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RESUMO

A mastite bovina ainda é considerada uma das doencas das exploracdes mais prevalentes e tem um forte
impacto na economia da producao de leite, com perdas diretas e indiretas de até uma média de 240 €
por vaca e por ano. A busca de um método de diagndstico ideal e de um tratamento adequado significa
gue muitos métodos estdo em desenvolvimento ou ainda estdo a ser testados. Além disso, com o
aumento da antibioresisténcia, a utilizagdao de antibidticos, até agora utilizados para tratamento, mas
também como medida preventiva, esta a tornar-se cada vez mais controlada e sujeita a prova de uma
necessidade real. Neste estudo, métodos de diagndstico e tratamento foram estudados, como novas
abordagens, incluindo o mastatest®, uma ferramenta diagndstica inovadora para a detegao de mastite
clinica em bovinos. O objetivo deste estudo foi compreender o funcionamento do mastatest®, compara-
lo com métodos usuais de detecao de mastite e explorar suas limitagdes e perspetivas como ferramenta
inovadora. Paraisso, trés artigos foram estudados para avaliar a capacidade do mastatest na detegdo de
agentes patogénicos, para determinar a sensibilidade e especificidade dele e também para avaliar a sua
eficacia quando se trata de mastite subclinica. Como este método é recente, poucos artigos foram
encontrados nas bases de dados bibliograficas. Estes estudos e suas andlises estatisticas ndo revelam
evidéncias de inferioridade do mastatest® em termos de sensibilidade ou especificidade em relagdo as
técnicas convencionais, os valores encontrados tém uma sensibilidade de 94,6 % e uma especificidade de
72,1 %. No entanto, esta ferramenta tem limitagdes que foram identificadas como ser pouco fidvel na
detecdo de amostras contaminadas e de coliformes. Ele também tem a incapacidade de detetar
microrganismos nao bacterianos e tem restricdes no uso com leite de pequenos ruminantes. Apesar
dessas limitacGes, o mastatest representa uma ferramenta valiosa para o diagndstico e tratamento
preciso da mastite clinica em bovinos, sua acessibilidade e facilidade de uso o tornam uma opgao pratica

para os produtores de leite e os veterinarios.

Palavras-chave: Diagndstico, mastatest’, mastite, resisténcia aos antibidticos, sensibilidade
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ABSTRACT

Bovine mastitis is still considered one of the most prevalent farm diseases and has a strong impact on the
economics of milk production, with direct and indirect losses of up to an average of 240 € per cow per
year. The search for an optimal diagnostic method and appropriate treatment means that many methods
are emerging or are still being tested. In addition, with the increase in antibiotic resistance, the use of
antibiotics, used for treatment but also as a preventive measure, is becoming increasingly controlled and
subject to proof of a real need. In this study, diagnostic and treatment methods were studied, as well as
new approaches, including mastatest®, an innovative diagnostic tool for the detection of clinical mastitis
in cattle. The aim of this study was to understand the functioning of the mastatest®, to compare it with
usual methods of mastitis detection, and to explore its limitations and perspectives as an innovative tool.
To this end, three articles were studied to evaluate the ability of the mastatest® to detect pathogens, to
determine its sensitivity and specificity, and also to evaluate its efficacy when it comes to subclinical
mastitis. As this method is recent, few articles were found in the bibliographic databases. These studies
and their statistical analyses do not reveal evidence of inferiority of the mastatest® in terms of sensitivity
or specificity in relation to conventional techniques, the values found were a sensitivity of 94.6% and a
specificity of 72.1%. However, this tool has limitations that have been identified as being unreliable in
detecting contaminated samples and coliforms. It also has the inability to detect non-bacterial
microorganisms and has restrictions on use with milk from small ruminants. Despite these limitations,
the mastatest® represents a valuable tool for the accurate diagnosis and treatment of clinical mastitis in

cattle, its affordability and ease of use make it a practical option for dairy farmers and veterinarians.

Key words: Diagnosis, mastatest’, mastitis, antibiotic resistance, sensitivity
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1 INTRODUCAO

A mastite bovina é uma das doencas com alta incidéncia nas exploracdes leiteiras, resultando em
perdas econdmicas significativas (Heikkild, 2012, Morales-Ubaldo, 2023, Rollin, 2015). Estima-se que o
custo da mastite é em média de 240 euros por vaca e por ano na Holanda, mas este custo varia
dependendo do pais (Morales-Ubaldo, 2023). Essa perda econdmica direta é dividida entre custos
de diagndsticos, veterindrios e de tratamento, entre perdas de leite e leite descartado e entre
trabalho suplementar associado a gestdo da doenca (Heikkild, 2012, Morales-Ubaldo, 2023). Além
disso, ha perdas econdmicas indiretas que representam 71 % das perdas, tais como
comprometimento da performance de produgao futura de leite, reprodutiva e também abate precoce

da vaca (Heikkild, 2012 e Rollin, 2015).
Estima-se que nas duas primeiras semanas de lacta¢do, quando uma vaca apresenta mastite, as perdas

seriam de 1 até 2,5 kg de leite por dia (Kour, 2023). O desafio para os criadores €, portanto, reduzir
os custos gerados pela doenga. Para isso, muitos cuidados sdo colocados em pratica como
higienizacdo do ambiente e Ubere (Cheng, W, 2020), controle de vacas de reposicdo, mas acima de
tudo boa detecdo de agentes patogénicos e o tratamento a ser implementado a fim de otimizar a
recuperagao. Além disso, com o aumento da resisténcia aos antibidticos, muitas estratégias foram
postas em pratica, o que ja levou a uma reducdo de 37% em cincos anos na utilizagcdo de antibidticos
na pecudria (DGAV, 2017). Embora uma grande parte dos antibidticos utilizados sejam para a glandula
mamdria, o Regulamento (UE) 2019/6 do Parlamento Europeu e do Conselho, de 11 de dezembro de
2018, relativo aos medicamentos veterindrios, refere que os antibidticos ndo devem ser utilizados para
fins profilaticos e que sé devem ser prescritos apds a realizacdo de um teste de suscetibilidade aos
antibidticos (Regulamento UE2019/6). Foi para abordar essas questdes que o mastatest’ foi

desenvolvido.

O objetivo deste estudo é compreender como funciona o mastatest’, compara-lo com os métodos

usuais de dete¢do de mastite e compreender as limita¢des e perspetivas desta ferramenta inovadora.
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2  MASTITES BOVINAS

2.1  DEFINICAO E PATOGENESE

A mastite bovina é uma inflamacdo do tecido da glandula mamadria que pode ser causada por trauma
fisico ou por microrganismos (Cheng, 2020). A fim de evitar esta contaminagdo por
microrganismos, a glandula mamaria tem meios mecanicos de prote¢do, como o epitélio escamoso,
gueratina, tecido conjuntivo elastico do esfincter, mas também meios quimicos com lactoferrina,
lactoperoxidase e acidos gordos livres que tém propriedades bacteriostaticas e antimicrobianas
(Boutet, 2006). Para além destas defesas inespecificas, existem defesas especificas como a
imunidade humoral, IgG, IgA e IgM, bem como imunidade celular, com macréfagos, linfocitos e
neutrofilos (Boutet, 2006). No caso de uma infecdo, as bactérias entram através do teto, viajam até a
cisterna e difundem- se nas células. Apds algumas horas, penetram no epitélio e dispersam por via
sanguinea. Ao ativar o sistema imunolégico do hospedeiro, os leucdcitos iniciam a resposta
inflamatdria e destroem os patdgenos. Se a destruicdo ocorre rapidamente, o hospedeiro ndo
apresenta o estado clinico da doenca. A resposta inflamatdria leva a liberagdo de substancias
quimiotaticas que permitirdo o recrutamento de neutrdfilos e outros leucécitos (Boutet, 2006).
Isto é seguido pela eliminagdo do patdgeno e a regeneragdao dos tecidos. No entanto, se os

leucdcitos ndo forem suficientes para controlar a proliferacdo de patégenos, isso leva a liberacdo

de fatores soluveis que gerardo inflamagao da glandula mamaria e da condicdo clinica do hospedeiro.
Em seguida, a imunidade celular e humoral permitird a opsonizacao, fagocitose e eliminagdo de
patdgenos. Se esses processos ndo ocorrerem normalmente, o hospedeiro desenvolve sinais clinicos

graves, patdgenos colonizam outras areas e podem levar a morte (Boutet, 2006).

No leite, as altera¢des observadas sdo o aumento das células somaticas, teor de proteinas, sddio, cloro.

