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RESUMO

GARCIA, B.L.N. 2021. Avaliacdo de meios de cultura cromogénicos para identificagdo
rapida de bactérias Gram-positivas causadoras de mastite [Evaluation of chromogenic
culture media for rapid identification of Gram-positive bacteria causing mastitis]. 2021. 74f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de Sdo Paulo, Pirassununga, 2021.

O objetivo do presente estudo foi avaliar o desempenho diagndstico (especificidade, Sp;
sensibilidade, Se; valor preditivo positivo, VPP; valor preditivo negativo, VPN; e acuracia,
Ac) de dois meios de cultura cromogénicos para identificacdo rapida de bactérias Gram-
positivas (Streptococcus uberis/Enterococcus spp.; Streptococcus agalactiae/dysgalactiae;
Staphylococcus aureus; Staphylococcus saprophyticus e Staphylococcus epidermidis)
causadoras de mastite subclinica (MSC) em vacas leiteiras. Para isso, foi avaliado o
desempenho dos meios de cultura cromogénicos seletivos para bactérias Gram-positivas (GP)
e Staphylococcus (S) (CHROMagar™, Paris — Franga) em amostras de leite provenientes de:
1) vacas com MSC durante a lactacdo (n = 504), e 2) vacas no periodo po6s-parto (PP) (7 £ 3
dias pos parto; n = 536). A identificacdo rapida das bactérias Gram-positivas nos meios de
cultura foi realizada por leitura visual da coloracdo das coldnias apds 24 h de incubacdo a
37°C. A identificacdo bacteriana por espectrometria de massas por MALDI-TOF MS de
isolados em agar sangue foi considerada a metodologia de referéncia para célculo de: Ac, Se,
Sp, VPP, VPN e coeficiente de concordancia Kappa de Cohen. O meio GP apresentou alta
acuracia de identificacdo de Streptococcus agalactiae/dysgalactiae tanto em amostras de
MSC (Se: 89,1%; Sp: 96,3% e Ac: 95,6%) quanto em amostras de vacas em PP (Se: 100%;
Sp: 99,0% e Ac: 99,1%). Resultados semelhantes foram observados para identificacdo de
Streptococcus uberis/Enterococcus spp. (Se: 90,5%; Sp: 92,5% e Ac: 92,3%) em amostras de
MSC e Se: 100%; Sp: 99,6% e Ac: 99,6% em amostras de vacas em PP com o uso do meio
GP. No entanto, o meio GP apresentou baixa Se (25,0% em amostras de MSC e 50,0% em
amostras de vacas em PP) na identificacdo de Staphylococcus aureus, apesar da alta Sp e Ac
(Sp: 98,3% e Ac: 95,4% em amostras de MSC e Sp: 99,4% e Ac: 98,9% em amostras de
vacas em PP). O meio de cultura S apresentou alta acuracia de identificacdo de
Staphylococcus aureus (Se: 80,0%; Sp: 98,8% e Ac: 98,0% em amostras de MSC e Se:
66,7%; Sp: 100% e Ac: 99,6% em amostras de vacas em PP), apesar de a baixa prevaléncia
dos patogenos Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus saprophyticus limitar inferéncias
sobre a acuracia da identificagdo destes patdgenos no meio S. Apesar da limitacdo do meio

GP na identificagdo de Staphylococcus aureus, os resultados de Se e Sp para Streptococcus



uberis/Enterococcus spp. e Streptococcus agalactiae/dysgalactiae foram, de forma geral,
elevados, e o desempenho diagndstico do meio S na identificagdo de Staphylococcus aureus
foi satisfatorio tanto em amostras de MSC quanto de PP. Portanto, os meios GP e S podem ser
alternativas viadveis para identificacdo rapida de agentes causadores de MSC e para

monitoramento de vacas PP em sistema de cultura microbiolédgica na fazenda.

Palavras-chave: Cultura na fazenda. Identificagdo microbioldgica. Mastite subclinica. Meios
de cultura cromogénicos. Qualidade do leite.



ABSTRACT

GARCIA, B.L.N. 2021. Evaluation of chromogenic culture media for rapid identification
of Gram-positive bacteria causing mastitis [Avaliacdo de meios de culturas cromogénicos
para identificacdo rapida de bactérias Gram-positivas causadoras de mastite]. 2021. 74f.
Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
Universidade de S&o Paulo, Pirassununga, 2021.

The aim of the present study was to evaluate the diagnostic performance (specificity, Sp;
sensitivity, Se; positive predictive value, PPV; negative predictive value, NPV; and accuracy,
Ac) of two chromogenic culture media for rapid identification of Gram-positive bacteria
(Streptococcus  uberis/Enterococcus  spp.;  Streptococcus  agalactiae/dysgalactiae;
Staphylococcus aureus; Staphylococcus saprophyticus and Staphylococcus epidermidis) that
cause subclinical mastitis (SCM) in dairy cows. For this purpose, the performance of the
selective chromogenic culture media for Gram-positive (GP) and Staphylococcus (S)
(CHROMagar ™, Paris - France) in milk samples from: 1) cows with SCM during lactation (
n = 504), and 2) cows in the postpartum period (PP) (7 £ 3 days postpartum; n = 536). Rapid
identification of Gram-positive bacteria in the culture media was performed by visual
inspection of colony colors after 24 h of incubation at 37 ° C. The bacterial mass spectrometry
identification by MALDI-TOF MS of isolates on blood agar was considered the reference
methodology for calculating: Ac, Se, Sp, VPP, VPN and Cohen's Kappa coefficient of
agreement. The GP media showed high accuracy in the identification of Streptococcus
agalactiae/dysgalactiae both in samples of SCM (Se: 89.1%; Sp: 96.3% and Ac: 95.6%) and
in samples of cows in PP (Se: 100%; Sp: 99.0% and Ac: 99.1%). Similar results were
observed for the identification of Streptococcus uberis/Enterococcus spp. (Se: 90.5%; Sp:
92.5% and Ac: 92.3%) in samples of SCM and Se: 100%; Sp: 99.6% and Ac: 99.6% in PP
cow samples using the GP medium. However, the GP media showed low Se (25.0% in
samples of SCM and 50.0% in samples of cows in PP) in the identification of Staphylococcus
aureus, despite the high Sp and Ac (Sp: 98.3% and Ac: 95.4% in samples of SCM and Sp:
99.4% and Ac: 98.9% in samples of cows in PP). Culture media S showed high accuracy in
the identification of Staphylococcus aureus (Se: 80.0%; Sp: 98.8% and Ac: 98.0% in SCM
samples and Se: 66.7%; Sp: 100% and Ac: 99.6% in samples of cows in PP), although the low
prevalence of the pathogens Staphylococcus epidermidis and Staphylococcus saprophyticus
limit inferences about the accuracy of the identification of these pathogens in the S
environment. Despite the limitation of the GP media in the identification of Staphylococcus
aureus, the results of Se and Sp for Streptococcus uberis/Enterococcus spp. and



Streptococcus agalactiae/dysgalactiae were, in general, elevated, and the diagnostic
performance of S media in the identification of Staphylococcus aureus was satisfactory in
both SCM and PP samples. Thereforet GP and S media may be viable alternatives for the
rapid identification of SCM causing agents and for monitoring PP cows in on-farm

microbiological culture systems.

