cura bacterioldgica foram avaliadas no M4, para o tratamento convencional € no M7 para o
tratamento estendido.

2.10. Grupo controle negativo

Nao foi formado grupo controle negativo, devido aos riscos das mastites clinicas, sem
institui¢do de tratamento, visto que foram utilizados animais de terceiros.

2.11. Critérios de exclusao de animais

Foram excluidos animais que, no inicio ou ao longo do tratamento intramamario,
apresentaram qualquer uma das seguintes condi¢Oes: desenvolveram sinais sistémicos de
mastite (febre, taquicardia, taquipnéia, atonia ruminal, decubito), ndo apresentaram
sensibilidade “in vitro” ao farmaco do grupo antes do inicio do tratamento (parcialmente
sensiveis ou resistentes), contrairam outras infeccdes que houvesse necessidade do uso de
antimicrobianos por via parenteral, impossibilidade de qualquer tratamento e/ou colheita de
leite segundo protocolo de estudo, isolamento de micro-organismos niao convencionais e/ou
usualmente ndo responsivos a terapia antimicrobiana (fungos, leveduras, algas).

2.12. Tratamento estatistico dos resultados

Foram comparados os diferentes momentos (M1, M2, M3, M4, M5, M6), segundo a
efetividade de cura bacteriol6gica do produto, utilizando o teste bilateral ou de Qui-quadrado
(Teste de McNemar), considerando significancia estatistica para valores de P<0,01.

Para a definicao do universo amostral (n) para efeito de comparacao entre os grupos de
antimicrobianos foram necessdrios, no minimo, dez animais com mastite (segundo os itens
4.2 a 4.4), adotando efetividade “in vitro” de >80% de cada farmaco e erro estatistico de 1%
(13). A efetividade “in vitro” de, no minimo, 80% da cefoperazona sddica, 80% da
gentamicina ¢ 80% do enrofloxacino para uso destes antimicrobianos no estudo, que
permitisse o uso de 10 animais/grupo, foi embasada em levantamento retrospectivo destes
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farmacos em dados do Servico de Diagnéstico de Mastite em Animais da FMVZ-

UNESP/Botucatu, SP (Tabelas 1, 2 e 3).

Tabela 1. Perfil de sensibilidade microbiana “in vitro”, pelo método de difusdo com discos,
em diferentes linhagens bacterianas isoladas de vacas com mastite, frente a cefoperazona

sddica. Botucatu, SP, 2008 a 2012%*,

Sensibilidade

Micro-organismo

Sensivel

Parcialmente

sensivel

Resistente

n® linhagens/n®

n® linhagens/n®

n° linhagens/n®

total (%) total (%) total (%)
Corynebacterium sp. 29/29 (100) 0 0
S. aureus 22/32 (68,7) 7/32 (21,8) 3/32 (9,3)
Streptococcus alfa hemolitico 18/18 (100) 0 0
Streptococcus spp. 13/16 (81,3) 3/16 (18,7) 0
Staphylococcus spp. 7/10 (70) 3/10 (30) 0
Streptococcus agalactiae 6/6 (100) 0 0
Streptococcus dysgalacteae 6/6 (100) 0 0
Staphylococcus beta hemolitico 4/10 (28,5) 5/10 (64,3) 1/10 (7,2)
T. pyogenes 2/2 (100) 0 0
Edwardsiella tarda 1/1 (100) 0 0
Escherichia coli 1/1 (100) 0 0
Micrococcus sp. 1/1 (100) 0 0
Staphylococcus intermedius 1/1 (100) 0 0
Streptococcus pyogenes 1/1 (100) 0 0
Streptococcus beta hemolitico 1/1 (100) 0 0
S. aureus ATCC 25923 1/1 (100) 0 0
Total 114/136 (83,8) 18/136 (13,3) 4/136 (2,9)

T. pyogenes = Trueperella (Arcanobacterium) pyogenes;

S. aureus = Staphylococcus aureus

* Fonte = Servico de Diagndstico de Mastite em Animais — Disciplina de Enfermidades Infecciosas dos Animais

— FMVZ-UNESP/Botucatu, SP

ATCC = American Type Culture Collection
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Tabela 2. Perfil de sensibilidade microbiana “in vitro”, pelo método de difusdo com discos,

N

em diferentes linhagens bacterianas isoladas de vacas com mastite, frente a gentamicina.
Botucatu, SP, 2008 a 2012%*.