Por outro lado, o teor butirico, lactose e caseina, diminuem, tornando o leite inutilizavel (Waes, 2020).
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2.2 TIPOS DE MASTITES

Existem fatores ambientais e de gestdo que se aplicam, como o clima, a alimentacdo, a densidade
animal, o tipo de cama e as condicdes de higiene. A ordenha também é uma fonte de contaminacao,
com as maos dos ordenhadores e os equipamentos de ordenha atuando como um reservatério de
bactérias (Cheng, 2020, Descéteaux, 2004, e Kour, 2023). Moscas e doencgas periparto também
desempenham um papel na incidéncia da doenca, assim como as caracteristicas da vaca, incluindo a
conformagdo do Ubere e ligamento, bem como a fase da produ¢do e nimero de lactagdo da vaca
(Cheng, 2020 e Kour, 2023). Por exemplo, animais primiparos apresentam maiores perdas com
infecdes por S. aureus, Klebsiella spp. e E.coli , enquanto que vacas multiparas com maiores perdas
associadas a Streptococcus spp., S. aureus, Klebsiella spp., T. pyogenes e E. coli (Kour, 2023).
Epidemiologicamente, a prevaléncia de mastite de rebanho é de 74,7 % em compara¢do com uma
prevaléncia de 62,6 % ao nivel individual e a mastite subclinica tem uma prevaléncia maior (59,2 %)

em comparag¢do com a mastite clinica (3,4 %) (Kour, 2023).

A maioria dos casos de mastite a nivel mundial sdo de origem bacteriana, sendo S. aureus,
S.agalactiae, E. coli os mais identificados, mas algumas leveduras e fungos filamentosos e algas
oportunistas como a Prototheca spp, também podem ser agentes etioldgicos (Cheng, 2020,

Descoteaux, 2004 e Kour, 2023).

Se a mastite for classificada de acordo com o agente, é feita uma distincdo entre mastite contagiosa e
mastite ambiental (Tabela 1). Entre os agentes ambientais, encontramos principalmente a familia de
Enterobacteriaceae, em particular E. coli, enquanto que os agentes contagiosos sdo representados em
grande parte por S. aureus e S. agalactiae. As infe¢Ges por Mycoplasma e Corynebacterium sao menos
frequentemente diagnosticadas (Cheng, 2020, Descéteaux, 2004, Kour, 2023 e Morales-Ubaldo,
2023). Para mastites subclinicas, S. aureus, outras bactérias do género Staphylococcus, e
Streptococcus spp. sdo os patégenos mais implicados. No entanto, um estudo da Nova Zelandia
descobriu que Corynebacterium spp (40 %) e S. aureus (32 %) foram as bactérias mais comuns para
mastites subclinicas (Kour, S. et al., 2023). A prevaléncia de agentes patogénicos varia de acordo com
a posicdo geografica, pelo que é um fator a ter em conta na interpretacdo de um diagndstico

(Kour, 2023).

Modelo 62/P02/R0-23

Sistema Interno de Garantia da Qualidade



euvg

Tabela 1: Classificagdo das mastites de acordo com o agente etioldgico (Cheng,
2020, Descoteaux, 2004, e Kour, 2023)

CLASSIFICACAO
GRAM

CONTAGIOSA /
AMBIENTAL

AGENTE
PATOGENICO

DESCRICAO

SUBCLINICA /
CLINICA

Gram positivo

Contagiosa

Staphylococcus
aureus

Fonte: glandula mamaria

Transmissdo: na ordenha, nas méos,
toalhas

Efeitos: Danifica o sistema de ductos e
faz micro-abcessos na glandula
infetada, produtores de biofilmes

Taxa de cura: 40 % em lactagdo e 50-70
% na seca

—>Resisténcia na penicilina

Subclinica e
clinica

Streptococcus
agalactiae

Fonte: glandula mamaria
Transmissdo: na ordenha, nas maos,
toalhas

Efeitos: Destruigdo e fibrose do tecido
glandular, diminuigdo da produgédo e
agalaxia nas seguintes lactagdes

Taxa de cura: 80 % a 100 % em
lactagdo e na seca

->Sensivel aos antibidticos

Subclinica

Corynebacterium

Fonte: pele da glandula mamaria
Transmissdo: na ordenha, nas maos,
toalhas

Efeito: coloniza o canal do teto,
diminuigdo da produgdo

Subclinica e
clinica

Ambiental

Streptococcus
uberis e
Streptococcus
dysgalactiae

Fonte: fezes, camas, chdo e agua
contaminadas, palha

Transmissdo: no contato com o
ambiente contaminado entre ordenha,
periodos de risco elevado sdo 2-3
semanas antes da seca e peri-parto
Efeitos: manifestagdes locais na
glandula

Taxa de cura: 50-85 % em lactagdo e
70-100 % na seca

—>Fraca resposta aos antibidticos

Clinica

Staphylococcus
ndo aureus

Fonte: pele da glandula mamaria e no
ambiente

Transmissdo: no contato com o
ambiente contaminado entre ordenha,
ou durante a ordenha, periodo de risco
na primeira lactagdo e pés-parto

Subclinica e
clinica

Gram negativo

Ambiental

Escherichia coli e
Klebsiella spp.

Fonte: fezes, camas, chdo e dgua
contaminadas

Transmissdo: no contato com o
ambiente contaminado entre ordenha,
periodos de risco elevado sdo 2-3
semanas antes da seca e peri-parto
Efeitos: manifestagdes locais na
glandula

Taxa de cura: frequente cura
espontdnea, exceto se mastite severa
neste caso a probabilidade de regresso
a produgdo é < 50%

- Sensivel aos antibiéticos

Clinica

Contagiosa e
Ambiental

Mycoplasma bovis

Fonte: mucosa respiratoria e
urogenital, mas também nas camas,
agua contaminada.

Transmissdo: aparecimento depois de
episodios de estresse

Também transmissdo com leite
contaminado, vacas podem ser
portadores assintomaticos

Efeitos: abcesso com parede fibrosa e
fibrose da glandula, edema e dureza
do Ubere

->Resisténcia aos antibiéticos

Clinica
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2.3 SINAIS CLINICOS

Dependendo do grau de gravidade, diferentes quadrantes clinicos podem ser observados no
hospedeiro (Tabela 2). No grau zero, o animal estd saudavel, sem sinais clinicos e com leite sem
qualquer alteracdo. No grau seguinte, surge a mastite clinica benigna, que caracteriza-se por leite com
anomalias (p.ex: codgulos, descoloracdo e viscosidade), embora a vaca ndo apresente qualquer
comprometimento do seu estado geral ou mesmo qualquer alteragdo fisica no Ubere (Kour, 2023).
No caso de mastite clinica moderada, o leite estd alterado, o Ubere é afetado e apresenta sinais de
inflamagdo como calor, aumento de tamanho, dor ao toque, cor anormal. No entanto, a condicao
geral permanece inalterada (Salat, 2023). Por fim, na mastite clinica grave, o leite estd alterado, o
Ubere esta fisicamente também alterado e o estado geral é afetado. A vaca apresenta pirexia
(>39,5 °C), anorexia, desidratacao, podem ir até danos ao sistema

apatia, que

musculoesquelético e morte (Descéteaux, 2004, Kour, 2023 e Salat, 2023).

Tabela 2: Sinais clinicos observados em fung¢do do grau de mastite (Cheng, 2020, Descéteaux, 2004,

Kour, 2023 e Salat, 2023)

aumentado, cor

anormal)

aumentado, cor anormal)

MASTITE CLINICA MASTITE CLINICA )
MASTITE CLINICA SEVERA MASTITE SUBCLINICA
BENIGNA MODERADA
Pirexia, anorexia, apatia,
desidratagdo, danos do
ESTADO GERAL Sem sinais Sem sinais sistema Sem sinais
musculoesqueléticoe a
morte
Sinais de inflamagdo
Sinais de inflamagdo
(calor, dor, tamanho
UBERE Sem alteragdes (calor, dor, tamanho Sem alteragdes

MODIFICACOES DO
LEITE

Coagulos,
descoloragdo,
mudanga da
viscosidade, e

aumento das células

Coagulos,
descoloragdo,
mudanga da
viscosidade, e

aumento das células

Coagulos, descoloragdo,
mudanca da viscosidade, e
aumento das células

somaticas

Macroscopicamente
normal
Microscopicamente
alterado
(mudanga da composicdo

e aumento das células

somaticas somaticas
somaticas)
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Outro tipo de mastite, conhecida como subclinica, também é encontrada nas explorages. Apenas um
exame laboratorial do leite pode detetar este tipo, uma vez que a vaca ndo apresenta quaisquer

sinais visiveis. O leite é macroscopicamente normal, mas pode-se observar uma mudanca na

composicao (Descéteaux, 2004).

