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RESUMO

O presente estudo objetivou avaliar o perfil das Ig durante os diferentes tratamentos de vacas com mastite
clinica. Para isso, 30 vacas com mastite clinica em um quarto mamario foram utilizadas e divididas em
trés grupos. O primeiro grupo foi composto por 10 animais submetidos ao tratamento combinado com
infusdo intramamaria de 8,5mg de sulfato de cefquinoma ap6s cada ordenha, totalizando trés aplicacGes e
administracéo intramuscular de 2,5mg/kg de enrofloxacina por trés dias. O segundo grupo foi composto
por 10 animais submetidos ao tratamento intramamaério, com infusdo intramamaria de 8,5mg de sulfato de
cefquinoma, apds cada ordenha, totalizando trés aplica¢des. O terceiro grupo foi composto por 10 animais
submetidos ao tratamento sistémico, com 2,5mg/kg de enrofloxacina, durante trés dias. As amostras de
leite foram coletadas de todos os animais antes dos tratamentos (momento 0), no segundo (momento 1),
no quinto (momento 2) e no 12° dia (momento 3) apds o término dos tratamentos. Estas foram submetidas
a contagem de células somaticas, ao California Mastitis Test (CMT), ao exame bacterioldgico e a
quantificacdo das 19Gy, 19G,, IgA e IgM. O tratamento combinado foi mais eficaz e precoce na taxa de
cura clinica, na reducdo dos escores de CMT e da contagem de células sométicas. Além disso, 0s
resultados do presente estudo demonstraram que as concentragdes lacteas das diferentes classes de Ig,
apesar de sua importancia biol6gica, ndo estdo relacionadas ao prognostico da mastite clinica bovina, ou
seja, ndo podem ser consideradas marcadores robustos associados a cura clinica e/ou bacteriolégica da
infecgdo intramaméria.

Palavras-chave: terapia, infec¢do intramamaria, imunidade humoral, contagem de células somaticas, vaca
leiteira

ABSTRACT

The present study aimed to evaluate the profile of immunoglobins profile, clinical and bacteriological
cure after different treatment routes of clinical bovine mastitis. Here, 30 Holstein cows with clinical
mastitis in one quarter were uniformly divided into: 10 dairy cows that received 8.5mg of cefquinome
sulphate administrated intramammarily during three consecutive milkings and 2.5mg/kg of enrofloxacin
administrated parenterally during three consecutive days (Group 1); 10 dairy cows that received 8.5mg
of cefquinome sulphate administrated intramammarily during three consecutive milkings (Group 2); and
10 dairy cows that received 2.5mg/kg of enrofloxacin administrated parenterally during three consecutive
days (Group 3). Milk samples for somatic cell count, California Mastitis Test (CMT), bacteriological
culture and quantification of 19G,, 1gG,, IgM and IgA were collected before antimicrobial treatment, and
after two, five and 12 days after the antimicrobial treatment. The combined treatment was more effective
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in the clinical cure rate, reduction of somatic cell count and CMT scores. Furthermore, the results
demonstrated that milk concentration of different Igs classes were not related to prognosis of bovine
clinical mastitis, and then cannot be considered as robust markers associated with clinical and

bacteriological cures.

Keywords: therapy, intramammary infection, humoral immunity, somatic cell count, dairy cow

INTRODUCAO

A mastite é a enfermidade mais comum em vacas
leiteiras e a de maior impacto econdémico.
Compromete a producdo e a qualidade do leite,
sendo responsavel pela maior porcentagem do
uso de antimicrobianos em rebanhos leiteiros
(Stevens et al., 2016). As mastites podem ser
classificadas em mastite subclinica, quando nédo
hd alteracBes macroscopicas detectaveis na
glandula maméria, ou em mastite clinica, que
apresenta sinais clinicos evidentes, como
alteracdes no leite, Ubere ou animal (Sadek et al.,
2017).