Sensibilidade Sensivel Parcialmente Resistente
sensivel
Micro-organismo n° linhagens/n® n° linhagens/n® n° linhagens/n®
total (%) total (%) total (%)

Staphylococcus beta hemolitico 57/63 (90,4) 3/63 (4,8) 3/63 (4,8)
Staphylococcus aureus 37/40 (92,5) 2/40 (5,0) 1/40 (2,5)
Corynebacterium sp. 29/29 (100) 0 0
Staphylococcus hyicus 11/14 (78,6) 1/14 (7,1) 2/14 (14,3)
Staphylococcus spp. 11/14 (78,6) 1/14 (7,1) 2/14 (14,3)
Streptococcus spp. 7/13 (53,8) 0 6/13 (46,2)
Streptococcus alfa hemolitico 9/12 (75,0) 1/12 (8,3) 2/12 (16,7)
Escherichia coli 6/6 (100) 0 0
Streptococcus agalacteae 4/4 (100) 0 0
T. pyogenes 3/6 (50) 1/6 (16,6) 2/6 (33,4)
Edwardsiella tarda 2/2 (100) 0 0
Nocardia sp. 2/2 (100) 0 0
Pasteurella mutocida 2/2 (100) 0 0
Staphylococcus intermedius 1/1 (100) 0 0
Streptococcus dysgalactiae 1/3 (33,3) 0 2/3 (66,7)
Escherichia coli ATCC 11229 1/1 (100) 0 0
Total 183/212 (86,3) 9/212 (4,3) 20/212 (9,4)

T. pyogenes = Trueperella (Arcanobacterium) pyogenes

* Fonte = Servico de Diagndstico de Mastite em Animais — Disciplina de Enfermidades Infecciosas dos Animais
— FMVZ-UNESP/Botucatu, SP

ATCC = American Type Culture Collection
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Tabela 3. Perfil de sensibilidade microbiana “in vitro”, pelo método de difusdo com discos,
em diferentes linhagens bacterianas isoladas de vacas com mastite, frente ao ciprofloxacino.

Botucatu, SP, 2008 a 2012*.

Sensibilidade

Micro-organismo

Sensivel

Parcialmente

sensivel

Resistente

n® linhagens/n®

n° linhagens/n®

n° linhagens/n®

total (%) total (%) total (%)

Streptococcus spp. 36/43 (83,7) 4/43 (9,3) 3/43 (7,0)
Staphylococcus spp. 36/37 (97,3) 0 1/37 (2,7)
Corynebacterium sp. 29/29 (100) 0 0
Staphylococcus aureus 12/24 (50) 9/24 (37,5) 3/24 (12,5)
Streptococcus alfa hemolitico 12/18 (66,7) 6/18 (33,3) 0
Escherichia coli 4/5 (80) 0 1/5 (20)
Streptococcus agalactiae 4/4 (100) 0 0
T. pyogenes 1/1 (100) 0 0
Enterobacter cloacae 1/3 (33,3) 1/3 (33,3) 1/3 (33,3)
Micrococcus spp. 1/1 (100) 0 0
Nocardia sp. 1/1 (100) 0 0
Staphylococcus hyicus 1/5 (20,0) 2/5 (40,0) 2/5 (40,0)
Streptococcus pyogenes 1/1 (100) 0 0
Streptococcus beta hemolitico 1/1 (100) 0 0
E. coli ATCC 15221 1/1 (100) 0 0