Key words: On-farm culture. Microbiological identification. Subclinical mastitis.
Chromogenic culture media. Milk quality.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1: ColoracGes caracteristicas de colénias de Streptococcus agalactiae/Streptococcus
dysgalactiae (A: azul turquesa); Streptococcus uberis/Enterococcus spp.(B: azul
escuro/metalico); Staphylococcus aureus (C: rosa/rosado) com crescimento em meio
de cultura Mastitis GP (CHROMagar™, Paris — Franga). .........cc.ccecveverenerienesnnnnnn 35

Figura 2: Coloragdes caracteristicas de colbnias de Staphylococcus aureus.(A: rosa);
Staphylococcus epidermidis (B: incolor/rosada); Staphylococcus saprophyticus (C:
azul turquesa) com crescimento em meio de cultura Staphylococcus (CHROMagar™,
e R o - 0 [oF: ) SO 36

Figura 3: Comparacdao entre os resultados de identificacdo microbioldgica presuntiva dos
meios de cultura cromogénicos GP e Staphylococcus (CHROMagar™, Paris — Franca)
e a identificacdo microbioldgica por MALDI-TOF MS dos isolados em agar sangue
(teste padrdo) para determinacdo dos resultados verdadeiros positivos, verdadeiros
negativos, falsos positivos e falsos negativos e posterior avaliagdo do desempenho
diagndstico dos meios de cultura cromogénicos para amostras de mastite subclinica e
leite de vacas em POS PAIMO ........ccveiieiicee e 40


file:///C:/Users/Breno/Downloads/DISSERTACAO_BRENO_VERSAO_CORRIGIDA%20CF%2022-03.docx%23_Toc67383970
file:///C:/Users/Breno/Downloads/DISSERTACAO_BRENO_VERSAO_CORRIGIDA%20CF%2022-03.docx%23_Toc67383970
file:///C:/Users/Breno/Downloads/DISSERTACAO_BRENO_VERSAO_CORRIGIDA%20CF%2022-03.docx%23_Toc67383970
file:///C:/Users/Breno/Downloads/DISSERTACAO_BRENO_VERSAO_CORRIGIDA%20CF%2022-03.docx%23_Toc67383970
file:///C:/Users/Breno/Downloads/DISSERTACAO_BRENO_VERSAO_CORRIGIDA%20CF%2022-03.docx%23_Toc67383970
file:///C:/Users/Breno/Downloads/DISSERTACAO_BRENO_VERSAO_CORRIGIDA%20CF%2022-03.docx%23_Toc67383970
file:///C:/Users/Breno/Downloads/DISSERTACAO_BRENO_VERSAO_CORRIGIDA%20CF%2022-03.docx%23_Toc67383970

LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Frequéncia de isolamento de agentes causadores de mastite isolados a partir de
amostras de mastite subclinica inoculadas nos meios de cultura: 4gar sangue, Mastitis
GP e Staphylococcus, identificados através da metodologia MALDI-TOF MS.......... 44

Tabela 2: Frequéncia de isolamento de agentes causadores de mastite isolados a partir de
amostras de leite de vacas em pos-parto inoculadas nos meios de cultura: agar sangue
Mastitis GP e Staphylococcus, identificados através da metodologia MALDI-TOF
1Y TSRS 46

Tabela 3: Frequéncia de isolamento de microrganismos e desempenho: acuracia;
sensibilidade; especificidade; valor preditivo positivo; valor preditivo negativo e
coeficiente de concordancia Kappa de Cohen, K do meio cromogénico Gram-positivo
em amostras de leite de vacas com mastite subclinica (N = 504). .......cccceovovnirniiinnns 48

Tabela 4: Frequéncia de isolamento de microrganismos e desempenho: acuracia;
sensibilidade; especificidade; valor preditivo positivo; valor preditivo negativo e
coeficiente de concordancia Kappa de Cohen, K do meio cromogénico
Staphylococcus em amostras de leite de vacas com mastite subclinica (n = 504). ......50

Tabela 5: Frequéncia de isolamento de microrganismos e desempenho: acuracia;
sensibilidade; especificidade; valor preditivo positivo; valor preditivo negativo e
coeficiente de concordancia Kappa de Cohen, K do meio cromogénico Gram-positivo
em amostras de leite de vacas em pos-parto (N =536).......cccceerereiereneieneneseeneens 52

Tabela 6: Frequéncia de isolamento de microrganismos e desempenho: acuracia;
sensibilidade; especificidade; valor preditivo positivo; valor preditivo negativo e
coeficiente de concordancia Kappa de Cohen, K do meio cromogénico
Staphylococcus em amostras de leite de vacas em pds-parto (N = 536)..........cccceeneee. 54



BEN
CCS
CEUA
CMF
CONCEA
DEL
FMVZ
FN

FP

1M

K

KOH

MALDI-TOF MS

LISTA DE ABREVIATURAS

Balanco energético negativo

Contagem de células somaticas

Comité de ética de uso de animais

Cultura microbioldgica na fazenda

Conselho nacional de controle da experimentacdo animal
Dias em lactacao

Faculdade de medicina veterinaria de zootecnia
Falso negativo

Falso positivo

Infeccdo intramamaria

Coeficiente Kappa de Choen

Hidroxido de potassio

Espectrometria de massa por ionizagao e dessorcédo a laser assistida por

matriz através do tempo de voo

MC
MSC
NMC
PCR
PP
gPCR
SCN
Se
SNA
Sp
USP

Mastite clinica

Mastite subclinica

National Mastitis Council

Reacdo em cadeia da polimerase
Pds-parto

PCR em tempo real
Staphylococcus coagulase negativa
Sensibilidade

Staphylococcus nédo aureus
Especificidade

Universidade de Sao Paulo



VN Verdadeiro negativo
VP Verdadeiro positivo
VPN Valor preditivo negativo

VPP Valor preditivo positivo



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt se s 18
2. OBJIETIVOS ...ttt ettt bt be et e be e an e 19
2.1, OBUIETIVO GERAL .ottt ettt sttt st et b e sttt ee e 19
2.2, OBJETIVOS ESPECIFICOS ...t eeisses s sss st asses s s sssassasesnens 20
3. REVISAO DE LITERATURA ......cooiieeteeee ettt 20
3.1.  CLASSIFICACAO DA MASTITE ..ot ereesesteses s sesas s sssessesessesssssssanssnanes 20
3.1.1. MASHItE CHINICA ..o 21
3.1.2. MaStIte SUDCHIICA.......ceiviieiiiieieisie e 22

3.2. DISTRIBUICAO DA OCORRENCIA DE MASTITE SUBCLINICA ......ooeveveeeeereveren. 23
3.2.1. Ocorréncia de MSC durante a laCtagao .........cccoevereririnerinieeee e 23
3.2.2. Mastite em periodo POS-Parto (PP).......ccciiiiiiiiiiieeeseees e 25

3.3. METODOS DE IDENTIFICACAO DOS PATOGENOS CAUSADORES DE MASTITE.... 26
3.3.1. Cultura MiCrobIOIOQICA. .......ccveiiiirieie e 26