2.4 DIAGNOSTICO

O diagndstico da doenga, da sua severidade e do patdégeno em questdo deve ser precoce, instantaneo
e rapido. Isso é essencial para a implementagdo adequada do tratamento e do maneio do efetivo no
sentido de minimizar as perdas econdmicas e garantir mais rendimento. Para este efeito, existem

varias técnicas de detegdo (Kour, 2023).

Os testes convencionais como o teste californiano de mastite (TCM), sdo qualitativos, rapidos e
econdmicos, mas tém uma menor especificidade (Kour, 2023). As técnicas mais complexas
realizadas em laboratdrio, como a Polymerase Chain reaction (PCR), a espectrometria de massa ou
Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization Time of Flight (MALDI- TOF), o teste Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay (ELISA) e outros, permitem a identificacdo precisa dos agentes envolvidos, mas
sdo mais dispendiosas e necessitam técnicos de laboratério especializadas (Kour, 2023). O
diagndstico por método de cultura bacteriana foi durante muito tempo o padrdo para identificar os
agentes patogénicos envolvidos na mastite, mas a sua utilizacdo em larga escala exigia métodos
padronizados e reprodutiveis (Kour, 2023). Além disso, as técnicas de cultura tém uma
sensibilidade limitada e requerem o isolamento de unidades formadoras de colénias (UFC). A
recomendacdo geral para considerar uma amostra de quarto como positiva para uma infecdo
intramamaria (IMI) é utilizar uma concentragdo de 100 UFC/mL e 200 UFC/mL para Staphylococcus que
nao sao S.aureus. O desenvolvimento recente de técnicas de diagndstico baseadas na PCR emerge

como o novo padrao, pois a PCR tem uma sensibilidade e especificidade maior (Kour, 2023).

Nas exploragGes, os agricultores diagnosticam mastites com base em sinais visuais, como secrecdes
anormais do leite, aparéncia e consisténcia anormais da glandula mamaria e o estado geral da vaca
(Kour, 2023). Uma contagem de células somaticas (CCS) é utilizada para detetar as células somaticas
no leite. As células somaticas (CS) sdo células eucaridticas como células epiteliais e leucdcitos

(linfécitos, macrofagos e granuldcitos) presentes naturalmente na glandula mamaria
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(Boutet, 2006 e Enger, 2020). Durante uma infecdo, o numero de CCS aumenta devido a
degeneracado das células epiteliais e ao aumento de leucdcitos para combater os patégenos. A CCS é
uma medida da concentracdo destas células no leite e é usado como uma ferramenta para rastrear
vacas leiteiras em lactacdo para mastite (Enger, B.D., et al, 2020). O numero minimo
permitido de CCS no leite para a sua comercializacdo é de 200.000 células por mililitro (ml) em
vacas. As vacas com numero superior ao CCS sdo consideradas como doentes (Sharun, 2021). A
medigdo das células somaticas do leite pode ser feita por microscopia direta, pelo TCM ou por
um contador eletrénico automadtico. A microscopia direta demorada, requerendo equipamento
preciso e pessoal qualificado, enquanto a contagem automatica, baseada em citometria de fluxo, é
rapida, sensivel e precisa (Kour, 2023). O TCM, por sua vez, fornece uma medi¢do quantitativa,
mas pouco precisa, pois é baseada na observacdo visual. Quando o CCS é alterado, outros métodos

sdo aplicados para encontrar o patégeno responsavel (Kour, 2023).

2.4.1 Polymerase chain reaction (PCR)

Os marcadores moleculares sdo usados para identificar agentes infeciosos, especialmente aqueles
dificeis de isolar, como Mycoplasma spp. A polymerase chain reaction in real time (RT-PCR) permite
obter resultados rapidamente, mantendo alta sensibilidade e especificidade (Kour., 2023). Muitos
kits de teste de RT-PCR (por exemplo, Mastitis 4), que funcionam com base na quantificacdo do
acido desoxirribonucleico (ADN) bacteriano, sdo comercializados. A precisdo desses testes varia de 95
a 98 %, e sua sensibilidade e especificidade variam de 100 % e de 99 a 100 %, respetivamente (Kour,
2023). No entanto, falsos positivos podem ser obtidos com esses testes, devido ao facto da mistura
dos leites de vacas doentes com leites de vacas sauddaveis. Além disso, a distingdo entre bactérias
vivas e mortas ndo pode ser feita pelo PCR. Portanto, é importante correlacionar os resultados

com o estado clinico das vacas e com sua histdria clinica (Kour, 2023).

2.4.2 Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA)

O método ELISA baseia-se no reconhecimento de um antigeno por meio de um anticorpo especifico
acoplado a um marcador para observar o resultado. A aplicacdo do teste ELISA indireto para detecdo
de infe¢do por Mycoplasma em amostras de leite colhidas em exploracdes ja foi realizada. Da mesma

forma, citocinas, como fatores de necrose tumoral e interleucinas, proteinas de fase aguda, como a
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haptoglobina, consideradas marcadores importantes para a identificacdo de mastite em bovinos,

puderam ser detetadas pelo método ELISA (Kour, 2023).

2.4.3 Métodos baseados em protedmica

Por meio de métodos baseados na protedmica, seria possivel diagnosticar rapidamente e com precisao
os agentes patogénicos. A espectrometria de massa é usada para identificar moléculas com base em
sua relacdo massa/carga. Varias pesquisas avaliaram o uso da espectrometria de massa MALDI-TOF
como uma alternativa para a identificagdo em larga escala de isolados de bactérias convencionais, ndo
convencionais ou resistentes a antimicrobianos a partir de amostras de leite, em comparag¢ao com os
protocolos microbioldgicos classicos. Essa nova abordagem ofereceria uma especificidade e

sensibilidade aumentadas (Kour, 2023).

Como as mastites possuem uma forte preocupac¢do econdmica, muitas outras técnicas de diagndstico
estdo a ser desenvolvidas com o objetivo de se aproximar o maximo possivel de um método de
diagndstico ideal, ou seja, rapido, facil de usar, sensivel e especifico, e de baixo custo. Neste estudo,

analisaremos as promessas de um novo dispositivo desenvolvido com esse propdsito.

2.5 TRATAMENTO

O tratamento da mastite é baseado em estratégias terapéuticas, principalmente antibioterapia. No
entanto, no atual contexto de redugdo da utiliza¢cdo de antibiéticos face ao aumento das resisténcias,

novas abordagens para tratar a mastite estdao a revelar-se promissoras (Sharun, 2021).

2.5.1 Antibioterapia

Embora os antibidticos ainda sejam frequentemente administrados como medida preventiva, eles
continuam a ser o tratamento preferencial para mastite clinica leve a severa, dependendo do agente
envolvido. No caso de mastite severa, o tratamento deve ser administrado imediatamente para evitar
choque endotdxico (Salat, 2022). Mas no caso de mastite leve, recomendavel detetar o agente para
direcionar o tratamento. Se o agente em questdo for E.coli, a recuperagdo é espontanea em 70 % a 90
% dos casos, evitando a antibioterapia e, assim, reduzindo os custos associados. Por outro lado, para

outros coliformes e em particular para a Klebsiella, a ndo utilizagdo de antibidticos leva a um risco de
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progressdo para cronicidade estimado em 50 %, o que justifica a utilizacdo de antibidticos (Salat,
2022, Ruegg, 2017). Para outros patdgenos, o teste de suscetibilidade é recomendado para
maximizar a taxa de sucesso do tratamento usando antibidticos aos quais o patégeno é suscetivel. A
benzilpenicilina e a oxitetraciclina sdao os antibidticos com maior resisténcia associada, com 56,3 % e
46,2 %, respetivamente (Sharun, 2021). Além do antibidtico, a adicdo de anti-inflamatdrios nao
esteroides leva a uma melhoria nos resultados gracas ao efeito na resposta inflamatdria,
permitindo assim uma diminui¢do das células somaticas e uma redugao das perdas de producgdo de

leite (Sharun, 2021).

Geralmente, os antibidticos sdo administrados por via intramamdria para que uma maior concentra¢do
de antibidtico atinja o Ubere, onde o patégeno esta localizado. Durante a infe¢do grave, a via sistémica
é utilizada e pode ser utilizada em combinagdo com a via intramamaria para aumentar a concentra¢do
de antimicrobianos no leite e nos tecidos mamarios, limitando o crescimento bacteriano e,
consequentemente, a intensidade da resposta inflamatodria e a libertagdo de endotoxinas (Sharun,

2021).

No caso da mastite subclinica, nenhum antibiético mostra eficacia na lactacdo, apds a internalizacdo
de certas bactérias nas células mamarias. Recomenda-se secar a vaca para aplicar o tratamento (Salat,
2022). Um estudo de Salat O. et al. (2008), defende o uso de penetamato hidroide (PH), um
antibidtico da classe das penicilinas, mencionando uma diminuicdo das células somaticas e da
percentagem de glandulas infetadas apds o tratamento. No entanto, o efeito € menor em animais

idosos e naqueles infetados com S. aureus resistente a penicilina (Sharun, 2021).