Total 141/174 (81,1) 22/174 (12,6) 11/174 (6,3)

T. pyogenes = Trueperella (Arcanobacterium) pyogenes

* Fonte = Servico de Diagndstico de Mastite em Animais — Disciplina de Enfermidades Infecciosas dos Animais
— FMVZ-UNESP/Botucatu, SP

ATCC = American Type Culture Collection

3. RESULTADOS

Para a formacdo dos trés grupos de tratamento, constituidos de dez animais por grupo,
foram utilizados 54 animais, dos quais 22 para o grupo de tratamento com cefoperazona
sddica, 19 para o grupo de gentamicina e 13 para o ciprofloxacino. Desta forma, ao longo da
constituicdo dos grupos, foram excluidos 24 animais, principalmente cujos isolados foram
parcialmente sensiveis ou resistentes no perfil de sensibilidade microbiana “in vitro” antes do
tratamento (M1), que apresentaram isolamento de micro-organismos nao convencionais de
mastite (fungos, algas e certos actinomicetos) ou, com menor frequéncia, que ndo foi possivel
a colheita de material em algum dos momentos de acompanhamento do animal ou que
desenvolveram sinais de mastite clinica sistémica.

O Quadro 1 apresenta os micro-organismos causadores de mastites em cada animal,
dentro de cada grupo de antimicrobiano constituido para o tratamento intramamario, em vacas
com mastite clinica, naturalmente infectadas.
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Quadro 1. Micro-organismos isolados, em cultura pura ou em associacdo, em 30 vacas com
mastite clinica, naturalmente infectadas, segundo trés grupos de tratamento antimicrobiano
por via intramamadria. Botucatu, SP, 2010 a 2011.

GRUPO CEFOPERAZONA GENTAMICINA CIPROFLOXACINO
SODICA (G1) (G2) (G3)
ANIMAL
1 Streptococcus agalactiae Streptococcus spp. Corynebacterium bovis
2 Streptococcus agalactiae Escherichia coli Staphylococcus aureus
3 Staphylococcus spp. Streptococcus alfa Streptococcus
hemolitico dysgalactiae
4 Streptococcus alfa Streptococcus alfa Streptococcus alfa
hemolitico hemolitico hemolitico
Trueperella
(Arcanobacterium)
pyogenes
5 Edwardsiella tarda Streptococcus spp. Streptococcus alfa
hemolitico
6 Streptococcus alfa Streptococcus spp. Staphylococcus aureus
hemolitico
7 Streptococcus spp. Streptococcus spp. Streptococcus alfa
hemolitico
8 Staphylococcus Staphylococcus hyicus Streptococcus alfa
intermedius hemolitico
Staphylococcus aureus
9 Staphylococcus aureus Streptococcus spp. Streptococcus spp.
10 Streptococcus alfa Streptococcus spp. Staphylococcus aureus
hemolitico

Foi observado predominio dos géneros Streptococcus e Staphylococcus nos tré€s grupos
de estudo, seguido em menor frequéncia de enterobactérias (Escherichia coli e Edwardsiella
tarda) e actinomicetos [ Corynebacterium bovis e Trueperella (Arcanobacterium) piogenes].

Os Quadros 2, 3 e 4 sumarizam os resultados da cura clinica e bacterioldgica nos trés
grupos de tratamento intramamadrio (convencional e estendido), utilizando a cefoperazona
sddica, gentamicina e ciprofloxacino, em vacas com mastite clinica naturalmente infectadas.
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Quadro 2. Cura clinica e bacteriol6gica em dez vacas com mastite por diferentes micro-
organismos, utilizando a cefoperazona sddica no tratamento convencional (3 aplicagdes do
anti-mastitico) e no estendido (6 aplica¢des do anti-mastitico). Botucatu, SP, 2010 a 2011.