3.3.2. Espectrometria de massas por MALDI-TOF MS.........ccccoc i, 28

3.3.3. Técnicas de biologia molecular aplicadas a identificacdo de agentes

CAUSAAONES AA MASTITE .....vviiieiec ettt eate e e e e s ear e e s eaaeesneeeans 28
3.3.4. Sistemas de Cultura Microbiolégica na Fazenda (CMF) .........ccccooeoviincnnenns 30
3.3.4.1. Uso de Meios de Cultura Cromogénicos Na CMF..........cccccuveeieciieeeecieee et ecieee e 32
4, MATERIAL E METODOS ..o ittt eeeeeeeee et et e et et ee et aeeeeeee et et aeaeeeesenananens 33
41. LOCAL, INSTALAQOES, SELE(;AO DE VACAS E COLETA DE AMOSTRAS. .......... 33
4.2.  MEIOS DE CULTURA CROMOGENICOS .....coooieirecieeeeeeieeesee s nessesessas s 34
4.3. AVALIA(;AO DE MEIOS DE CULTURA CROMOGENICOS PARA IDENTIFICA(;AO
DE AGENTES CAUSADORES DE MASTITE ..ottt 36
4.4. IDENTIFICACAO BACTERIANA POR MALDI-TOF MS.....ooiiiiieeiiiesieeseseereseeeenns 37
45.  ANALISE ESTATISTICA ..ottt eses s ses s ssassenans 38
D, RESULTADOS ...ttt ettt ettt et et e s aa e sbe et e e beesbeantesneenas 42
5.1. FREQUENCIA DE ISOLAMENTO ettt e e e e e 42
52. DESEMPENHO DIAGNOSTICO ..ot eeeeeeeeteteteteeeeeeeeseeeeeeeeeeeseseeeeeeesesesessas 46

B.  DISCUSSAD ... oo e ettt e e e e e e et e et et e e e e e e er e, 55



7. CONCLUSAO .o e ettt e e et et e e e r e en e,

REFERENCIAS



18

1. INTRODUCAO

Mastite € a doenca que mais acarreta prejuizos a bovinocultura leiteira (RUEGG,
2017). A forma mais prevalente da doenca é a mastite subclinica (MSC) (PUMIPUNTU et al.,
2017), que resulta na diminuicdo da producdo de leite, aumento na contagem de células
somatica (CCS) e aumento do risco de ocorréncia de casos de mastite clinica (MC) durante a
lactacdo (REKSEN, 2006; BORNE et al., 2011; BORNE et al., 2019).

A disseminagdo da MSC no rebanho ocasiona perdas econdmicas diretas e indiretas
na rentabilidade das fazendas, associadas em especial a diminuicdo da producdo de leite
(GONCALVES et al., 2018a; HOGEVEEN et al., 2011). Estas perdas sdo ainda agravadas
guando os agentes causadores de MSC sdo bactérias de transmissdo contagiosa, que podem
ser transmitidas entre vacas de um mesmo rebanho (CERVINKOVA et al., 2013) e, nesse
sentido, o controle da disseminacdo da MSC € essencial para a rentabilidade da producéo
leiteira. Para que este controle seja feito de forma eficiente, a identificacdo rapida e assertiva
dos agentes causadores de mastite é fundamental.

A cultura microbioldgica do leite em laboratérios especializados € o método padréao de
identificacdo dos agentes causadores de mastite. No entanto, este método de identificacdo
ainda é pouco utilizado em rebanhos leiteiros (MCCARRON et al., 2009b). Os principais
entraves para uso da cultura microbioldgica laboratorial sdo as limitacGes de logistica e de
custo de envio das amostras, € 0 tempo da andlise até a obtencdo dos resultados que pode ser
de 3 - 5 dias (LAGO et al., 2011a). Alternativamente, a cultura microbioldgica na fazenda
pode ser usada para identificacdo rapida dos patdgenos causadores, o que possibilita maior
agilidade na tomada de decisdes para tratamento e medidas preventivas ou de controle da
mastite (MCCARRON et al., 2009b). A identificacdo rapida e precisa dos patdgenos
causadores de MSC pode auxiliar na orientagdo de medidas de contencdo do patdgeno no
rebanho, tratamentos estratégicos para a infecdo intramamaria (11M), quando o tratamento €
viavel, ou secagem seletiva das vacas (LAGO, 2009).

Meios de cultura cromogénicos sdo alternativas de identificagdo microbioldgica
rapida, pois permitem diferenciar presuntivamente espécies e/ou grupos bacterianos de acordo
com a coloragdo das coldnias, com menor necessidade de realizagdo de testes bioquimicos
(PERRY, 2017). Enzimas especificas produzidas de acordo com o metabolismo de
microrganismos reagem com componentes presentes nos meios de cultura cromogénicos, o

que promove a formacgédo de cromoforos, responsaveis por alterar a coloracdo das colbnias e
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possibilita a identificacdo bacteriana (GANDA et al., 2016). Estes meios apresentam
desempenho superior aos demais métodos rapidos microbioldgicos convencionais (e.g.,
Triplacas Minnesota Easy System; Quadriplacas Mastitis SSGN) em relacdo a especificidade
(Sp), sensibilidade (Se) e acuracia (Ac; FERREIRA et al., 2018), além de identificar
contaminacdo nas amostras de forma mais eficiente (GRIFFIOEN et al., 2018), o que
minimiza a ocorréncia de falsos positivos na identificacdo dos agentes. O uso de meios
cromogénicos para deteccdo de Staphylococcus aureus em amostras de leite de MC
apresentou 90% de Se e 99% de Sp (GRANJA, 2020). O uso de meios de cultura
cromogénicos na rotina das fazendas é uma alternativa para identificacdo rapida de mastite
subclinica, porém ainda ndo foi avaliada a eficacia destes meios para amostras de MSC, e para
0 monitoramento de vacas em pos-parto (PP), periodo em que se manifestam novas 1IM ou
mesmo as ndo curadas durante o periodo seco (ARRUDA et al., 2013).

Considerando a praticidade e rapidez na obtengdo dos resultados, 0os meios
cromogénicos sdo uma abordagem eficiente e inovadora para sistemas de cultura
microbioldgica na fazenda (CMF). Dessa forma, a hipdtese do presente estudo é de que 0s
meios cromogénicos Mastitis GP e Staphylococcus (CHROMagar ™, Paris - France),
seletivos para bactérias Gram-positivas (GP) e Staphylococcus spp. (S) respectivamente,
apresentam desempenho diagndstico satisfatorio em comparacdo ao método de identificacdo
padrdo (cultura e identificacdo microbioldgica por MALDI-TOF MS) para identificacdo

rapida dos principais agentes causadores de MSC durante a lactacdo e no PP.

2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o desempenho diagnéstico [Se; Sp; valor preditivo positivo (VPP); valor preditivo
negativo (VPN) e Ac] de meios de cultura cromogénicos para identificacdo presuntiva dos
principais agentes Gram-positivos causadores de MSC (Streptococcus uberis; Streptococcus
agalactiae;  Streptococcus dysgalactiae;  Staphylococcus aureus;  Staphylococcus

saprophyticus e Staphylococcus epidermidis).
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2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Avaliar a Sp, Se e Ac de dois meios de cultura cromogénicos seletivos para bactérias
Gram-positivas (GP) e Staphylococcus (S) para identificacdo microbioldgica presuntiva de
agentes causadores de mastite em: a) amostras de leite de MSC durante a lactacdo; b)
amostras de leite de vacas 7 + 3 dias PP.