Componentes da imunidade humoral, como as
imunoglobulinas  (lIg), desempenham papel
importante na defesa da glandula mamaria
bovina (Burton e Erskine, 2003; Boerhout et al.,
2016). A producdo de Ig em quantidade
suficiente no local da infec¢do é um importante
mecanismo do sistema imunolégico para
aumentar a fagocitose e, portanto, para a
eliminacdo de patogenos intramamarios (Leitner
et al., 2000). Durante o processo inflamatério,
além da produgdo de IgA e IgM na glandula
mamaria, as 1gG; e 1gG, migram da corrente
sanguinea para a glandula mamaria. As IgM e
IgG, funcionam como anticorpos opsonizantes
para os leucdcitos polimorfonucleares (PMN) de
bovinos, que auxiliam na prevencdo da
colonizacdo bacteriana (Paape et al., 2003),
enquanto a IgA neutraliza as toxinas bacterianas
(Kehrli e Harp, 2001). Assim, supde-se que,
durante o tratamento da mastite, é possivel
avaliar o perfil das Ig como possivel prognéstico
da doenca pela cura clinica e bacteriologica dos
guartos mamarios afetados.

Além disso, a motivacdo do presente estudo foi
encontrada diante do grande desafio que a
bovinocultura de leite enfrenta contra a mastite,
entre elas o fracasso nos tratamentos e a
diversidade dos protocolos terapéuticos. Nesse
cenario de avaliagdo da cura clinica, sem
percepcdo do progndstico antes do tratamento e
respectiva cura bacteriologica, os motivos de

insucesso ficam obscuros e devem ser analisados
precocemente. Portanto, a finalidade principal do
presente estudo ndo foi avaliar isoladamente a
resposta do tratamento propriamente dita, mas
identificar a resposta imune humoral adotada
pelo animal diante da doenca.

Alguns estudos realizados buscaram responder a
eficiéncia dos diferentes tratamentos na cura da
mastite clinica e bacteriolégica das infec¢des
intramamdrias (Sérieys et al., 2005; Pyorila,
2009). Outros buscaram avaliar o perfil das Ig
durante processos infecciosos causados por
agentes especificos (Leitner et al., 2000;
Boerhout et al., 2016). Até 0 momento, nenhum
estudo buscou avaliar o perfil das Ig diante de
diferentes tratamentos da mastite clinica bovina,
como foi realizado no presente estudo.

Portanto, o objetivo do presente estudo foi
avaliar o perfil das Ig diante de diferentes
tratamentos de mastite clinica bovina. Além
disso, investigou-se a cura clinica e
bacteriolégica ap6s o tratamento da mastite
clinica por via intramamaria, sistémica e
combinada.

MATERIAL E METODOS

Foram selecionadas 30 vacas da raca Holandesa,
criadas em sistema de producdo intensivo,
submetidas a duas ordenhas  diarias,
diagnosticadas com mastite clinica em um quarto
mamario pelo exame da caneca de fundo escuro
(FE). Esses animais foram  divididos
aleatoriamente, independentemente do agente
etiologico, em trés grupos experimentais, que
foram tratados conforme descrito a seguir: G1)
tratamento combinado — constituido por 10
animais, que foram tratados com infusdo
intramamaria de 8,5mg de sulfato de cefquinoma
(Cobactan® VL, MSD Satde Animal, Cruzeiro,
Brasil) apds cada ordenha, totalizando trés
aplicagbes, e administracdo intramuscular de
2,5mg/kg de enrofloxacina (Flotril 10%, MSD
Saude Animal, Cruzeiro, Brasil), por trés dias,
conforme preconizado por Shpigel et al. (1997);
G2) tratamento intramamario — constituido por
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10 animais, que foram tratados com infusdo
intramamaria de 8,5mg de sulfato de cefquinoma
(Cobactan® VL, MSD Satde Animal, Cruzeiro,
Brasil), ap6s cada ordenha, totalizando trés
aplica¢es, conforme recomendado por Swinkels
et al. (2013); G3) tratamento sistémico -
constituido por 10 animais, que foram tratados
com 2,5mg/kg de enrofloxacina (Flotril 10%,
MSD Salde Animal, Cruzeiro, Brasil), durante
trés dias, conforme descrito por Hoeben et al.
(2000).