S. aureus é o agente mais dificil de erradicar nos efetivos, é sensivel aos antibiéticos in vitro, mas devido
a sua biologia e capacidade de adaptacao ao hospedeiro, in vivo tem a capacidade de formar biofilmes
e microabcessos, tornando alguns antibidticos ineficazes (Sharun, 2021). Além disso, devido ao uso
excessivo de antibidticos, alguns S. aureus tornaram-se multirresistentes e tornam a
antibioterapia ineficaz. Por esta razdo, muitos outros tratamentos estdo a ser desenvolvidos e

estudados (Sharun, 2021).

2.5.2 Bacteriéfagos e suas endolisinas

Bacteridéfagos, virus com a capacidade de infetar e matar bactérias, estdo a ser estudados in vitro para
eliminar bactérias formadoras de biofilme. No entanto, isso ndo foi colocado em pratica, devido a falta

de estabilidade ambiental e ao armazenamento rigoroso exigido (Sharun, 2021). Além disso,
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os bacteridfagos induzem uma resposta humoral do hospedeiro, que entdo produzird defesas contra

esses virus e impedird sua acdo contra bactérias (Sharun, 2021).

In vitro, as endolisinas derivadas de bacteriéfagos demonstraram eficicia contra bactérias Gram
positivas. Estas sdo proteinas que permitem que o bacteriéfago destrua a parede peptidoglicana das
bactérias para que possa sair dela apds a multiplicacdo. Estudos sugerem que a adicdo destas
endolisinas ao produto de desinfegdo do teto pode prevenir a colonizagdo por bactérias,

particularmente bactérias formadoras de biofilme (Sharun, 2021).

2.5.3 Probiédticos e peptideos antimicrobianos

Os péptidos antimicrobianos sao produzidos por organismos multicelulares, como defensinas e
catelicidinas, ou por organismos unicelulares, como bacteriocinas. Eles desempenham um papel na
imunidade inata ou permitem a supressdo de espécies competitivas, respetivamente (Sharun, 2021).
As mais conhecidas sdo a nisina e a bovicina HC5, bacteriocinas que atuam contra os agentes
responsaveis pela mastite. No entanto, a meia-vida curta, o alto custo de produgdo, a degradagao
enzimatica, os efeitos citotdxicos e o aumento da resisténcia para eles sdo parametros que impedem

o potencial uso de péptidos antimicrobianos contra mastite (Sharun, 2021).

No caso dos probidticos, microrganismos exdgenos introduzidos, eles sdo usados como protecdo
contra a mastite, especialmente durante o periodo seco. Utilizadas como suplementos alimentares,
injecOes intramamadrias ou como solu¢do na qual o teto serd imerso (Sharun, 2021), as bactérias
lacticas Lactococcus lactis subp. lactis CRL 1655 e L. perolens CRL 1724, aderindo as células epiteliais
do Ubere, formardo um biofilme e impedirdo o crescimento de patdgenos da mastite (Sharun, 2021 e

Cheng, 2020).

2.5.4 Fitoterapia

As plantas sdo conhecidas por terem vdrios efeitos benéficos em caso de infe¢do. Algumas tém
atividade analgésica que é considerada comparavel a do ibuprofeno, atividade anti-inflamatoéria e
antioxidante para reduzir a inflamacao do Ubere foi demonstrada com extrato de moringa. Outras até
tém atividade antibidtica, como o extrato de acetato de etilo da planta Terminalia chebula. Estudos in
vitro também sdo realizados, com a decoccdo de Oxytropis glabra, com objetivo de inibir a formacédo

de biofilme (Sharun, 2021).
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A fitoterapia pode ser administrada topicamente, por via oral e também por via intramamadria. Nao
tem efeitos secunddrios associados e € menos dispendioso do que um tratamento com antibiéticos,
embora seja menos eficaz. Usado em combinacdo com antibioterapia, a fitoterapia fornece melhores

resultados do que uma terapia isolada (Sharun, 2021).

Alguns estudos mostraram que preparacdes como PHYTO-MAST®, contendo timol, salicicato de
metilo, glicirrizina e a-pineno, sdo reconhecidas pela Food and Drug Administration (FDA) como
seguras (Sharun, 2021). Estas preparagdes sdo conhecidas por terem propriedades anti-
inflamatdrias, analgésicas, antipiréticas e antissépticas, benéficas no tratamento da mastite. No
entanto, outros estudos ndao encontram esses resultados, tornando este método de tratamento pouco

comum (Sharun, 2021).

2.5.5 Imunoterapia

Este método de tratamento alternativo baseia-se na utilizagdo de microesferas que transportam
anticorpos especificos contra os agentes patogénicos responsaveis pela mastite. Estes anticorpos sao
combinados com um ativador de fagocitose, o complexo Y, para aumentar a eficdcia.
Imunoestimulantes, como o extrato de levedura Saccharomyces cerevisiae ou a interleucina-2 (IL-2)
também podem ser administrados e tém o efeito de aumentar os marcadores do leite, fortalecendo
assim a resisténcia do Ubere aos patdgenos. No entanto, efeitos abortivos tém sido observados com o

uso de IL-2 (Sharun, 2021).

2.5.6 Nanoparticulas

As nanoparticulas, tais como lipossomas, nanogéis, nanoparticulas poliméricas e inorganicas, bem
como nanoparticulas lipidicas sdlidas estdo a emergir como um método alternativo promissor para a
administragdo de antibidticos, a nanoparticula atua como transportador, ou de outras substancias no
tratamento da mastite, visando eficazmente as bactérias multirresistentes (Sharun, 2021 e Kour,
2023). Por exemplo, foi demonstrado que o uso de mel acoplado a nanoparticulas de ouro tende a
ter atividade antimicrobiana, in vitro, contra Staphylococcus aureus resistente a meticilina ou
vancomicina. No entanto, ainda sdo necessarios mais estudos para avaliar os efeitos adversos, in

vivo, desta tecnologia na biologia do hospedeiro (Sharun, 2021 e Kour, 2023).
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2.5.7 Fatores de secre¢ao nativos

A lactoferrina é uma proteina do soro de leite que ocorre naturalmente e tem atividades
antibacterianas e anti-inflamatdrias resultantes da sua capacidade de se ligar ao ferro. Ao fazé-lo, inibe
o crescimento bacteriano, mas a sua acdo fica fraca. No entanto, potencia a atividade de certos
antibidticos em até 16 vezes no caso de estirpes resistentes a penicilina, inibindo a a¢do da beta

lactamase de transcrever genes bacterianos (Sharun, 2021).

Outros métodos de tratamento estao disponiveis ou ainda estdo a ser estudados, mas deve-se levar
em conta que o tratamento da mastite ndo deve ser muito caro, a fim de maximizar a rentabilidade, e
gue ndo deve ser muito complexo ou exigir meios especiais, o que poderia impedir sua implementagdo

na exploragdo ou simplesmente sua aquisicdo por médicos veterinarios.

2.6 PREVENGAO E GESTAO DAS MASTITES

Em vez de tratar infe¢des existentes, prevenir o aparecimento da mastite reduz as perdas econdmicas.
Assim, métodos de maneio eficazes sdo essenciais para prevenir as mastites (Sharun, 2021). O
aparecimento da mastite ambiental é prevenido com uma boa higiene ambiental. Isso envolve
desinfetar as instala¢cdes, camas, o chdo, evitar dgua estagnada e a presenca de vetores. Foi
demonstrado que um aumento nos niveis de humidade ou poluicdo no ambiente da exploracdo,
aumenta a carga de agentes patogénicos bacterianos (Sharun, 2021). Quando se trata de prevenir a
mastite contagiosa, na maioria das vezes transmite- se na sala de ordenha. Por conseguinte, é
necessario aplicar boas praticas de higiene. A desinfecdo das maos, toalhas, bem como uma boa
desinfecdo do equipamento de ordenha que atua como reservatdrio de bactérias, devem ser
cuidadosamente aplicadas (Sharun, 2021). A desinfe¢do dos tetos pré e pds ordenha, usando acido
glicdlico ou desinfetantes a base de iodo demonstrou ser segura e eficaz (Sharun, 2021). Além disso, o
maneio do parto, bem como a restricdo da alimentagdo dos vitelos com leite de mastite sdo medidas

gue devem ser implementadas (Abb-Schwedler, 2014).

A vacinagdo pode ser uma ferramenta na prevencdo das mastites, mas ainda é controversa. Alguns
estudos afirmam que a protecdo fornecida ndo é suficiente, além de ser dispendiosa (Sharun, 2021 e
Kour, 2023). Outros estudos acreditam que a vacinacdo pode ser uma vantagem se for direcionada
contra a mastite coliforme, a fim de reduzir o nimero de casos e a gravidade dos sinais clinicos.