Tratamento
Animal Isolamento - M 1 convencional Isolamento - M4 Tratamento estendido Isolamento — M7
(cura clinica) (cura bacterioldgica) (cura clinica) (cura bacterioldgica)
S. agalactiae sucesso Negativo sucesso Negativo
S. agalactiae sucesso Negativo sucesso Negativo
Staphylococcus spp. sucesso Negativo sucesso Negativo
Streptococcus alfa
4 hemolitico insucesso Negativo sucesso Negativo
T. pyogenes
5 Edwardsiella tarda sucesso Negativo sucesso Negativo
Streptococcus alfa
6 hemolitico insucesso Negativo sucesso Negativo
7 Streptcoccus spp. insucesso Negativo sucesso Negativo
8 S. intermedius sucesso Negativo sucesso Negativo
9 S. aureus insucesso Negativo insucesso E. coli, S.aureus
e Streptococcus spp.
Streptococcus alfa
10 hemolitico insucesso Negativo SUCEsSO Negativo

S. agalactiae = Streptococcus agalactiae
T. pyogenes = Trueperella (Arcanobacterium) pyogenes

S. intermedius = Staphylococcus intermedius
S. aureus = Staphylococcus aureus
E. coli = Escherichia coli

Quadro 3. Cura clinica e bacteriol6gica em dez vacas com mastite por diferentes micro-
organismos, utilizando a gentamicina no tratamento convencional (3 aplicagdes do anti-
mastitico) e no estendido (6 aplica¢des do anti-mastitico). Botucatu, SP, 2010 a 2011.

Tratamento
Animal Isolamento - M 1 convencional Isolamento - M4 Tratamento estendido Isolamento — M7
(cura clinica) (cura bacterioldgica) (cura clinica) (cura bacterioldgica)
1 Streptococcus spp. sucesso Negativo sucesso Negativo
2 Escherichia coli sucesso Negativo sucesso Negativo
Streptococcus alfa
3 hemolitico sucesso Negativo sucesso Negativo
Streptococcus alfa Streptococcus alfa
4 hemolitico insucesso hemolitico sucesso Negativo
5 Streptococcus spp insucesso Negativo sucesso Negativo
6 Streptococcus spp. Sucesso Negativo sucesso Negativo
7 Streptococcus spp. insucesso Negativo sucesso Negativo
8 Staphylococcus hyicus sucesso Negativo sucesso Negativo
9 Streptococcus spp sucesso Negativo sucesso Negativo
10 Streptococcus spp SUCesso Negativo sucesso Negativo
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Quadro 4. Cura clinica e bacteriol6gica em dez vacas com mastite por diferentes micro-
organismos, utilizando o ciprofloxacino no tratamento convencional (3 aplicagdes do anti-
mastitico) e no estendido (6 aplica¢des do anti-mastitico). Botucatu, SP, 2010 a 2011.

Tratamento
Animal Isolamento - M 1 convencional Isolamento - M4 Tratamento estendido Isolamento — M7
(cura clinica) (cura bacterioldgica) (cura clinica) (cura bacterioldgica)
Corynebacterium
1 Corynebacterium bovis sucesso bovis sucesso Negativo
2 Staphylococcus aureus insucesso Negativo sucesso Negativo
Streptococcus Streptococcus

3 dysgalactiae insucesso Negativo insucesso dysgalactiae
Streptococcus alfa

4 hemolitico sucesso Negativo Sucesso Negativo
Streptococcus alfa

5 hemolitico insucesso Negativo insucesso Negativo

6 Staphylococcus aureus Sucesso Negativo sucesso Negativo
Streptococcus alfa

7 hemolitico sucesso Negativo sucesso Negativo
Streptococcus alfa

hemolitico

8 Staphylococcus aureus insucesso Negativo sucesso Negativo

9 Streptococcus spp. insucesso Negativo sucesso Negativo

10 Staphylococcus aureus SUCesso Negativo sucesso Negativo

As Tabelas 4 e 5 apresentam a avaliagdo estatistica dos resultados da cura clinica e
bacterioldgica das vacas com mastite, segundo os trés grupos de antimicrobianos.