Antes dos tratamentos, as amostras de leite foram
coletadas individualmente do quarto mamario
afetado para andlises laboratoriais (momento 0 —
MO0). As amostras de leite foram coletadas no
segundo (momento 1 — M1), no quinto (momento
2 — M2) e no 12° dia (momento 3 — M3) apés o
término dos tratamentos, conforme descrito por
Shpigel et al. (1997). Em todos os grupos e
momentos, foram realizados o exame do fundo
escuro do leite, o California Mastitis Test
(CMT), o exame bacteriolégico do leite, a
contagem automatica de células somaticas e a
quantificacdo de 1gG1, 19G2, IgA e IgM.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica de
Uso de Animais da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao
Paulo, sob o nimero de protocolo 2435/2011.

Para o exame bacteriol6gico, foi realizada a
antissepsia do orificio do teto com algodéo
embebido em alcool 70%, seguido do descarte
dos trés primeiros jatos de leite para posterior
coleta das amostras de leite dos quartos
mamarios diagnosticados com mastite clinica em
frascos estéreis (aproximadamente 3mL). As
amostras foram mantidas a 4°C até a chegada ao
laboratério e armazenadas a -20°C até a
realizacdo das andlises até o madximo 30 dias
apoés a coleta. No laboratério, 0,01lmL das
amostras de leite foi semeado em placas com 5%
de &gar sangue de carneiro desfibrinado e
MacConkey. As placas foram incubadas a 37°C,
por 24 a 72 horas. Em seguida, a morfologia das
coldnias foi observada e foram realizados a
coloracdo de Gram e o teste de catalase. Em
cocos Gram-positivos e catalase negativo, foi
realizado o teste de coagulase. Cocos Gram-
positivos e catalase negativo foram identificados
como Streptococcus spp. Cocos Gram-positivos
e catalase positivo foram identificados como
Staphylococcus spp. As coldnias Gram-positivos

e a catalase positivo e com formato de bastonete,
visiveis ap6s 48 horas de incubacdo, foram
classificadas como Corynebacterium spp.

As CCS do leite coletadas com bronopol (2-
bromo-2-nitropane-1,3-diol) foram realizadas
utilizando-se o contador automatico de células
somaticas Somacount 300 (Bentley Instruments,
Chaska, EUA). Para o teste do CMT, foi
utilizado detergente purpura de bromocresol
(2mL do reagente em 2mL de leite), observando-
se a intensidade da reacdo (aumento da
viscosidade da mistura leite e reagente) e
variacBes do pH. Os resultados do CMT foram
classificados em: 0) nenhum precipitado; 1)
precipitado distinto/formagdo de gel fraca; 2)
formacdo de gel distinta; ou 3) formacdo de gel
forte (Della Libera et al., 2011).

As amostras de leite também foram coletadas em
frascos conicos de 50mL e processadas de
acordo com as recomendagBes de Koess e
Hamann (2008) e o sobrenadante foi congelado a
-80°C para posterior quantificacdo de Ig. A
quantificacdo de Ig foi realizada por ensaio de
imunoabsorcdo enzimética (ELISA) utilizando-
se kits comerciais para quantificacdo de 1gG;
(Bovine 1gG; ELISA, Quantitation Set, Bethyl
Laboratories Inc., Montgomery, EUA), 1gG,
(Bovine 1gG, ELISA, Quantitation Set, Bethyl
Laboratories Inc., Montgomery, EUA), IgA
(Bovine IgA ELISA, Quantitation Set, Bethyl
Laboratories Inc., Montgomery, EUA) e IgM
(Bovine IgM ELISA, Quantitation Set, Bethyl
Laboratories Inc., Montgomery, EUA), de
acordo com as recomendagfes do fabricante. As
diluicBes das amostras de leite foram: 1gG; -
1:50.000, 1gG, - 1:300.000, IgA - 1:500 e
1:4.000 e IgM - 1:1.000, conforme descrito por
Wilson et al. (2007) e Ploegart et al. (2011).