Verificou-se uma incidéncia cinco vezes menor de mastite em vacas vacinadas em comparacgdo
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com vacas controle (Descéteaux, 2004). A vacinagdo ndo permite prevenir novas infecGes
intramamarias, mas reduziria os novos casos de mastite clinica para 20 % em vacas com novas infecdes
intra-mamaria (N1IM) nas vacinadas em compara¢do com 67 % para vacas ndo vacinadas com NIIM no

inicio da lactacdo (Descéteaux, 2004).

Além disso, os criadores devem ter em consideracdes fatores como a nutricdo e a genética das vacas
para prevenir surtos de mastites. Também, o uso de selantes de teto e de pulso acustico sdo medidas
gue permite ajudar na gestdo da doenga no rebanho. O uso de antibiético no periodo seco parece
também ser uma boa forma de prevenc¢do para novos surtos de mastites, mas como ja mencionado, o

uso de antibiético deve ser justificado para evitar o aumento das resisténcias (Sharun, 2021).

2.6.1 Seleg¢do genética

Os criadores podem implementar métodos de maneio para prevenir casos de mastite no efetivo, tais
como, selecionar vacas com base na genética pode ajudar a diminuir o risco de mastite. Vacas com
Uberes baixos, ligamentos fracos ou falta de fixagdo, demonstraram contrair mais mastite. Assim,

preocupacdes com a genética pode ajudar na saude do Ubere (Sharun, 2021).

O estudo de Sharun et al. (2021) demonstra que a expressao de certos genes desempenha um papel na
inflamacgdo, resposta imune e mastite. Certos fatores de transcricdo, PP53, SP1, e certas proteinas
quinases especificas, MAPK1, MAPK14, AKT1, aumentam a expressao desses genes, enquanto outras
proteinas quinases, MAPK3, MAPK8, MAPK14l, uma proteina extracelular, MMP-2, e uma proteina
mitocondrial, BCL-2, diminuem a expressdo desses genes. Estudar a presenca ou auséncia dessas
proteinas e genes no genoma de uma vaca poderia tornar possivel selecionar aquele com a
combinacdo limitando o aparecimento da mastite. Finalmente, em algumas vacas rusticas, de racas
autéctones, a regido codificadora do gene da B-defensina foi identificada como uma ferramenta para

selecionar vacas menos susceptiveis a mastite (Sharun, 2021).

2.6.2 Nutrigao

Alguns alimentos demostram possuir propriedades antioxidantes, o que ajuda a resposta imune
durante infe¢des. Minerais e vitaminas usados em suplementos ajudam a manter a saude do Ubere,
reduzindo a incidéncia de mastite crénica em vacas com CCS alto (Sharun, 2021). Por exemplo, a

vitamina D tem propriedades antimicrobianas e anti-inflamatdrias, por isso, quando administrada
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por via intramamadria, diminuira o nimero de bactérias presentes no Ubere. As vacas que receberam
uma administracdo de selenato de bario e uma dieta de selénio todos os dias antes do parto ou durante
a lactacdo ndo desenvolveram mastite clinica durante o primeiro més de lactacdo. Além disso, a
suplementacdo com selénio e vitamina E causa um aumento na resisténcia a mastite devido ao
aumento do numero de neutrdfilos a-tocoferol durante o periodo que envolve o parto (Sharun,

2021).

Vacas em balango energético negativo tém maior probabilidade de desenvolver cetose, duplicando a
probabilidade de desenvolver mastite clinica. Um estudo mostra que, no caso da mastite por E.coli, a
suplementac¢do de cobre pode reduzir a gravidade, as contagens bacterianas e CCS, embora a duragdo

dainfe¢do ndo seja alterada (Sharun, 2021).

2.6.3 Terapiadurante o periodo de secagem

Para tratar a mastite, os antibidticos podem ser usados durante o periodo de lactagdo ou durante a
secagem. No entanto, o tratamento na lactacdo é pouco utilizado devido ao alto custo e,
especialmente, sua baixa eficicia. A terapia com vacas secas ajuda a eliminar infe¢Ges intramamarias
existentes e a controlar novas infe¢des (Sharun, 2021). De facto, o tratamento durante a secagem
permite maiores taxas de cura, devido a auséncia de diluicdo produzida pelo leite, o que permite
uma boa eficacia do antibidtico. O tratamento de vacas durante o periodo seco reduz a ocorréncia
de novas infe¢Ges intramamarias, que sdo mais provdveis de ocorrer durante o periodo seco do que
durante alactagdo. Um estudo demonstrou que nenhum caso de mastite clinica foi relatado durante
o periodo seco quando o tratamento foi aplicado em comparagdo com um grupo nao tratado, no
qual muitos casos de mastite foram observados depois o parto (Sharun, 2021). O limiar

recomendado para o tratamento de vacas durante o periodo seco é de 100.000 células/mL para

vacas primiparas e 200.000 células/mL para vacas multiparas. O uso de ciprofloxacina como
antibidtico com selante interno de teto como protocolo de secagem demonstrou ser eficaz, uma vez

que foi observada uma redugdo de 24 % no risco global de NIIM (Sharun, 2021).

2.6.4 Selante de teto

Fisiologicamente, o canal do teto abre- se antes do parto, permitindo a contaminacdo por patégenos.

Orrisco de infecdo pode ser reduzido usando um produto impermeavel durante o periodo pré-parto.
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O selante interno de teto (SIT) pode ser usado em combinagdo com o tratamento antibidtico para
reduzir a incidéncia de infecGes do Ubere e para melhorar a prevengdo de mastite subclinica (Sharun,
2021). Por exemplo, uma bactéria lactica que tem propriedades probidticas, Weissella cibaria, é
usado na composicdo de um selante biolégico por ter demonstrado atividade antimicrobiana eficaz
contra S. aureus e S. agalactiae. Outro exemplo é o uso de subnitrato de bismuto e clorexidina na de
formulagdo de SIT com fim de reduzir a incidéncia de novas infe¢des intramamadrias em vacas
adultas e novilhas nuliparas. O resultado obtido com essa formulagdo foi uma diminui¢do de 65 % na
prevaléncia de infe¢Ges intramamarias pds-parto (IMI), uma redugdo de 74 % no risco de IMl e uma
reducdo de 70 % no risco de novas infegdes por S. uberis. Em vista desses resultados, os SIT podem ser
considerados uma ferramenta Util para o maneio da mastite em novilhas durante o periodo perinatal

de alto risco (Sharun, 2021).

As medidas preventivas sdo tdo importantes quanto o tratamento das infe¢des ja existentes. Uma
abordagem multifacetada, incluindo maneio adequado e nutricdo, entre outros, é essencial para
prevenir e controlar a mastite em efetivos leiteiros. Acrescentado a um diagnostico assertivo e uma

implementacdo de tratamento dos doentes, tudo isso permite diminuir os custos associados a doenca.

3. O MASTATEST’

3.1 MODO DE FUNCIONAMENTO

O mastatest” (figura 1) é um equipamento bacterioldgico, facil de utilizagdo, que pode ser usado na
pecudria. Este dispositivo automatizado permite identificar as bactérias causadora de mastite e
oferecer um teste de suscetibilidade aos antibidticos baseado no leite da mastite clinica. Foi
desenvolvido pela empresa Mastaplex®, fundada em 2018 em Dunedin. Em agosto de 2023, o
laboratério Vétoquinol® obteve o contrato de distribuicdo na Europa. Franga foi o primeiro pais-piloto,
seguida em breve pela Bélgica, Italia e Paises Baixos (Communiqué de presse de Lure du 1°" aout 2023).
Em Franga, existem cerca de 150 analisadores em clinicas e 30 nas explora¢des. O seu custo ronda os
2500 € por dispositivo, e depois aproximadamente 17 € por cassete, em compara¢dao com 35€ por

cassete e analises na clinica (Vetoquinol®, 2024).
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Figura 1: O mastatest® na direita e a cassete de teste
na frente (Mastatest®, 2024)

A cassete de analise, que deve ser mantida no frigorifico antes da sua utiliza¢do, e é composta por 24
pocos, divididos em trés linhas (figura 2). Os primeiros seis pogos sdo 0s pogos que contém os
reagentes que geram uma reagao colorimétrica enzimatica e, assim, permitem determinar o patégeno
em questdo. Os restantes 18 pogos sdo os que contém as diferentes concentragbes dos trés
antibiéticos, penicilina, cloxacilina e tilosina, cada um numa coluna respetiva. As concentragdes variam
de 0,05 mg/L, 0,1 mg/L, 0,5 mg/L, 1 mg/L, 2 mg/L a 4 mg/L. Se a bactéria cresce, a turbidez do poco
fica alterada e o dispositivo sera capaz de dar uma concentragao inibitéria minima (CIM) (Salat, 2022

e Bates, 2020).