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. CLASSIFICACAO DA MASTITE

A mastite bovina caracteriza-se pela inflamacdo da glandula maméria, causada
principalmente por infec¢des bacterianas. As novas infec¢fes intramamarias ocorrem quando
microrganismos invadem a glandula mamaria pelo canal dos tetos e utilizam os substratos da
secrecdo lactea para sua multiplicacio (HOGAN; SMITH, 2003). A mastite pode ser
classificada de acordo com a forma de apresentacdo e com o tipo de agente causador
(CERVINKOVA et al., 2013). Quanto a forma de apresentacdo, a mastite pode se manifestar
como clinica (e.g., alteracdes visiveis no leite e/ou sinais de inflamagdo no quarto mamario
acometido) ou subclinica (e.g., alteragdes na composicdo do leite sem a presenca de sinais
clinicos) (DE VLIEGHER; OHNSTAD; PIEPERS, 2018). Quanto ao tipo de agente causador,
a mastite pode ser classicamente classificada em contagiosa (e.g., Streptococcus agalactiae,
Corynebacterium bovis, Staphylococcus aureus e Mycoplasma spp.) ou ambiental (e.g.
Streptococcus uberis, Streptococcus dysgalactiae e Enterococcus spp.) (CERVINKOVA et
al., 2013), apesar de atualmente esta classificacdo ndo ser considerada absoluta, pois alguns
agentes apresentam ambos as formas de transmissao (eg. Streptococcus dysgalactiae) (FOX;
GAY, 1993).

Os patogenos de perfil de transmissdo contagiosa (e.g., Staphylococcus aureus e
Streptococcus agalactiae) sdo as principais causas associadas com a MSC, por serem
adaptados a glandula mamaria (CERVINKOVA et al.,, 2013). Além destes, o grupo dos
Streptococcus ambientais também s&o causas frequentes de MSC. Por outro lado, coliformes e
bactérias Gram-negativas geralmente manifestam-se na forma clinica (HARMON, 1994).

Sendo assim, o diagnéstico rapido e preciso dos agentes causadores da mastite possibilita
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adequar tratamentos bem como as medidas de manejo, o que objetiva o0 sucesso no controle da

mastite.

3.1.1. Mastite clinica

A MC manifesta-se por alteracdes nas caracteristicas do leite e/ou sinais clinicos
aparentes na glandula maméria. Associam-se a MC anormalidades no aspecto do leite
(grumos, sangue ou pus); do Ubere (vermelhiddo e inchaco) (REES; HEUWIESER, 2017) e
sinais clinicos como febre, letargia e desidratacio (FOGSGAARD; BENNEDSGAARD;
HERSKIN, 2015).

Os principais agentes causadores de MC sdo transmitidos a partir do ambiente. Dentre
estes se destacam bactérias Gram-negativas e espécies de Streptococcus, que podem ter
transmissdo tanto ambiental quanto contagiosa (e.g. Streptococcus uberis e Streptococcus
dysgalactiae; ZADOKS; SCHUKKEN, 2006).

Enterobactérias tem alta prevaléncia como causa de MC por serem encontradas
amplamente nas fezes de bovinos, apresentando grande potencial de contaminagdo ambiental
dos tetos. Escherichia coli € um dos patdgenos mais prevalentes como causa de MC,
associando-se a processos infecciosos de gravidade variada (BOGNI et al., 2011). Klebsiella
spp. também é pertencente ao grupo das enterobactérias e pode estar associada a casos mais
graves e de longa duracdo (ZADOKS et al., 2011).

De acordo com a gravidade do processo infeccioso, a MC pode ser classificada em
escores: leve (escore 1), moderada (escore 2) e grave (escore 3). Sdo considerados escore 1 0s
casos que apresentam apenas alteracdes fisicas no leite (e.g., presenca de grumos, alteracdes
na cor e viscosidade); escore 2 0s que apresentam alteracGes fisicas no leite e perceptiveis
sinais inflamatdrios no Ubere (e.g., enrijecimento, edema, dor e rubor localizado) e escore 3 0s
gue apresentam anormalidades fisicas no leite, sinais inflamat6rios no Ubere e sintomatologias
sisttmicas (e.g., temperatura >39,5°C, inapeténcia, desidratacdo, atonia ruminal e anorexia)
(WENZ; GARRY; BARRINGTON, 2006). A avaliacdo da gravidade da MC é uma etapa
essencial para as decisdes dos protocolos de tratamento e medidas de controle mais
especificos e eficazes (ROYSTER et al., 2014).

Os sinais clinicos e alteragBes visuais associados & MC facilitam a identificacdo da
enfermidade durante os procedimentos de ordenha (MOREIRA et al., 2018) o que
proporciona a adocdo rapida de protocolos de tratamento (SWINKELS et al., 2015).
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Adicionalmente, os casos de MC leves e moderados causados por bactérias Gram-negativas
apresentam elevada cura espontanea, ndo sendo recomendada a antibioticoterapia na maioria
destes casos, quanto esta disponivel a identificagdo microbiologica na fazenda (TOMAZI et
al., 2018).

3.1.2. Mastite subclinica

A MSC é a forma mais prevalente da doenca nos rebanhos leiteiros, podendo ser 40
vezes mais comum do que a forma clinica (PUMIPUNTU et al., 2017). Caracteriza-se pela
inflamacéo da glandula mamaria sem que haja alteracdes visiveis no leite e no Ubere das vacas
acometidas (DAMM; CLEMENTS, 2017). Com a resposta inflamatdria da glandula mamaria
frente a injdria causada pelos agentes patogénicos, ha o recrutamento de células de defesa ao
sitio inflamatdrio na glandula mamaria. O aumento das células de defesa, juntamente a
descamacédo de celulas do epitélio secretor dos alvéolos, leva ao aumento da contagem de
células somaticas (CCS; HARMON, 1994). A CCS é importante indicador de MSC em
rebanhos e vacas leiteiras e vem sendo amplamente utilizada para estimar a prevaléncia e a
incidéncia da mastite subclinica nos rebanhos e vacas leiteiras (BUSANELLO et al., 2017).
Vacas com CCS < 200.000 células/mL em amostras compostas tém auséncia de inflamacéo
intramamaria, enquanto que valores superiores sdo indicativo de ocorréncia de mastite
subclinica (DURR et al., 2008; GONCALVES et al., 2018).

Vacas com MSC produzem menos leite, apresentam alta CCS, tém maior
probabilidade de desenvolverem MC e, consequente, maior risco de descarte precoce do
rebanho (REKSEN, 2006; BORNE et al., 2011; BORNE et al., 2019), o que acarreta perdas
econdmicas, impactando negativamente a rentabilidade da producdo leiteira (GONCALVES
et al., 2018a; HOGEVEEN et al., 2011). Os prejuizos causados pela enfermidade sdo maiores
quando os principais agentes relacionados a MSC sdo as bactérias contagiosas
(CERVINKOVA et al., 2013), pois ha risco de transmissdo destes agentes entre as vacas do
rebanho. Vacas com MSC podem, ainda, servir como reservatorios, o que facilita a

transmisséao as vacas sadias (RATO et al., 2009).
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3.2. DISTRIBUICAO DA OCORRENCIA DE MASTITE SUBCLINICA

3.2.1. Ocorréncia de MSC durante a lactacao

A MSC durante a lactacdo causa prejuizos diretos e indiretos a rentabilidade da
producdo leiteira. A perda de producdo é considerada o maior custo associado a MSC
(SEEGERS et al., 2003), representando aproximadamente de 70 a 80% dos custos totais
associados a enfermidade (HUIJPS; LAM; HOGEVEEN, 2008). No Brasil, estima-se que as
perdas de producéo causadas por MSC variem de 1,4 a 4,8%, para uma primipara, e de 4,8 a
10,4% para uma multipara (GONCALVES et al., 2018b). Concomitantemente, a ocorréncia
de casos de MSC no rebanho pode levar ao aumento na CCS do tanque, 0 que também
acarreta perdas na rentabilidade na producéo. Observa-se diminuicdo da receita/vaca/ano de $
228,5 e diminuicdo de $ 138,6 no lucro/vaca/ano proporcionalmente para cada aumento de
uma unidade de log de CCS do tanque (GONCALVES et al., 2020).