Foi considerada cura clinica quando o quarto
mamario afetado com mastite clinica nao
apresentou sinais clinicos evidentes na glandula
mamaria nem alteragBes das caracteristicas do
leite detectados no FE nos momentos citados
acima (até 12° dia apds término do tratamento),
considerando-se que qualquer episédio com até
14 dias apds a deteccdo da mastite clinica é
classificado como o mesmo caso de mastite
clinica (Barkema et al., 1998). Foi considerada
cura bacteriolégica quando o agente etioldgico
(género bacteriano) da mastite clinica isolado das
amostras de leite coletadas do quarto mamario
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anterior ao tratamento ndo foi isolado e
identificado nas amostras de leite coletadas do
mesmo quarto mamario 12 dias ap6s o término
do tratamento.

Inicialmente, as distribuicbes de todas as
variaveis foram examinadas utilizando-se
graficos de probabilidade normal obtidos pelos
testes de Shapiro e Wilk. Os dados de FE e
exame bacterioldgico foram classificados em
escore zero (negativo) e um (positivo). Os dados
foram inicialmente analisados por andlise de
variancia multivariada. Os dados de CCS foram
transformados em Log;, e analisados pela
ANOVA, seguido pelo teste de Duncan. Para o0s
demais dados, utilizou-se o teste de Kruskal-
Wallis. As andlises estatisticas foram realizadas
mediante 0 uso do software estatistico STATA,
versdo 12 (Stata Corp., College Station, Texas,

EUA). Os resultados estdo demonstrados como
média +_erro-padrdo. Para todos os resultados,
foram consideradas significativas as analises que
apresentaram P<0,05.

RESULTADOS

Os resultados do FE, do CMT, da celularidade e
do isolamento bacteriano estdo descritos nas Tab.
1, 2 e 3. Os dados do FE, do CMT e do exame
bacteriolégico foram classificados em escores.
Houve cura clinica em 100%, 90% e 90% nos
G1l, G2 e G3, respectivamente, ndo sendo
observada diferenga estatistica entre 0s
tratamentos (Tab. 1). Observou-se cura
bacterioldgica em 87,5%, 66,67% e 75,0% nos
G1, G2 e G3, respectivamente.

Tabela 1. Média e erro-padrdo da média da CCS e dos escores dos exames do fundo escuro e CMT

Grupos

Gl G2 G3
Momento 0 1,00 ( 0,00)"* 1,00 (+ 0,00)"* 1,00 (+ 0,00)"
FE Momento 1 0,00 (+ 0,00)% 0,40 (+ 0,52)% 0,20 (+ 0,42)%
Momento 2 0,00 ( 0,00)5 0,00 ( 0,00)5 0,10 (+ 0,32)%?
Momento 3 0,00 (+ 0,00)% 0,10 (£ 0,32)" 0,10 (£ 0,32)®
Momento 0 3,20 (£ 0,42)" 3,50 (+ 0,53)" 3,20 (+ 0,42)"
oMt Momento 1 1,60 (+0,97)%° 2,70 (+0,48)" 1,60 (+1,07)®°
Momento 2 1,10 (£ 1,20)% 1,50 (+ 0,97)%2 1,40 (£ 0,84)%
Momento 3 0,40 (+ 0,52)° 0,80 (+ 0,92)B%® 1,70 (+0,82)%2
Momento 0 6,60 (+ 0,19)* 6,82 (+0,19)* 6,53 (+ 0,19)"
Loglo CCS Momento 1 5,98 (+ 0,19)5 6,56 (+ 0,19)"B2 6,51 (+ 0,19)"
Momento 2 5,42 (+ 0,19)5 6,02 (+ 0,19)% 6,48 (+ 0,19)"
Momento 3 5,22 (£ 0,19)% 5,60 (+0,19)% 5,74 (+ 0,19)"

Letras minusculas diferentes indicam diferencas entre colunas (P<0,05).

Letras maiUsculas diferentes indicam diferencas entre linhas (P<0,05).