Antibiético 1 Antibiético 2 Antibiotico 3

Figura 2: A cassete de andlise antes (esquerda) e depois
(direita) das 24 horas, com a reparticdo nos pocos
(Salat, 2022). Os seis pogos em cima sdo os que
contem os reativos para a analise bacteriolégica e os
18 pogos em baixos sdo para os diferentes antibidticos
com concentracdes decrescentes
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O analisador deve ser ligado a uma plataforma informatica e conectado a rede elétrica. Depois, serao
tiradas fotografias repetidas do tanque, contendo a cassete e d4gua a uma temperatura de 37 °C para
permitir o crescimento bacteriano (Salat, 2022 e Bates, 2020 e Mastatest®, 2024). As imagens dos
pocos serdo interpretadas por um algoritmo. As reacdes enzimaticas colorimétricas dos primeiros
seis pocos serdo analisadas e, de acordo com o cddigo de cores obtido, permitird determinar a
presenca e a natureza da(s) bactéria(s). Da mesma forma, o crescimento de bactérias nos 18 pocos
restantes sera diferenciado gragas a turbidez e as fotos serdo analisadas de forma a fornecer um CIM e
sensibilidade para cada um dos trés antibidticos testados (Salat, 2022 e Bates, 2020 e Mastatest®,

2024).
3.2 MODO DE UTILIZACAO

Quando o criador ou veterinario quer analisar o leite de uma vaca suscetivel de ter mastite, ele deve
primeiro colher o leite do quarto infetado (figura 3), evitando ao maximo a contaminagao por bactérias
ambientais ou aquelas presentes no canal do teto. Para que o mastatest” analise a amostra, é
necessario um minimo de quatro mililitros de leite, colhidos num tubo estéril e seco. Uma vez recolhido
o leite, o criador ou veterindrio ird deita-lo na cassete e certificar-se de que os 24 pogos estdo bem
cheios, para que os reagentes estejam em contacto com o leite a analisar. O excesso de leite deve ser
removido (figura 3) para que, quando a tampa estiver ligada, o leite ndo saia e acabe no tanque do
analisador. Em seguida, o operador coloca a cassete no tanque e inicia o programa de analise, a fim de
obter os resultados da analise bacterioldgica e do CIM em no maximo 24 horas. No final da anélise, a

cassete pode ser descartada num recipiente adequado (instru¢des do fabricante Mastatest®, 2024).
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Fill a Mastatest® cartridge Start a Mastatest®
P To Begin:
'i<|§-é {;‘;euasglre\?igemo!;( sample e From the Lapbox main menu, select Start Mastatest@

{ e Select Lapbox position used: If first free position used @
- or scroll °to select and @
Option 1: BoxStart
o Select cartridge type:
o For single (1-test) cartridge, Clinical @
o For twin (2-test) cartridge, €@ Hiscc @

] Put on clean gloves, and remove
wil cartridge from pack

Remove cartridge lid and e Select BoxStmT@
half-fill cartridge with milk e Input cow number (e.g. 00123) and scroll ° to select quarter @
e Confirm start @
Option 2: QuickStart
Pour off surplus milk and discard o Select cartridge type:
“ o For single (1-test) cartridge °° QuickCM @
\:) o For twin (2-test) cartridge °°° QuickSCC @

e Input test details to mastatestsystem.com within 21 hours

Replace lid, pushing down firmly,
and label lid with cow details Next steps:
e Countdown timer shows the remaining time
e Results emailed within 24 hours

Tap firmly 2-3 times, repeating if e Further tests can be started independently

air-bubbles are visible in wells

Insert cartridge into Lapbox™

. Masla
with arrows facing to the back

\L(\\‘ / i enlace id ENGiE Further information and support
NN P fAh Mastatest.com/user-guides
——= =

support@mastatest.com

Figura 3: Instrugdes do fabricante para o uso do mastatest® (Mastatest®, 2024).
Na parte esquerda, instrugdes para encher a cassete com o leite colhido e na parte
direita, instrugdes para iniciar uma analise no aparelho.

3.3 LIMITAGOES E PERSPECTIVAS DO DISPOSITIVO

Este dispositivo traz muitas vantagens e € um novo método rdpido e eficaz de diagndstico para o
tratamento adequado da mastite clinica. Responde aos desafios atuais do problema da resisténcia aos
antibidticos, dos residuos de antibidticos no leite comercializado, bem como as questdes econdmicas

relacionadas com o setor leiteiro (Vetoquinol®, 2024 e Mastatest®, 2024).

No entanto, o dispositivo tem algumas limita¢gdes. Em primeiro lugar, ndo permite a identificacdo de
microrganismos que nao sejam bacterianos. Leveduras e fungos filamentosos, que podem causar
mastite, ndo sdo detetados (Vetoquinol®, 2024). Em caso de contamina¢do multipla, o dispositivo
torna-se menos eficiente para a identificagdo e ndo pode fornecer o CIM. Isto é devido ao
funcionamento do dispositivo, que é baseado em andlise colorimétrica e turbidez (Salat, 2022).
Além disso, apenas trés antibioticos sdo testados para CIM e sé para os Gram positivos. Os resultados
do CIM do Gram negativos serdo, portanto, revelados como resistentes para todos (Vetoquinol®,
2024). Em segundo lugar, o mastatest” ndo funciona com leite de pequenos ruminantes. Isto deve-se a
diferenca de pH entre o leite de ovelha/cabra e o leite de bovino. Esta diferenca no pH, que é mais

acido em pequenos ruminantes, ndo causa a mesma reacgao colorimétrica na cassete e ndo sdo encontrados
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resultados (histdrico do dispositivo mastatest® da clinica Eurolia). Finalmente, o mastatest’

permite a detecao de patdgenos no caso de mastite clinica, mas ndo para mastite subclinica, pois o
indculo bacteriano ndo é suficiente para o algoritmo. No entanto, observamos, num estudo de Saila,
S. et al. (2023), a comparacdo do mastatest” para a dete¢do de mastite subclinica com o método de
cultura em 3agar. Isto é possivel com cassetes especiais concebidas para a detecdo de mastite
subclinica, mas estas ainda ndo se encontram no mercado. De acordo com o laboratdrio responsavel

pela distribui¢do na Europa, devera ser comercializado durante o ano 2024 (Vetoquinol®, 2024).

4. COMPARAGCAO DO DISPOSITIVO COM METODOS DE DIAGNOSTICO CONVENCIONAIS

O mastatest” é uma ferramenta facil de usar, rdpida e econémica, mas serd que esta nova
técnica de diagndstico é tdao eficaz como os métodos de dete¢do habituais? Para este
efeito, estudos comparativos entre o analisador e determinados métodos foram publicados. No
entanto, a falta de um método "padrao" para provar a infecdo torna a comparag¢ao com os métodos

mais complicados.
41 COMPARACAO COM O METODO DE CULTURA DE GEIS

O método dos trés géis € um método acessivel e com um custo acessivel existente em clinicas
veterindrias. E constituido por um agar de sangue de ovelha, um meio diferencial altamente nutritivo,
qgue é usado para cultivar bactérias. Pode ser usado para observar bactérias com poder hemolitico
completo (B-hemolise) ou parcial (a-hemolise). O crescimento de Streptococcus e Corynebacteria, por
exemplo, pode ser observado neste ambiente. Depois um segundo agar, de eosina-azul de metileno
ou McConkey, é entdo usado para isolar bactérias Gram negativas (Bergonier, 2017 e Minnesota
Easy® Culture System User’s Guide, 2016). Estas duas placas de agar contém lactose permitindo a
diferenciacdo de Gram negativas coliformes ou ndo coliformes, lactose positiva e lactose negativa,
respetivamente. As coldnias que fermentam lactose tornardo o pH do meio acido e este mudara de
cor e tornando-se vermelho/rosa (McConkey) ou azul-preto (Eosina-azul de metileno). Isso ajuda a
destacar E.coli, lactose positivo de forma rdpida. As coldénias que ficam rosas na eosina-azul de
metileno sdo lactoses positivas, mas de crescimento longo, como a Klebsiella, Salmonella e a Shigella,
por exemplo. As lactose negativas, como Proteus e Pseudomonas, ndo tém coloragdo. Finalmente,

para Gram positivas, um terceiro agar é usado, Rabit Plasma Fibrogen (RPF) ou dgar acido nalidixico e
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colistina (ANC), que sdo antibidticos que inibem Gram negativo, com fim a destacar os Staphylococcus
coagulase positivo. Staphylococcus aureus é caracterizado pela formacdao de coldnias negras

(Bergonier, 2017 e Minnesota Easy® Culture System User’s Guide, 2016).