Tabela 4. Eficacia da cura clinica do tratamento intramamario (convencional e estendido) de
vacas com mastite clinica, utilizando cefoperazona sdédica (Gl), gentamicina (G2) e
ciprofloxacino (G3). Botucatu, SP, 2010 a 2011.

Tratamento
Grupo Convencional Estendido
% (n) % (n)
Cefoperazona Sédica’ 50 (5) 90 (9)
Gentamicina’ 70 (7) 100 (10)
Ciprofloxacino’ 50 (5) 80 (8)

(n) = ndimero de animais do grupo correspondente.

1 = Estatistica: valor de P=0,1336 (Teste de xz de McNemar).
2 = Estatistica: valor de P=0,2482 (Teste de xz de McNemar).
3 = Estatistica: valor de P=0,2482 (Teste de xz de McNemar).

Nao foi observada diferenca estatistica significante (P>0,01) em nenhum grupo de
farmaco, quando se comparou o tratamento convencional e o tratamento estendido dentro do
mesmo grupo. No entanto, no grupo tratado com cefoperazona sddica foram observados cinco
animais (50%) que apresentaram cura clinica apds o tratamento convencional e nove animais
(90%) ap6s o tratamento estendido. Depois de efetuado o tratamento convencional no grupo
da gentamicina, sete animais (70%) apresentaram cura clinica e a totalidade do grupo (100%)
se mostrou curado apds o tratamento estendido. O grupo tratado com ciprofloxacino
apresentou cinco animais (50%) com cura clinica ap6s o tratamento convencional e oito
animais (80%) apresentaram cura clinica apds o tratamento estendido.

Tabela 5. Eficicia de cura bacteriolégica do tratamento intramamadrio (convencional e
estendido) de vacas com mastite clinica, utilizando cefoperazona sédica (G1), gentamicina
(G2) e ciprofloxacino (G3). Botucatu, SP, 2010 a 2011.
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Tratamento
Grupo Convencional Estendido
% (n) % (n)
Cefoperazona Sédica’ 100 (10) 100 (10)
Gentamicina” 90 (9) 100 (10)
Ciprofloxacino® 90 (9) 100 (10)

(n) = nimero de animais do grupo correspondente.

1 = Estatistica: valor de P=1,0000 (Teste de XZ de McNemar).
2 = Estatistica: valor de P=1,0000 (Teste de XZ de McNemar).
3 = Estatistica: valor de P=0,4795 (Teste de XZ de McNemar).

A eficdcia da cura bacterioldgica foi observada nos trés grupos, sem diferenga estatistica
significante (P>0,01) em nenhum dos grupos quando o tratamento convencional foi
comparado com o tratamento estendido. Apenas um animal tratado com gentamicina e outro
com ciprofloxacino apresentaram reisolamento do agente causal inicial da mastite clinica,
respectivamente, Streptococcus alfa hemolitico e Corynebacterium bovis.

4. DISCUSSAO

No presente estudo foi investigada a acdo da cefoperazona sddica, gentamicina e
ciprofloxacino por via intramamadria em casos de mastite clinica em vacas, que se constituem
em representantes, respectivamente, de cefalosporinas, aminoglicosideos e fluorquinolonas,
considerados os principais grupamentos de antimicrobianos em uso no Brasil no tratamento
intramamario de vacas com mastite na lactacdo (7, 9, 10).

Devido ao grande nimero de tratamentos de vacas com mastite realizados no Brasil sem
o respaldo da cultura microbiolégica e de testes “in vitro” de sensibilidade microbiana, a
resolugdo clinica (cura clinica) dos casos é um critério pritico adotado na rotina das
propriedades para avaliar a eficdcia do tratamento. Nestes animais, se considera que a
resolucao favordvel dos casos ocorre quando apds 2 ou 3 aplicacdes do antimicrobiano por via
intramamadria, se observa regressdo da hiperemia e do edema do tubere e tetos, além da
normalizacdo do aspecto do leite (7).