Log,o CCS: analisados utilizando-se ANOVA, seguido pelo teste de Duncan.

FE e CMT: teste de Kruskal-Wallis.

G1: tratamento combinado intramamario e sistémico (sulfato de cefquinoma + enrofloxacina); G2: tratamento
intramamario (sulfato de cefquinoma); G3: tratamento sistémico (enrofloxacina); MO: anterior ao tratamento; M1:
segundo dia apds o final do tratamento; M2: quinto dia apds o final do tratamento; M3: 12° dia ap6s o final do
tratamento; FE: fundo escuro; CMT: California Mastitis Test; CCS: contagem de células somaticas.
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Tabela 2. Média e erro-padrdo da média do escore do exame bacteriolégico

Perfil de imunoglobulinas

Grupos
Gl G2 G3
MO 0,80 (£0,42)" 0,30 (+0,48)" 0,40 (£0,52)"
M1 0,10 (+0,32)®* 0,00 (+0,00)" 0,50 (+0,53)"
M2 0,20 (+0,42)B® 0,10 (+0,32)"" 0,70 (+0,48)"
M3 0,20 (+0,42)B 0,30 (+0,48)" 0,70 (£0,48)"

Letras minusculas diferentes indicam diferencas entre colunas (P<0,05).
Letras maiUsculas diferentes indicam diferencas entre linhas (P<0,05).

Exame bacteriol6gico: teste de Kruskal-Wallis.

G1: tratamento combinado intramamario e sistémico (sulfato de cefquinoma + enrofloxacina); G2: tratamento
intramamario (sulfato de cefquinoma); G3: tratamento sistémico (enrofloxacina); MO: anterior ao tratamento; M1:
segundo dia ap6s o final do tratamento; M2: quinto dia apds o final do tratamento; M3: 12° dia ap6s o final do

tratamento.

Tabela 3. Porcentagem de isolamento bacteriano nas amostras de leite nos diferentes momentos: anterior

e apds o tratamento

Grupos

Gl

G2 G3

2 (20%) Negativas
MO 7 (70%) Streptococcus spp.
1 (10%) Staphylococcus spp.

9 (90%) Negativas

M1 1 (10%) Streptococcus spp.
M2 8 (80%) Negativas
2 (20%) Streptococcus spp.
8 (80%) Negativas
M3 1 (10%) Streptococcus spp.

7 (70%) Negativas
3 (30%) Streptococcus spp.

10 (10%) Negativas

9 (90%) Negativas
1 (10%) Streptococcus spp.

7 (70%) Negativas
2 (20%) Streptococcus spp.

6 (60%) Negativas
4 (40%) Streptococcus spp.

5 (50%) Negativas
5 (50%) Streptococcus spp.

3 (30%) Negativas
6 (60%) Streptococcus spp.
1 (10%) Corynebacterium spp.

3 (30%) Negativas
6 (60%) Streptococcus spp.

1 (10%) Staphylococcus spp. 1 (10%) Corynebacterium spp. 1 (10%) Corynebacterium spp.

G1: tratamento combinado intramamario e sistémico (sulfato de cefquinoma + enrofloxacina); G2: tratamento
intramamario (sulfato de cefquinoma); G3: tratamento sistémico (enrofloxacina); MO: anterior ao tratamento; M1:
segundo dia ap6s o final do tratamento; M2: quinto dia apds o final do tratamento; M3: 12° dia ap6s o final do

tratamento.

O escore do CMT no M1 foi menor nos quartos
mamarios dos animais submetidos ao tratamento
combinado e ao tratamento sistémico do que
naqueles que receberam tratamento
antimicrobiano por via intramamaria (Tab. 1).
Dessa forma, o escore do CMT dos quartos
mamarios das vacas que receberam tratamento
antimicrobiano combinado e por via sistémica ja
diminuiu significantemente em M1, enquanto o
escore do CMT nos quartos mamarios que
receberam tratamento antimicrobiano reduziu
significantemente apenas em M2. Os animais

submetidos ao tratamento combinado no M3
apresentaram menor escore do CMT do
gue o0s animais que receberam tratamento
antimicrobiano por via sistémica (Tab. 1).