Ademais, quando a MSC ¢é causada por bactérias contagiosas, ha alto risco de
disseminacdo rapida do patégeno no rebanho (CERVINKOVA et al., 2013), o que torna
fundamental a adocdo rapida de medidas de controle do contagio. O tratamento da MSC
durante a lactacdo s6 € indicado em casos especificos, em que o agente causador responda de
forma efetiva a antibioticoterapia, sendo passivel de erradicagio no rebanho (eg.
Streptococcus agalactiae) (KEEFE, 2012). Nos demais casos, o tratamento durante a lactacdo
pode ser ineficaz, ou inviavel do ponto de vista financeiro, sendo mais indicado o tratamento
na secagem, gque apresenta maior eficacia, podendo apresentar taxa de cura <90% (FREU et
al., 2020; NATZKE, 1971). Por estes motivos, as principais medidas de controle da MSC em
rebanhos leiteiros demandam a identificacdo rapida dos patdégenos causadores, para a ado¢do
das medidas adequadas para cada caso.

Staphylococcus aureus € uma das principais causas de MSC em rebanhos leiteiros
(80 - 100% dos rebanhos tém pelo menos uma vaca positiva, com estimativa de 5 a 10% das
vacas infectadas) (PUMIPUNTU et al., 2017). Com grande capacidade de transmisséo, este
patdgeno associa-se a casos de MSC crénicos, de dificil tratamento e com taxas de cura
inferiores a 25% (MISRA et al., 2018). Adicionalmente, Staphylococcus aureus apresenta
elevada resisténcia aos antimicrobianos, dificultando o tratamento (OBAIDAT; BANI
SALMAN; ROESS, 2018). A aquisicdo de material genético de outros microrganismos por
transmissdo horizontal possibilita a Staphylococcus aureus a obtencdo de genes capazes de
codificar a resisténcia a multiplos antimicrobianos (PANTOSTI; SANCHINI; MONACO,
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2007; OBAIDAT; SALMAN; ROESS, 2017). Somado a isto, a capacidade de Staphylococcus
aureus de producdo de biofilme proporciona de 10 a 10.000 vezes mais protecdo contra
antimicrobianos, comparativamente aos microrganismos sem a capacidade de producdo de
biofilme (GOMES; FERREIRA; HENRIQUES, 2019).

Streptococcus agalactiae, assim como Staphylococcus aureus, apresenta transmissao
contagiosa, demandando controle preventivo e estratégico, com objetivo de reduzir novas
infeccbes (CERVINKOVA et al., 2013). As IIM causadas por Streptococcus agalactiae
caracterizam-se por casos cronicos e subclinicos, com alta CCS (REYES et al., 2015),
episodios intermitentes de MC (LEELAHAPONGSATHON; SCHUKKEN, 2014),
diminuicdo na producéo de leite (WILSON et al., 1997; ROSSI et al., 2018) e alto contagio
(LEELAHAPONGSATHON et al., 2016). Devido a grande capacidade de disseminacdo entre
vacas de um mesmo rebanho, a rapida identificacdo das vacas infectadas é essencial para o
controle destes agentes em fazendas leiteiras. O tratamento dos casos de MSC causada por
Streptococcus agalactiae durante a lactacdo pode ser indicado, visto que Streptococcus
agalactiae é patdgeno obrigatério do Ubere e altamente responsivo aos antimicrobianos
(~95% de cura). A erradicacdo deste agente no rebanho através de identificacdo e tratamento
das vacas infectadas é, portanto, possivel. (KEEFE, 2012).

Streptococcus ambientais sdo incluidos entre os principais grupos de bactérias
causadores de mastite bovina, sendo responsaveis por de 13 a 44% dos casos (RUEGG,
2012). Streptococcus dysgalactiae é uma importante causa de MSC de origem ambiental
(LUNDBERG et al.,, 2016). Associam-se a IIM por este patdgeno: aumentos na CCS,
diminuicdo na producgéo de leite e maior risco de descarte precoce de vacas positivas para
Streptococcus dysgalactiae (WHIST; O. OSTERA’S; SOLVERGD, 2007). Apesar da
transmissdo predominantemente ambiental, padrdes de infeccdo semelhantes aos de
Staphylococcus aureus foram observados em Streptococcus dysgalactiae, o que sugere que
em alguns rebanhos ocorra transmissédo contagiosa (FOX; GAY, 1993). Adicionalmente, a
variacdo genotipica de Streptococcus dysgalactiae isolado de mastite € maior do que a de
Staphylococcus aureus (LUNDBERG et al.,, 2016), o que propicia a alta capacidade de
disseminacédo nos rebanhos.

Streptococcus uberis € um dos principais agentes causadores de MSC em vacas
leiteiras (ZADOKS; MIDDLETON, 2011). Apesar de apresentar transmissdo contagiosa entre
vacas no rebanho (ZADOKS; SCHUKKEN, 2006), Streptococcus uberis tem no ambiente o
principal reservatorio. Por esse motivo, as condi¢cbes de higiene das instalacdes e bons

procedimentos de ordenha sdo medidas necessarias para o controle deste patégeno (SAMSON
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et al.,, 2016; BARKEMA et al., 1999). Contudo, quando o controle ndo é bem-sucedido,
ocorrem casos de infeccdo cronica. O uso de terapias estendidas em casos de mastite cronica,
apesar de ser indicado em alguns casos (OLIVER et al., 2004), pode levar ao aumento da
resisténcia de Streptococcus uberis aos antimicrobianos, dificultando ainda mais o controle no
rebanho (ERSKINE; WAGNER; DEGRAVES, 2003; OLIVER; MURINDA, 2012). Vacas de
primeira ou segunda lactacdo tendem a responder melhor ao tratamento do que vacas mais
velhas (SAMSON et al., 2016). Medidas preventivas e 0 conhecimento do patdégeno no

principio da infecdo sdo fundamentais para as acdes de controle e profilaxia.

3.2.2. Mastite em periodo pos-parto (PP)

Ap0s o0 parto, as vacas podem passar por um periodo de balanco energético negativo
(BEN). A incapacidade de consumir a quantidade de energia necessaria para a mantenca e
producdo de leite, leva a mobilizacdo das reservas energéticas em tecido adiposo, acarretando
desordens metabolicas como o aumento sérico de acidos graxos ndo esterificados e cetonemia
(PINEIRO et al., 2019). O grau de intensidade do BEN no inicio do PP e a rapidez de
recuperacdo das vacas sdo preponderantes para a salude e a produtividade das vacas, em
especial as de alta producéo (REIST et al., 2002).