Com base no teste de sensibilidade microbiana “in vitro” (100% de sensibilidade dos
isolados ao farmaco do grupo), foi obtido nos 30 animais estudados a cura clinica em 50% das
vacas utilizando a cefoperazona sédica, 70% dos animais com a gentamicina e 50% dos casos
para a ciprofloxacino no tratamento convencional, enquanto no tratamento estendido foi
obtida a cura clinica para os mesmos animais e fairmacos em, respectivamente, 90%, 100% e
80%. Utilizando outro antimicrobiano do grupo das cefalosporinas (cefacetril), Auginer e
Austin (14) obtiveram valor similar, com 82% de cura clinica na terapia intramamaéria de
vacas com mastite clinica. Os resultados obtidos no presente estudo indicam que € possivel
utilizar a cura clinica de vacas como critério de resolucdo dos casos de mastite em vacas, sem
sinais sistémicos, tratadas por via intramamadria, contanto que a instituicdo do tratamento -
convencional ou estendido - tenha sido respaldada em testes “in vitro” de sensibilidade
microbiana.

O cultivo microbiolégico do leite € o melhor parametro de avaliacdo do tratamento no
decorrer da lactacdo de casos de mastite em vacas, pois permite atestar a auséncia de
isolamento do agente causal no leite, depois de encerrado o tratamento (cura bacterioldgica)
[7]. Nos 30 animais tratados no presente estudo, foi obtida a cura bacteriolégica utilizando a
cefoperazona sédica em 100% dos animais e em 90% dos casos com a gentamicina e
ciprofloxacino no tratamento convencional, enquanto para os mesmos animais e farmacos, foi
obtida cura bacterioldgica em, respectivamente, 90%, 100% e 90% no tratamento estendido.
Nao foi observada diferenca (P>0,01) na cura bacteriolégica entre os tratamentos
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convencional e estendido nos 30 animais supracitados. No Rio de Janeiro, Langenegger,
Figueiredo e Rezende (15) avaliaram a eficiéncia teraputica de outra cefalosporina
(cefacetril) em 47 quartos mamadrios com mastite subclinica, e assinalaram resultados
semelhantes, obtendo 74% de cura bacteriolégica nos quartos com infeccdes por
Staphylococcus sp. Langoni et al. (16), no estado de Sao Paulo, realizaram o tratamento
intramamadrio de sete quartos mamadrios de vacas com mastite clinica utilizando
fluorquinolona de segunda geracao (enrofloxacina) e observaram cura bacterioldgica em seis
quartos (85,7%). Costa et al. (17), no estado de Sdo Paulo, obtiveram éxito na cura clinica de,
respectivamente, 81,82% e 90,48% de 18 casos de mastite (clinica) em vacas causadas por
Staphylococcus sp. e 19 por Streptococcus sp., utilizando derivados B-lactamicos. As nuances
entre os percentuais de efetividade de cura clinica e/ou bacterioldgica dos farmacos nos
diferentes estudos podem encontrar reflexo na acdo intrinseca de cada farmaco frente aos
isolados, na presenca de linhagens resistentes - estafilococos produtores de B-lactamases -,
assim como no tratamento de micro-organismos nao responsivos aos antimicrobianos
convencionais (fungos, algas e certos actinomicetos).

No presente estudo, houve incremento na cura bacterioldgica de somente 10% (animal
4) do tratamento convencional comparado ao estendido no grupo da gentamicina. Nos demais,
foi observada a mesma taxa de cura (90%) para o ciprofloxacino e decréscimo em 10%
(animal 9) da cura bacterioldgica no tratamento estendido, utilizando a cefoperazona sédica.
Neste ultimo grupo (G1), a auséncia de isolamento de S. aureus no momento 4 (tratamento
convencional) e reisolamento no momento 7 (tratamento estendido), poderia encontrar
justificativa na eliminacdo intermitente de S. aureus pela glandula mamadria ou pela
caracteristica intracelular da bactéria, que dificultam o tratamento no decorrer da lactagdo (6,
10, 18).