A CCS nos animais que receberam o tratamento
antimicrobiano combinado foi menor no M2 do
que o0s grupos dos animais tratados com
medicamento  intramamario  ou  sistémico
isoladamente (Tab. 1). No grupo submetido ao
tratamento combinado, observou-se maior
celularidade no MO do que nos M1, M2 e M3, e
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0 M1 apresentou maior celularidade do que 0 M3
(Tab. 1). A celularidade dos quartos mamarios
que receberam tratamento antimicrobiano por via
intramamaria foi menor em M2 e M3 que em MO
(Tab. 1). N&o foram observadas diferencgas entre
0S momentos no grupo de animais submetidos ao
tratamento sistémico (Tab. 1).

As quantificacbes de IgM, IgA, 1gG; e de IgG,
estdo demonstradas na Tab. 4. Os animais que
foram tratados pela via sistémica apresentaram
no M3 maior concentracdo lactea de IgM do que

0s animais do grupo tratado por via
intramamaria. Os animais do grupo combinado
apresentaram menor concentracéo lactea de IgM
no M3 do que nos MO, M1 e M2. Os animais
submetidos a0  tratamento  intramamario
apresentaram maior concentragdo lactea de IgM
nos MO e M1 do que no M3, e maior
concentracdo de IgM no M1 do que no M2. Néo
foram observadas diferencas no grupo submetido
ao tratamento sistémico. As concentracdes
lacteas de IgA, 1gG; e 1gG, ndo diferiram entre
0S momentos nos trés grupos experimentais.

Tabela 4. Média e erro-padrdo da média das concentragdes lacteas de IgM, IgA, 19G; e IgG,

Grupos
G1 G2 G3
IgM (mg/dL) Momento 0 17,72 (+8,11)" 14,82 (+10,40)"® 13,67 (+6,46)"
Momento 1 78,02 (+195,09)" 19,03 (+10,60)" 11,88 (+3,28)"
Momento 2 11,36 (+2,67)" 11,07 (+6,04)%¢ 11,16 (+5,18)"
Momento 3 9,82 (+5,94)%® 8,03 (¢8,21)" 13,80 (¢8,74)™
IgA (mg/dL) Momento 0 46,75 (+63,98)" 16,90 (+24,19)"° 59,91 (+46,66)"
Momento 1 63,86 (+82,62)"* 23,23 (+22,68)*" 60,12 (+63,31)"
Momento 2 20,17 (+16,62)"* 17,99 (+23, 82)"" 54,60 (+64,37)"
Momento 3 25,16 (+20,78)" 49,78 (+68,96)" 52,32 (£42,44)"
IgG1(mg/dL) Momento 0 122,97 (+84,94)" 152,07 (¢82,77)™ 130,67(+96,64)"
Momento 1 105,00 (+143,75)" 158,94 (+84,88)" 85,41 (+50,74)"
Momento 2 124,43 (+ 164,89)* 106,55 (+ 36,63)" 89,69 (+ 52,29)*
Momento 3 207,74 (+ 285,01)* 92,29 (+ 55,41)* 105,88 (+ 53,35)"
1gG, (mg/dL) Momento 0 100,89 (+176,14)" 9,93 (+ 25,37)"" 13,29 (+ 13,52)"®
Momento 1 11,01 (+ 12,08)" 1,39 (+ 0,62)"" 9,03 (+ 7,31)"
Momento 2 11,81 (+ 13,54)" 1,18 (+ 0,65)"" 10,77 (+ 8,83)™
Momento 3 21,87 (+ 37,89)™ 1,18 (+ 0,69)*" 11,64 (£ 9,47)™

Letras minusculas diferentes indicam diferencas entre colunas (P<0,05).

Letras maiUsculas diferentes indicam diferencas entre linhas (P<0,05).

Igs: teste de Kruskal-Wallis.