As alteracGes metabolicas do PP estdo associadas com imunossupressdo, € outros
fatores estressores, 0 que reduz a capacidade de resposta imune contra as [IMs (AMARAL et
al., 2011). Teores plasmaticos aumentados de &cidos graxos ndo esterificados e beta-
hidroxibutirato prejudicam a migracao e atividade fagocitica de leucécitos polimorfonucleares
na glandula mamaria, o que aumenta o risco de novos casos de mastite (HUSZENICZA et al.,
2004; SURIYASATHAPORN et al., 1999). Contudo, em periodos curtos de BEN, a
quimiotaxia e a atividade leucocitéaria na glandula mamaria ndo é afetada, o que indica uma
associacao entre a duracdo e gravidade do BEN e a capacidade funcional dos leucécitos na
glandula mamaria de vacas em PP (SURIYASATHAPORN et al., 2000).

Alem da mastite outras desordens metabolicas podem estar relacionadas ao PP:
edema do Ubere, edema dos tetos, sangue no leite, ou vazamento de leite (WAAGE et al.,
2001). Esta associacdo é explicada parcialmente pela piora nas condigdes da extremidade dos
tetos, comprometimento das fungdes do esfincter do teto e diminuicdo nas condigdes e higiene
de ordenha (MORRISON; DEVRIES; LEBLANC, 2018). Contudo, as causas destas

desordens metabolicas e sua relagdo com a mastite ndo foram completamente elucidadas. Em
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novilhas, os casos de mastite nas primeiras semanas PP aumentam o risco de novos casos
futuros. Os tetos menores do que 35 mm e/ou com didametro menor do que 18 mm s&o fatores
de conformagéo predisponentes a mastite nesses animais (KROMKER et al., 2012).

O periodo seco também tem influencia na ocorréncia de casos de mastite no PP. A
presenca de 1IM pré-existente, se ndo curada durante o periodo seco, aumenta o risco de MC
na proxima lactacdo. Além disso, novas infecgBes intramamérias também podem ocorrer
durante o periodo seco, manifestando-se clinicamente, principalmente, no inicio da proxima
lactacdo (ARRUDA et al., 2013). Estima-se que 55% das IIM de transmissd@o ambiental
associadas ao periodo seco persistem a lactacdo, podendo causar quadros de MC
(TODHUNTER; SMITH; HOGAN, 1995).

O tratamento da mastite PP deve ser baseado na avaliacdo se a vaca possui fatores de
risco que indicam que a antibioticoterapia sera eficaz. A administracdo de antibidticos
intramamarios de curta duracdo, pode ser considerada em casos leves e moderados nas vacas
mais velhas. No entanto, nas vacas com historico de sucessivos casos de MC ndo graves,
pode-se realizar a espera vigilante (RUEGG, 2018). O conhecimento dos patdgenos
causadores de mastite tambem é relevante na decisao sobre tratamento no PP. Em novilhas, ha
maior prevaléncia de Staphylococcus coagulase negativa (SCN) no PP (KROMKER et al.,
2012), cujo tratamento geralmente ndo é recomendado, apenas espera vigilante. A
identificacdo microbioldgica é, portanto, necessaria para o controle da mastite PP.

3.3. METODOS DE IDENTIFICACAO DOS PATOGENOS CAUSADORES DE
MASTITE

3.3.1. Cultura Microbioldgica

A CM ¢ o método padrédo para identificacdo de agentes causadores de mastite, sendo
realizada em amostras de leite de tanque e/ou amostras individuais por vaca ou por quarto
mamario (ADKINS, 2018). O método consiste da inoculacdo de 10 pL de leite em meio de
cultura ndo seletivo (Agar sangue), seguida por incubac&o a 37°C por 24 - 48h (NMC, 2017).
Posteriormente, sdo realizadas leituras para avaliacdo fenotipica do crescimento das colonias,
levando-se em consideragdo os seguintes aspectos: nimero de coldnias, tamanho, morfologia,
pigmentacdo e hemdlise. Em alguns casos, as caracteristicas morfologicas, associadas a

capacidade de crescimento em meios seletivos sdo suficientes para direcionar a identificacdo
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do microrganismo em nivel de género ou espécie (TANG e STRATTON, 2006). No entanto,
testes bioquimicos podem ser necessarios para a identificacdo definitiva dos agentes
causadores de mastite (PERRY, 2017).

Ap0s o isolamento primario, a identificacdo de microrganismos consiste em submeter
as colbnias ao teste do Hidroxido de Potéssio (KOH) para diferenciacdo de bactérias Gram-
positivas (negativas para o teste) e Gram-negativas (positivas para o teste). E realizado o teste
da catalase para diferenciacdo entre os grupos Streptococcus spp. (catalase negativa) e
Staphylococcus spp. (catalase positiva). A morfologia dos microrganismos pode ser avaliada
por microscopia optica e coloracdo de Gram, sendo possivel diferenciar cocos e bastonetes e
identificar microrganismos com morfologia caracteristica (e.g., Corynebacterium spp.).

Cocos Gram-positivos catalase-positiva, identificados como Staphylococcus spp. sdo
submetidos ao teste da coagulase e, de acordo com o resultado, classificados em dois grupos:
Staphylococcus coagulase negativa e Staphylococcus coagulase positiva. Isolados coagulase-
positiva sdo submetidos ao teste de aglutinagdo em latex, utilizado para diferenciacdo entre
Staphylococcus aureus (resultado positivo) e Staphylococcus coagulase positiva ndo-aureus
(resultado negativo).

Cocos Gram-positivos catalase-negativa, identificados como Streptococcus spp. sdo
submetidos ao teste Christie, Atkins, Munch-Petersen (CAMP)/esculina. O teste consiste em
agar sangue enrigquecido com esculina, no qual uma cepa ATCC de Staphylococcus aureus é
inoculada de forma retilinea no meio da placa, e a cepa a ser testada é inoculada em sentido
perpendicular proxima a Staphylococcus aureus. O escurecimento do meio indica esculina
positiva, enquanto que a interacdo da cepa com a hemdlise de Staphylococcus aureus indica
CAMP positivo. Isolados CAMP-positivo/esculina-negativa séo identificados como
Streptococcus agalactiae, CAMP-negativo/esculina-negativa sdo diagnosticados como
Streptococcus dysgalactiae. Isolados esculina-positivos sdo submetidos ao teste da bile
esculina em que Streptococcus uberis apresenta resultado negativo e Enterococcus spp.
apresentam resultado positivo (NMC 2017).

Contudo, o uso da CM apresenta alguns entraves que dificultam sua execugdo na
rotina das fazendas leiteiras. A logistica de envio de amostras ao laboratério e o tempo
necessario para a emissdo do laudo de identificacdo microbiana (de 5 a 7 dias), geram custos
com descarte de leite, e piora no quadro de mastite, levando a decisfes inespecificas com
relacdo a tratamentos (LAGO et al., 2011Db).
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3.3.2. Espectrometria de massas por MALDI-TOF MS

A espectrometria de massa por ionizacdo e dessorcdo a laser assistida por matriz
através do tempo de voo (MALDI-TOF MS) é um método rapido de deteccdo de bactérias e
leveduras em microbiologia clinica, com grande aplicabilidade e potencial de expansdo na
rotina dos laboratdrios (BRAGA et al., 2013). As espécies de microrganismos apresentam um
fingerprint (impressédo digital) Gnico e caracteristico, constituido por seu perfil de proteinas
ribossomais. Este conjunto de proteinas pode ser utilizado para identificacdo do género e da
espécie bacteriana através da comparacdo com um banco de dados pré-estabelecido (WIRTH
et al.,, 2012). Dessa forma, MALDI-TOF MS é uma ferramenta simples e répida de
identificacdo de agentes causadores de mastite (BARCELOS et al., 2019).