Nas 30 vacas com mastite clinica tratadas por via intramamadria com trés farmacos
distintos, foi observada cura clinica de 50% a 70% dos casos quando submetidos ao
tratamento convencional, enquanto a cura bacteriolégica - com 0s mesmos animais e
farmacos - variaram de 90% a 100%. Tal disparidade entre a cura clinica e bacteriolégica
poderia ser justificada pelo fato de que apesar dos trés farmacos apresentarem efetividade na
cura bacterioldgica, o processo inflamatério e, consequentemente, os sinais clinicos mamarios
ainda persistem por sete dias ou mais, depois de encerrado o tratamento, mesmo com a
inativacdo do agente causal da mastite (10, 19).

No presente estudo foi observado déficit de somente 10% entre a sensibilidade “in
vitro” dos isolados e a cura bacteriolégica apds o tratamento intramamdrio “in vivo”, tanto na
forma convencional como na estendida. Em contraste, Apparao, Oliveira e Ruegg (20) nos
EUA, compararam o perfil de sensibilidade microbiana e o tratamento “in vivo” com
pirlimicina de 132 vacas (178 glandulas mamarias) com mastite subclinica causadas por 194
linhagens bacterianas, € ndo observaram melhora significativa nos indices de cura nos
isolados sensiveis “in vitro” ao farmaco. A despeito da divergéncia dos autores sobre a
eficdcia do perfil de sensibilidade “in vitro” como base para o tratamento intramamadrio de
vacas com mastite (7, 9, 10, 18, 21), no presente estudo houve concordancia entre a
sensibilidade “in vitro” de bactérias convencionais de mastite, obtidas de vacas naturalmente
infectadas. Este resultado reforca a indicacdo do teste de sensibilidade microbiana “in vitro”
previamente a institui¢do da terapia, visando o uso racional de antimicrobianos no tratamento
da mastite clinica bovina.

No tratamento da mastite, os isolados sensiveis “in vitro” cuja cura bacteriolégica ndo é
obtida “in vivo” depois do tratamento, poderiam ser justificados pela presenca de outros
fatores que concorrem para a resolu¢do dos processos de mastite — além da acdo dos
antimicrobianos —, como a viabilidade intracelular de bactérias, formac¢do de microabscessos
ou (pio) granulomas mamadrios, producdo de enzimas (B-lactamases) e excesso de material
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purulento, que dificultam a ac¢do de certos antimicrobianos no foco infeccioso na glandula
mamaria (6, 7, 9, 10).

Para a formacdo dos trés grupos de dez animais para o tratamento, com cada farmaco,
foi necessario utilizar, ao todo, 54 animais. Desta forma, foram excluidos 24 animais, dos
quais em cerca de 90% dos casos foram retirados dos grupos de estudo, posto que
apresentavam isolados resistentes ou parcialmente sensiveis ao farmaco do grupo, ou eram
micro-organismos nao responsivos aos tratamentos com antimicrobianos convencionais por
via intramamdria - como fungos, algas e certos actinomicetos - quesitos considerados de
descarte nos critérios de exclusdo do presente estudo. Esta conduta, na formagao dos grupos,
reforca a importancia do teste de sensibilidade microbiana “in vitro” previamente a institui¢cao
do tratamento intramamadrio dos casos clinicos de mastite em vacas, visto que, dentre os 24
animais excluidos supracitados com isolados ndo sensiveis aos farmacos, ou micro-
organismos nao convencionais na casuistica de mastite, certamente resultariam em insucesso
terapéutico em condi¢des de campo. Este resultado salienta, também, a importancia do exame
microbiol6gico antes do inicio do tratamento dos casos de mastite bovina, que possibilita
nortear as acgOes de controle/profilaxia da mastite, distintas para micro-organismos de origem
contagiosa e ambiental (10, 18). A lactocultura permite identificar micro-organismos nao
convencionais de mastite, ou ndo responsivos aos tratamentos intramamarios e/ou parenterais
em casos de mastite bovina ao longo da lactagdo, cuja recomendacgao seria a ablagdo quimica
dos quartos, ou mesmo o descarte precoce dos animais (7).