Um estudo realizado por Salat O., Lemaire G. e Chalier M. (2022) numa clinica veterinaria em Franca,
comparou a técnica de trés placas de dgar com mastatest’. Para isso, foram colhidas amostras de leite
em casos de mastite clinica. O teste de suscetibilidade dado pelo mastatest’ também foi comparado

com o método do disco de acordo com o padrdo NF 47-107 (Salat, 2022).

Primeiro, os avaliadores queriam comparar a concordancia das duas técnicas para identificar
bactérias, ou seja, se eram Gram positivo ou Gram negativo. Os resultados foram resumidos na
tabela 3. De 111 culturas puras, a correspondéncia dos resultados sobre a natureza do Gram ¢é alta
(> 90 %). Em seguida, em 37 amostras, eles observaram a correspondéncia em relagdo a identificagdo
de coliformes. Eles conseguiram uma correspondéncia de 86,5 % entre os dois métodos (Salat, 2022).
Para a identificagcao de Staphylococcus aureus, em 10 amostras, a correspondéncia observada foi de
70 %. Finalmente, para Streptococcus uberis, 73 % das correspondéncias foram obtidas em 33
amostras. Obtiveram (gréafico 1), entdo, 55 % de correspondéncia entre as duas técnicas para a
identificacdo de género e da espécie, sendo apenas 12 % correspondentes apenas por género, sendo
as espécies diferentes. Finalmente, eles obtiveram uma falha de 33 % de correspondéncia entre as

duas técnicas para os patogenos detetados (Salat, 2022).

Tabela 3: Percentagem de correspondéncia dos resultados entre o mastatest® e o método de
cultura de géis (Salat, 2022).

. Percentagem (%) de
Categorias a
correspondéncia
Gram (n=111) 90 %
Coliformes (n=37) 86,5 %
Staphylococcus aureus (n= 10) 70%
Streptococcus uberis (n= 33) 73%
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Gréfico 1: Grafico circular relativo a correspondéncia entre o mastatest® e a
técnica de cultura de géis para identificar o género e a espécie, em
percentagem (%) (Salat, 2022).

12%

B Género e espécie

Nenhuma

55%

33% Género

Numa segunda etapa do trabalho, eles compararam se as duas técnicas eram idénticas para a
detecdo do niumero de patégenos, analisando 199 amostras. Quando a amostra é estéril ou contém
apenas um agente, observam-se resultados idénticos para ambas as técnicas. No entanto, quando
mais que um agente estd envolvido ou a amostra estd contaminada, as técnicas dao resultados
diferentes (Salat, 2022). Quando a amostra estd contaminada, o mastatest” n3o é uma técnica
muito confidvel para detetar essa contaminac¢do, pois de 17 amostras, apenas uma é considerada
contaminada pelo analisador, em comparagdao com 16 para a técnica de agar. Da igual forma, o
analisador dara um resultado de 28 amostras contendo dois agentes, enquanto com a técnica de agar,
apenas 15 amostras serdo consideradas como contendo dois agentes. Nao é improvdvel que o
analisador nao diferencie entre uma amostra contendo dois agentes e uma amostra contaminada
devido ao método analitico, que é baseado na interpretacdo colorimétrica. Por outro lado, a
quantidade de leite utilizada para inocular os pocos de mastatest” (200 pL) comparativamente com a
utilizada para as trés placas de agar (60 plL), aumenta o sucesso de dete¢do de um patdgeno.
Relativamente aos resultados do teste de suscetibilidade, o mastatest” relata mais resisténcia do que
0 método de disco, mas como as CIM s3o determinadas no leite, o mastatest” estd mais préximo da

realidade (Salat, 2022).

Para concluir, o mastatest” possui uma concordancia aceitdvel com o método de dgar com mais de
70% de similaridade para identificagdo bacteriana. No entanto, para testes de suscetibilidade, o

mastatest” sobrestima a resisténcia, em comparagdo com o método de agar.
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4.2  COMPARAGAO COM O METODO CROMOGENICO BIPLACAS OU TRIPLACAS

Placas de agar compartimentadas foram desenvolvidas pela Universidade de Minnesota. As bi-placas
tém duas partes, uma com um meio Fator™ permitindo o crescimento de bactérias Gram positivas, e
a outra parte com um meio McConkey permitindo a cultura de Gram negativos. A diferenca com as
placas triplas é a adicdo de um meio Focus™, permitindo o crescimento de Gram positivos, mais
especificamente Streptococcus spp. Se os patdgenos crescem no meio Fator™, mas ndo no meio
Focus™, o género bacteriano envolvido é Staphylococcus spp. Também ¢é possivel identificar
Staphylococcus aureus, que aparece no meio como branco-acinzentado com uma drea de hemdlise ao
redor, embora outros estafilococos nao aureus também possam ser hemoliticos. Para isso, recomenda-
se realizar o teste da coagulase em tubo. Sem testes adicionais, estas placas de dgar ndo permitem a
identificacdo de T. pyogenes, Corynebacterium spp ou Pseudomonas. A vantagem destas placas é que,
para a mesma velocidade e sensibilidade do método de 4dgar convencional, o custo é menor (Bergonier,

2017 e Minnesota Easy’ Culture System User’s Guide, 2016).

O estudo conduzido por Jones G. (2017) e sua equipa na Nova Zelandia teve como objetivo comparar
a sensibilidade e especificidade do mastatest” com culturas bacterianas tradicionais em laboratério,
para identificacdo de patégenos, usando diretrizes delineadas pelo National Mastitis Council de 2017.
Para os testes de suscetibilidade, os resultados de sensibilidade e especificidade do mastatest” s3o
comparados com os resultados determinados de acordo com as diretrizes do Clinical and Laboratory
Standards Institute (CLSI). Para isso, colhidas amostras de leite de vacas com mastite clinica, sendo a
mastite clinica identificada de acordo com critérios morfoldgicos do Ubere e a aparéncia do leite.
Para o teste de mastatest’, as amostras n3o s3o congeladas e sdo analisadas dentro de uma hora apds

a colheita (Jones, 2019).

Das 292 amostras analisadas, 256 foram positivas, com a técnica bi/tri-placa, em comparagdo com 269
amostras positivas com o mastatest’ para a dete¢do de patégenos. Em relacdo a identificagdo, ambas
as técnicas mostram resultados semelhantes para S. uberis e S. aureus, uma vez que os outros tipos de
patégenos ndo estdo muito presentes na Nova Zelandia (Jones, 2019). A sensibilidade (Se) e a
especificidade (Sp) do dispositivo foi comparada com a técnica de cultura padrdo. Os resultados
revelam um Se e Sp relativamente semelhantes para a identificacdo de S. uberis e S. aureus. Por outro
lado, tanto para coliformes como para detec¢do de patégenos, os resultados sugerem que o mastatest”

tem uma sensibilidade maior do que a técnica de cultura padrdo. No entanto, a baixa presenca de
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amostras contendo coliformes, bem como a alta especificidade (99 %) tornam a medic¢do insignificante,

e o estudo concluiu numa sensibilidade semelhante entre os dois métodos (Jones, 2019).

Para investigar a validade do mastatest” para testes de suscetibilidade, 57 isolados de S. uberis foram
microdiluidos e microplacas de 24 pocos foram criadas com as mesmas concentracdes de antibidticos
do mastatest”. Foram utilizadas a benzilpenicilina, cloxacilina e a lincomicina/neomicina (proporcio
1:1). Os resultados obtidos foram semelhantes entre o analisador e a técnica utilizada com uma

diferenga maxima de uma dilui¢cdo no valor da CIM (Jones, 2019).

A comparagdo das duas técnicas mostrou que o mastatest” n3o foi menos eficaz do que as técnicas
padrdes. Este novo método tem a vantagem de ndo exigir a congelagao do leite, pois ndo ha envio de
amostras para o laboratério, tornando os resultados obtidos mais fidveis. De facto, a congelagdo pode
distorcer os resultados, causando a destrui¢cdo de agentes patogénicos ou causando a lise de células
somaticas, o que leva a uma libertacdo de agentes patogénicos. O tempo de espera pelos resultados
também é uma vantagem, pois em 24 horas o analisador dad uma reposta, comparativamente com trés

ises laboratoriais. Além disso, os médicos veterinarios também recebem os

a cincos dias para ana

resultados do analisador, permitindo a interpretagao profissional dos resultados (Jones, 2019).