Apds a extracdo das proteinas ribossomais, a amostra € misturada a matriz constituida
de acido a-ciano-4-hidroxicindmico diluido em 50% de acetonitrilo e 2,5% de &cido
trifluoroacético. A mistura entre a amostra e a matriz, apos cristalizagdo, € analisada por
MALDI-TOF MS e levada a dessor¢do e ionizacdo pela energia a laser. Os ions séo
acelerados através de um campo eletromagnético em um tubo de vacuo (tubo de v6o). O
tempo de voo necessario para os ions atingirem o detetor depende da relacdo massa e a carga
do ion, sendo que ions menores viajam mais rapido que os maiores. Os espectros gerados
resultam no fingerprint do microrganismo que é comparado ao banco de dados do software
para a identificacdo do agente (DE CAROLIS et al., 2014; BARREIRO et al., 2010).

A metodologia MALDI-TOF MS apresenta-se como uma alternativa rapida e eficiente
em termos de materiais e mdo de obra na identificacdo microbiolédgica laboratorial da mastite
(NONNEMANN et al., 2019). Experimentalmente, jA foram obtidos resultados de
identificacdo para agentes causadores de mastite a partir do leite, sem necessidade de cultura
microbioldgica prévia (BARREIRO et al., 2017), contudo este método precisa de mais

estudos e ainda ndo é aplicado na rotina dos laboratorios.

3.3.3. Técnicas de biologia molecular aplicadas a identificacdo de agentes causadores da

mastite

As técnicas de biologia molecular sdo alternativas para a identificacdo com alta
precisdo e rapidez agentes causadores de mastite, tanto quantitativa quanto qualitativa,
podendo ser feitos diretamente pelas amostras de leite, sem necessidade de cultura

microbiologica prévia. (EL-SAYED et al., 2017). O emprego destas técnicas é uma
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alternativa viével para a identificacdo de agentes de dificil deteccdo através dos métodos
convencionais de identificagdo microbioldgica (eg. Mycoplasma spp.) (CANTEKIN et al.,
2014).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) €, dentre as técnicas moleculares, uma das
mais importantes do ponto de vista da mastite. A técnica consiste na utilizacdo de primers
especificos para cada patdgeno, que se ligam a sequéncias predeterminadas do DNA alvo
presente na amostra, amplificando-o. Através da amplificacdo destas sequencias, Unicas para
0 microrganismo, pode ser realizada a identificagdo em nivel de espécie ou subespécie (EL-
SAYED et al., 2017).

Similarmente a técnica de PCR convencional, a PCR em tempo real (QPCR) também
detecta microrganismos em amostras de leite através da amplificacdo de sequencias de DNA
alvo, porém ndo necessita de confirmacdo da amplificacdo por gel de eletroforese,
promovendo, em oposic¢do, um resultado quantitativo, estimado a partir do nimero de ciclos
necessario para a emissdo de um sinal de fluorescéncia (associado ao numero de
amplificacbes da sequéncia de DNA alvo). A gPCR permite estabelecer um limite
quantitativo de deteccdo de microrganismos (e.g., Staphylococcus aureus e Escherichia coli)
em uma amostra de leite com mastite (CHANDRASHEKHAR et al., 2015), e pode ser usada
para a deteccdo de agentes causadores de mastite (eg. Staphylococcus aureus) em amostras de
tanque alta Se e Sp (SYRING et al., 2012).

Outra importante técnica de biologia molecular que pode ser empregada na
identificacdo de agentes causadores de mastite é o sequenciamento do gene do RNA
ribossomal 16S (16S rRNA). A técnica é considerada o método de referéncia na identificacéo
bacteriana, sendo amplamente aplicada com finalidade taxonémica e filogenética (BECKER
et al., 2004; LANGE et al., 2011). O sequenciamento do gene 16S permite a diferenciacéo
entre isolados fenotipicamente semelhantes, indistinguiveis pelos métodos tradicionais de
cultura microbioldgica (AJITKUMAR; BARKEMA; BUCK, 2012; BANNERMAN et al.,
1993; BECKER et al., 2004).

Os primeiros 500 pares de base do gene 16S rRNA sdo a faixa mais comum para a
identificacdo bacteriana, e sdo excelente alvo para Staphylococcus spp. (LANGE et al., 2015)
e Streptococcus spp. (RATO et al., 2009; WILSON; ADKINS, 2019). A capacidade de
diferenciacdo entre isolados fenotipicamente semelhantes como Streptococcus uberis e
Streptococcus parauberis (RATO et al., 2009) faz da técnica de sequenciamento do gene 16S
um método util e confiavel para confirmacgéo da identificacdo de isolados de microrganismos.

O uso de técnicas de biologia molecular em uma parcela das amostras é indicado na rotina de



30

identificacdo de agentes causadores de mastite a fim de aferir a dimens&o da margem de erro
do método laboratorial padréo de identificacdo da mastite (AKINEDEN et al., 2019).

As técnicas de biologia molecular sdo de evidente utilidade no controle da mastite,
mas apresentam alguns entraves praticos. O elevado custo por amostra para a identificacdo
microbioldgica, assim como a necessidade de equipamentos e métodos muito especializados
dificulta a aplicacdo destas técnicas na rotina diagndstica dos rebanhos leiteiros. A
aplicabilidade da biologia molecular para o controle da mastite se da, em geral, em agentes
especificos de dificil identificagdo (e.g. Mycoplasma spp.) (CANTEKIN et al., 2014) e no
ambito experimental. Para a implementacdo de rotina de identificacdo microbiol6gica nos
rebanhos sdo necessérias técnicas de maior aplicabilidade a campo.

3.3.4. Sistemas de Cultura Microbiolédgica na Fazenda (CMF)

Os sistemas de CMF na fazenda sdo ferramentas de identificagdo microbioldgica
rapida de agentes causadores MC e MSC aplicada a rebanhos leiteiros na propria fazenda
(LAGO; GODDEN, 2018). O método consiste no uso de meios de cultura seletivos para
diferenciar categorias e/ou espécies de agentes causadores de mastite, gerando resultados
rapidos: de 18 a 24 horas apds a coleta da amostra (ROYSTER et al., 2014; LAGO et al.,
2011a; GANDA et al., 2016). Apresar de ndo substituirem completamente e ndo apresentarem
a precisdo da cultura microbiolégica em laboratorio, a CMF € usada para orientar decisdes
estratégicas de tratamento da mastite e/ou medidas de manejo (ROYSTER et al., 2014).
Dentre as vantagens do uso da CMF destacam-se a ndo necessidade de envio de amostras
laboratoriais, rapida obtencdo de resultados e custo similar ao das culturas microbioldgicas
laboratoriais (GANDA et al., 2016; VIORA et al., 2014).