A terapia estendida é uma modalidade de tratamento da mastite em vacas indicada no
decorrer da lactacdo, realizada com 6 a 8 aplicagdes de antimicrobianos por via intramamaria,
que tem mostrado incremento nas taxas de cura em certos casos de mastite (10). No presente
estudo, ndo houve diferenca (P>0,01) na cura bacteriolégica comparando o tratamento
convencional e o estendido, para os trés farmacos utilizados em animais com mastite clinica.
Em estudo similar, Kasravi et al. (22) no Ira, compararam o efeito do tratamento convencional
e do estendido em vacas com mastite subclinica utilizando a cefquinoma. Foram constituidos
trés grupos de animais, dos quais o grupo 1 (25 vacas e 52 quartos) foi tratado com tratamento
convencional (trés aplicagdes a cada 16 horas), o grupo 2 (26 vacas e 58 quartos) com
tratamento estendido (seis aplicagdes e a cada 16 horas) e o terceiro grupo ndo tratado (22
vacas e 40 quartos). Os principais agentes isolados foram estafilococos coagulase negativos,
estreptococos e coliformes. A cura bacteriologica nos trés grupos foi, respectivamente,
84,61%, 91,37% e 20%. Nao foi observada diferenca (P>0,01) entre o tratamento
convencional e estendido. Em contraste, Roy et al. (23), no Canad4, investigaram a eficicia
da terapia estendida em vacas cronicamente infectadas por S. aureus utilizando a cefapirina
sOdica. Foram tratadas 31 vacas cronicamente infectadas provenientes de 14 rebanhos
selecionados aleatoriamente, tratadas por cinco dias consecutivos, a cada 12 horas,
comparados a outro grupo de 30 animais ndo tratados. A cultura microbiolégica foi realizada
com 10, 24 e 31 dias apds o encerramento do tratamento. Foram observadas taxas de cura nos
grupos tratados e controle de, respectivamente, 25,8% e 3,3% (P=0,013), mostrando
incremento nas taxas de cura do tratamento estendido em vacas com infec¢des persistentes
por S. aureus.

Tais achados indicam que a terapia mamadria estendida deve ser reservada para situacdes
especificas de tratamento — como infec¢des recorrentes por S. aureus ou por agentes nao
convencionais de mastite, que se opta por tratar ao longo da lactagdo (7) — em virtude do
aumento no manejo na propriedade, devido ao maior nimero de aplicacbes mamadrias por
animal, bem como pelo custo adicional dos anti-mastiticos.

5. CONCLUSOES
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v’ As taxas de cura clinica dos animais acima de 90% utilizando a cefoperazona sédica,
gentamicina ou ciprofloxacino indicam que estes farmacos se constituem em Otimas
alternativas para o tratamento da mastite clinica em vacas na lactagao;

v Com base no perfil de sensibilidade microbiana “in vitro”, previamente ao tratamento
intramamario, foi obtida entre 90 a 100% de cura bacteriol6gica nos animais utilizando os
trés farmacos, reforcando a importancia de institui¢cdo do tratamento da mastite clinica em
vacas com respaldo em testes de sensibilidade microbiana “in vitro”;

v' Nao foi observada diferenca estatisticamente significante entre as taxas de cura
bacterioldgica comparando o tratamento intramamadrio convencional e o estendido para os
trés grupos de antimicrobianos, em vacas com mastite clinica, naturalmente infectadas,
indicando que a terapia estendida deve ser reservada para casos especificos de mastite
bovina.
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