G1: tratamento combinado intramamario e sistémico (sulfato de cefquinoma + enrofloxacina); G2: tratamento
intramamario (sulfato de cefquinoma); G3: tratamento sistémico (enrofloxacina); IgM: imunoglobulina M; IgA:
imunoglobulina A; IgG;: imunoglobulina G;; 1gG,: imunoglobulina G,; MQ: anterior ao tratamento; M1: segundo dia
apos o final do tratamento; M2: quinto dia apds o final do tratamento; M3: 12° dia ap6s o final do tratamento.
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Além disso, a concentracdo lactea de IgA, IgM e
IgG, em MO e M1 nos quartos mamarios que
apresentaram cura clinica (n= 24) em M1 néo foi
estatisticamente diferente (dados nédo
demonstrados) quando comparada com a dos
quartos mamarios que ndo apresentaram cura
clinica (n=6; M1). No entanto, constatou-se uma

500 1
400 9
300 7

200 7

lgG1 (mg/dL)

100 ] ®

tendéncia a maior concentracdo lactea de 1gG;
(P=0,08) no M1 nos quartos mamarios que nao
obtiveram a cura clinica (172,3+106,0mg/dL)
nesse mesmo momento (Fig. 1) quando
comparados com 0s quartos mamarios que ndo
apresentaram cura clinica no M1 (102,5+98,6).

Figura 1. Concentracfes de imunoglobulina G; lactea nos quartos mamarios que apresentaram ou nao
cura clinica, independentemente do tratamento, dois dias apds o término do tratamento (M1).

DISCUSSAO

O tratamento combinado foi mais eficaz e
precoce na reducdo da CCS e do escore do CMT.
Isso provavelmente se deve ao fato que o uso de
tratamentos combinados pode resultar em maior
concentragdo dos antimicrobianos no leite e nos
tecidos mamarios. Por outro lado, a concentracdo
de antimicrobianos administrados por via
intramamaria pode ndo proporcionar a adequada
concentragdo  dos  principios  ativos  no
paréngquima mamario mais profundo por periodo
de tempo suficiente para eliminar a infeccéo.
Dessa forma, acredita-se que a infusdo
intramamaria  proporciona 0 contato do
antimicrobiano com a bactéria em crescimento
nas cisternas da glandula e dos grandes ductos, €
que a administracdo sistémica poderia funcionar
de forma sinérgica devido ao contato com
tecidos mais profundos (Owens e Nickerson,
1989). Entretanto, o wuso de tratamentos
combinados pode resultar em dosagens dos
principios ativos mais altas do que as
recomendadas, o que pode levar a residuos de
antimicrobianos no leite superiores ao periodo
esperado (Barkema et al., 2006), além de elevar

0s custos com o tratamento. Ademais, apesar de
ndo ter sido observada diferenga estatistica entre
o0s tratamentos na cura clinica, 10% dos animais
dos grupos tratados por via intramaméria ou
sistémica apresentaram mastite clinica no 12° dia
ap6s o fim do tratamento, enquanto nenhum
animal manifestou mastite clinica no grupo que
recebeu tratamento combinado pelas vias
intramamaria e sistémica.

No presente estudo, os resultados obtidos nédo
corroboraram a hipdtese de que as concentragdes
lacteas das distintas classes de Ig estariam
relacionadas com o prognostico da mastite
clinica bovina. Em bovinos, assim como em
murinos e humanos, a produgdo de interferon-y
esta relacionada a resposta imune celular (Thl)
que favorece a producdo de IgG, (Burton e
Erskine, 2003). Por outro lado, na resposta imune
Th2, ha predominio de interleucina (IL)-4 e IL-
10 e producéo de IgM e 19G,, bem como menor