As limita¢Oes deste estudo sdo a auséncia de um teste de referéncia e uma possivel distribui¢do
enviesada de sensibilidade e especificidade, mascarando assim as diferencas reais entre os dois
métodos, uma vez que as placas bi/tri ndo fornecem uma identificacdo rigorosa das espécies
(Bergonier, D., 2017). No entanto, outros estudos encontraram uma precisdo na dete¢do de Gram

positivos de 78 % entre os dois métodos (Jones G., et al., 2019).

Este estudo e sua andlise estatistica ndo revelam evidéncias de inferioridade do mastatest” em termos
de sensibilidade ou especificidade em relagdo as técnicas convencionais. Com um Se de 94,6 % e um
Sp de 72,1 % obtidos para o analisador em comparagao com um Se de 90,5 % e um Sp de 73,9 % para
culturas convencionais, os dois métodos de teste mostram tendéncias semelhantes e estdo de acordo

(Jones, 2019).
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43 COMPARAGAO COM O METODO DE CULTURA DE AGAR E TESTE DE LATEX SEGUIDO
DE CONFIRMAGAO COM ESPECTROMETRIA DE MASSA MALDI-TOF PARA MASTITE
SUBCLINICA

Com o objetivo avaliar a fiabilidade do mastatest” na detecio do patégeno responsavel pela mastite
subclinica, para poder adaptar o tratamento de vacas na exploracao, a fim de otimizar os custos e o
uso de antibioticos, o estudo de Saila, S. et al. (2023), comparou o analisador com a cultura de agar
seguida de identificagdo pelo MALDI-TOF. Foram colhidas amostras de 228 vacas na Nova Zelandia de
nove exploragdes com prevaléncia clinica e subclinica conhecida de estafilococos (Saila, 2023). As
vacas amostradas apresentaram CCS superior a 150.000 células/mL, mas sem sinais clinicos
associados. Para analise, as amostras de leite foram descongeladas, agitados com vortice, espalhadas
em placas de agar, incubadas e a presenca ou auséncia de crescimento bacteriano foi registada. As
coldnias foram entdo identificadas usando o teste da catalase para diferenciar o género Staphylococcus
de Streptococcus em Gram positivos, e usando um teste de latex, os positivos para catalase foram
testados por aglutinagdo, com fim de diferenciar estafilococos coagulase positivos, como S. aureus,
dos SNC (Saila, 2023). Supondo que as coldnias positivas para o teste do latex sejam coldnias de S.
aureus, estas sdo enviadas para o MALDI-TOF para andlise. MALDI-TOF é uma técnica para a
identificacdo rapida e precisa de microrganismos usando espectrometria de massa. No caso
apresentado, os patdgenos serdo incorporados numa matriz organica e, em seguida, irradiados por um
laser Ultravioleta (UV). A ionizacdo de moléculas produz iGes carregados e estes sdo ides que,
dependendo da sua massa e carga, demorardao mais ou menos tempo a chegar ao detetor. Calcula-se
a relacdo massa/carga e, em seguida, comparam-se os espectros obtidos com os espectros conhecidos

para identificar o microrganismo (Ferreira, 2018).

As amostras de leite foram analisadas em paralelo com o mastatest’. A cassete é ligeiramente diferente
e apresenta dois conjuntos de 12 pogos. O estudo destacou que os dois lados sdo completamente
separados e que ndo pode haver troca de material bioldgico. Isto permite ao criador testar duas
amostras com apenas uma cassete. O tempo de andlise permanece de 24 horas para o analisador.
Quando uma amostra era positiva para S. aureus e algum SNC, o leite utilizado para este teste foi

analisado por agar e, em seguida, por MALDI-TOF (Saila, 2023).

Os resultados obtidos foram que, para 228 amostras, 45 % continham S. aureus. A prevaléncia é alta,
variando de 20% a 84%, mas isso deve-se a escolha de vacas e exploragdes. A sensibilidade e

especificidade obtidas para S. aureus é de 90 % com limites de confianga de 95% (Saila, 2023).
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Sem teste padrao, as amostras que eram positivas com o analisador e negativas com o método de agar
foram verificadas com MALDI-TOF. Esta verificacdao revelou que dos 13 positivos obtidos com o
analisador, mas negativos com o método de dgar, apenas cincos eram falsos positivos, o que aumenta
ainda mais a sensibilidade e especificidade do dispositivo. O estudo também comparou os resultados
do analisador quando o leite do quarto infetado foi analisado sozinho ou misturado com leite de outros
guartos da mesma vaca. Os resultados mostram que a diluicdo ndo impede que o analisador detete a
presenga de S. aureus, com percentagens que variam de 57% quando o leite do quarto infetado é
analisado sozinho em vez de 53% quando é misturado. Isso permite que o agricultor economize nos
testes, realizando um Unico teste com o analisador para os quatros quartos da mesma vaca e, assim,

adequando seu plano de tratamento (Saila, 2023).

Este estudo tem algumas limitagdes. Em primeiro lugar, o leite analisado é congelado, o que é
problematico para os isolados bacterianos, mas a comparac¢do entre os dois métodos ndo é afetada
porque as condi¢des eram as mesmas. Em segundo lugar, o estudo centra-se na presenca de S. aureus,
e as vacas selecionadas encontravam-se em exploragdes conhecidas por albergarem este agente
patogénico. Isso resultou em uma alta prevaléncia e, embora a sensibilidade e a especificidade ndo
tenham sido afetadas, outros valores calculados, como valor preditivo positivo e valor preditivo
negativo, foram influenciados. Por conseguinte, ndo é possivel extrapolar estes valores para outra
populacdo. Finalmente, o protocolo optou por considerar o crescimento de 10 ou >10 UFC como
positivo para outros patégenos além de S. aureus, tornando os resultados insuficientes para tirar

conclusdes (Saila, 2023).

No entanto, as conclusGes deste estudo sdo que o analisador pode identificar a presenca de S. aureus
em uma mistura de leite dos quatros quartos da vaca com mastite subclinica (ou seja, um CCS >150.000
células/mL sem sintomas clinicos). Também pode identificar de forma confidvel SCN e vacas sem
infecdo (<10 UFC/ 10 pL de leite) (Saila, 2023). A rapidez de execucdo dos testes e a
possibilidade de analisar duas amostras por cassete tornam o dispositivo economicamente

interessante para os criadores tendo em vista a boa sensibilidade e especificidade obtida.

5. CONCLUSAO

Foi concluido que a mastite continua a ser um problema atual das exploracdes leiteiras. As perdas
econdmicas causadas e o aumento de bactérias resistentes estdo a levar os investigadores a

desenvolver novas técnicas de diagnodstico e tratamento, com o objetivo de serem mais eficientes.
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Diferentes agentes etioldgicos sdo responsdveis e transmitidos por diferentes meios. O grau de
severidade da mastite também difere, tornando o diagndstico de mastite e seu tratamento mais

adequado.

O mastatest® faz parte de novas abordagens diagndsticas, permitindo identificar o género e a espécie
de bactérias envolvidas, bem como propor um antibiograma direcionado. Este novo método rapido,
econdmico e facil de utilizar, permite precisdao no tratamento e, portanto, melhor eficacia e redugao
no uso de antibidticos (Mastatest®, 2024). O objetivo deste estudo foi comparar o mastatest® com
outras técnicas diagndsticas para avaliar sua eficicia. Verificou-se que o mastatest® tem Se de
94,6% e Sp de 72,1% (Jones, 2017), tornando-o tdo confidvel quanto as técnicas de cultura de agar. A
sua eficacia no fornecimento de CIM vélidas também foi testada e o mastatest” est4 de acordo com as
técnicas convencionais (Jones, 2017). No entanto, sua eficacia na identificagdo bacteriana de
amostras poli contaminadas ndo foi conclusiva, e o dispositivo permanece limitado em seu uso em
outras espécies, que ndo a bovina (Salat, 2022). O pequeno numero de artigos encontrados
comparando o mastatest® com outras técnicas convencionais pode enviesar as conclusdes. De fato, o
mastatest® foi comparado a técnicas de cultura de dgar, mas ndo foi comparado a técnicas mais
sensiveis, como a PCR. Da mesma forma, para tornar os resultados mais representativos, mais
amostras poderiam ser analisadas. Do ponto de vista do médico veterinario, este dispositivo é uma
ajuda, mas o facto de os criadores poderem comprar esta ferramenta, a um custo acessivel, para além
de ser facil de utilizar, torna a sua utilizagdo em clinica pouco frequente. Ao longo de dois meses,
apenas cincos testes foram realizados ao pedido do médico veterinario. Os agricultores, em vez de
viajarem ou pagarem a viagem do médico veterinario, fazem os testes na exploracdo. A medida que os
resultados sdo enviados para o veterinario, o criador receberd aconselhamento e uma prescri¢cao do
antibidtico necessario, evitando assim o custo da analise. Este dispositivo parece, portanto, mais

adequado para exploragdes do que para clinicas veterinarias.
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