recrutamento de PMN para a glandula mamaria
(Burton e Erskine, 2003). Nesse contexto,
observou-se tendéncia a maior concentragdo de
1gG, que esté relacionada a resposta Th2, apesar
de ndo ter apresentado diferenca significativa
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entre 0s grupos, dos quartos mamarios que nao
apresentaram cura clinica — independentemente
do grupo experimental — quando comparados
com 0s quartos mamarios que apresentaram cura
clinica dois dias ap6s o0 tratamento
antimicrobiano (Fig. 1). Sob outro aspecto, a
IgG, esta relacionada a resposta celular Thl e,
apesar de ndo ter sido observada diferenca
estatistica, o que foi provavelmente associado a
alta dispersdo dos dados, foi numericamente
maior nos quartos mamarios com cura clinica em
M1 (49,39+120,0mg/dL) quando comparados
com 0s quartos mamarios que ndo apresentaram
cura clinica em M1 (9,28+12,76mg/dL). Tais
resultados indicam a importancia da resposta
imune celular (Thl) na defesa da glandula
mamaéria, com a resolucdo do processo
inflamatorio agudo local. Isso denota a
relevancia da polarizagdo da resposta imune para
a resposta imune celular Thl diante de um
processo inflamatoério na glandula mamaria para
a resolucdo desse processo (Burton e Erskine,
2003).

No leite, a principal lIg opsonizadora para 0s
PMN de bovinos é a 1gG, (Burton e Erskine,
2003; Paape et al., 2003). Por exemplo, ao
contrario da IgM e da 1gGy, as Ig da subclasse
1gG; nédo precisam da fixacdo de complemento
para desenvolverem atividades de opsoninas
(Rainard et al.,, 1988). Desse modo, o
sincronismo de 1gG2 e o influxo de neutréfilos
sdo fundamentais para que os neutréfilos recém-
infiltrados na glandula mamaria infectada atuem
de forma efetiva pela fagocitose das bactérias
invasoras previamente opsonizadas. Nesse
interim, sabe-se que o pico de 1gG, no leite
ocorre quatro horas ap6s o inicio do processo
infeccioso, ou seja, seis a 12 horas anteriormente
ao pico de infiltracdo de neutréfilos do sangue
para a glandula maméria (Burton e Erskine,
2003). Portanto, ndo é por acaso que animais que
eliminam novas infeccbes  intramamarias
apresentam altas concentracbes de 1gG2
especificas e um rapido e massivo recrutamento
de neutrofilos para o sitio inflamatdrio (Burton e
Erskine, 2003).

Além disso, no presente estudo,
independentemente do tratamento, observou-se

maior concentragdo de 1gG, no momento que
antecede os tratamentos (41,37+19,76mg/dL em
MO0), a qual, logo ap6s, decai significantemente
(11,57+427mg/dL  em  M3;  P=0,008),
diferentemente da 19G; (135,2+15,73mg/dL em
MO e 135,3mg/dL+31,51 em M3; P=0,23). Isso
corrobora estudos que demonstraram que as
concentragdes de 1gG, no leite sem mastite sdo
extremamente baixas e, por conseguinte, a
atividade de opsonizacdo em leite de glandulas
saudaveis é igualmente muito baixa (Burton e
Erskine, 2003). Assim, diante do processo
infeccioso, a 1gG, auxilia a fagocitose de
neutréfilos presentes no leite de glandulas
mamarias infectadas (Leitner et al., 2000; Paape
et al., 2003) e os neutrofilos no leite expressam
receptores Fc para 1gG, (Paape et al., 2003). Em
contraste, 0s neutrofilos no leite ndo expressam
receptores Fc para anticorpos 1gG; e IgA (Paape
et al., 2003). Ademais, durante 0 processo
migratdrio de leucécitos para a glandula
mamaria, principalmente de neutréfilos, ocorre a
inducdo da expressdo de receptores quimiotaticos
para as Ig G, e M e o CR1 — receptor do sistema
complemento (Paape et al., 2003).

CONCLUSOES

O tratamento combinado foi mais eficaz e
precoce na taxa de cura clinica, na reducdo da
CCS e no escore de CMT. Além disso, 0s
resultados do presente estudo demonstraram que
as concentracdes lacteas das diferentes classes de
Ig, apesar de sua importancia bioldgica, nao
estdo relacionadas ao prognostico da mastite
clinica bovina, ou seja, ndo podem ser
consideradas marcadores robustos associados a
cura clinica e/ou bacteriolégica da infecgdo
intramamaria.
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