A realizacdo de tratamento seletivo de mastite clinica, com base na identificacéo
microbioldgica dos agentes causadores de mastite na propria fazenda, possibilita diminuicdo
do uso de antimicrobianos, sem acarretar prejuizos na eficacia dos tratamentos ou na saude e
produtividade das vacas (LAGO; GODDEN, 2018; LAGO et al., 2011a; RUEGG et al.,
2005). Com isso, ha diminuicdo dos custos associados a terapia da mastite, diminui¢do do
risco da presenca de residuo de antibidtico no leite e diminuicdo no potencial de
desenvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos em patdgenos causadores de mastite
(LAGO et al., 2011a; LAGO et al., 2011b).
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A abordagem de uso da CMF depende do objetivo visado pelo produtor, podendo a
cultura ser realizada em nivel de rebanho, vaca ou quarto mamario (BOGNI et al., 2011).
Varios sistemas de CMF foram avaliados para identificacdo dos agentes principais causadores
de mastite. Os meios de cultura mais simples inicialmente utilizados consistiam em placas de
agar sangue e McConkey que permitiam a diferenciacdo de microrganismos Gram-positivos e
Gram-Negativos (GANDA et al., 2016). Recentemente, com a evolucdo de novos e mais
sofisticados meios de cultura, tornou-se viavel a identificacdo presuntiva de patégenos quanto
a grupos, género e quanto a espécie (ROYSTER et al., 2014; FERREIRA et al., 2018).

Viora et al. (2014) avaliaram um Kit de identificacdo rapido de agentes causadores de
mastite (‘VetoRapid’, Vetoquinol) em comparagdo a analise laboratorial padrdo, para
identificar agentes causadores de mastite, e possibilitar a aplicacdo de programas de
tratamento seletivos em rebanhos leiteiros. Amostras de MC e MSC foram analisadas
segundo os dois métodos e a eficacia do kit foi avaliada por meio dos seguintes indicadores de
desempenho: Ac, Se, Sp, VPN, VPP e coeficiente Kappa. Foram obtidos resultados de Se e
Sp de 91% e 78%, respectivamente, para a capacidade de identificacdo de microrganismos
Gram-positivos. Os resultados indicaram que o método € adequado para direcionar o
tratamento seletivo da mastite a campo.

Adicionalmente, Lago et al. (2011a) avaliaram amostras de vacas diagnosticadas com
casos leves e moderados de MC por CMF. As vacas foram aleatoriamente distribuidas em 2
grupos, sendo um grupo no qual todas as vacas receberam tratamento para mastite, e um
grupo tratamento seletivo, no qual a utilizacdo ou ndo de antimicrobianos foi determinado
pelos resultados da cultura na fazenda. No grupo tratamento, a identificacdo microbioldgica
foi realizada pelo Minnesota Easy Culture System, que consiste em uma biplaca contendo
agar McConkey (seletivo para bactérias Gram-negativas) e agar Factor (seletivo para bactérias
Gram-positivas). Ndo foi observada diferenca entre os grupos em relacdo a: falha no
tratamento, taxa de cura bacterioldgica ap6s 21 dias, recorréncia da mastite e risco de novas
infeccbes. Adicionalmente, a aplicagio do CMF reduziu pela metade o uso de
antimicrobianos e diminuiu em um dia o descarte de leite sem afetar o tempo de cura da MC.

Em outro estudo, a utilizacdo de Petrifilm em CMF foi testada para tratamento seletivo
na secagem, comparativamente a terapia convencional de vacas secas (CAMERON et al.,
2015). Foram incluidas no estudo 729 vacas com baixa CCS (<200.000 células/ml) de 16
rebanhos, que foram distribuidas aleatoriamente entre os grupos. A utilizacdo do Petrifilm
reduziu o uso de antibioticos na secagem, sem impactar negativamente a producgéo de leite ou

aumentar a CCS na lactacao subsequente.
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3.3.4.1. Uso de Meios de Cultura Cromogénicos na CMF

Os meios de cultura cromogénicos possibilitam a diferenciacdo visual das coldnias de
espécies de microrganismos, de acordo com padrées de coloracdo especificas de cada
patdégeno. Nestes meios, as enzimas produzidas por determinado microrganismo promovem a
formacédo de cromdforos e consequentemente a coloragcdo do meio de cultura, possibilitando a
diferenciacéo entre as espécies de interesse (GANDA et al., 2016). Os pigmentos produzidos
através desta reacao fixam-se aos patdgenos de interesse, enquanto bactérias comensais, que
ndo apresentam importancia do ponto de vista clinico, séo inibidas ou apresentam colonias
incolores (PERRY, 2017).

Ferreira et al. (2018) compararam quatro métodos comerciais para uso em CMF, sendo
trés meios ndo cromogénicos com diferentes composices em placas de Petri (uma biplaca e
duas quadriplacas) e um meio de cultura cromogénico. A eficacia dos métodos foi comparada
por meio dos seguintes preditores: Ac, Se, Sp, VPP, VPN e coeficiente Kappa. O meio
cromogénico apresentou valores superiores aos demais em todos os fatores preditivos testados
e foi descrito como o método mais preciso para a identificacdo de patdgenos causadores de
mastite (FERREIRA et al., 2018).

Outro estudo avaliou a Sp, Se e Ac de trés meios de cultura cromogénicos na
identificacdo de patdgenos causadores de MC em vacas leiteiras (GANDA et al., 2016). Este
estudo comparou a eficacia dos meios cromogénicos com métodos de cultura tradicionais e
utilizou sequenciamento do 16S rRNA como padrdo ouro. Os resultados gerais obtidos para a
identificacdo de microrganismos causadores de MC apontaram média geral de 82,3% de Se e
89,9% de Sp para 0os meios cromogénicos testados. Para Staphylococcus aureus a Se foi de
100% enquanto que a Sp foi de 99,8% (GANDA et al., 2016).

A capacidade dos meios cromogénicos de identificacdo de Staphylococcus aureus e
diferencia-lo de SCN também foi testada por Graber et al. (2013). O estudo avaliou a Se e Sp
de 7 diferentes meios de cultura (sendo 2 meios cromogénicos) e do teste de coagulase na
diferenciacdo entre Staphylococcus aureus e SCN comparativamente ao método de
identificacdo por PCR. Para isso, 206 isolados provenientes de casos de mastite, classificados
como coco Gram-positivo catalase-positivo, foram inoculados nos diferentes meios e, ap6s 24
h de incubagéo, passaram por avaliacdo visual por 2 individuos sem o conhecimento prévio do
agente. Os resultados sugerem que os meios cromogénicos foram eficientes para discriminar
Staphylococcus aureus de SCN. A colaboracdo entre a avaliacdo visual dos meios

cromogénicos e a observacdo de hemolise no agar sangue apresentou 100% de Se e Sp nos
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dois meios cromogénicos testados. Considerando a boa capacidade dos meios cromogénicos
para identificar patdgenos causadores de mastite, esta metodologia tem alto potencial de uso

para identificacdo microbioldgica rapida em fazendas leiteiras.

4. MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi realizado de acordo com os principios éticos da experimentacdo
animal, e seguiu as normas estabelecidas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA). O protocolo experimental adotado foi aprovado pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia da Universidade de S&o Paulo sob o registro n® 4579250719.

4.1. LOCAL, INSTALACOES, SELECAO DE VACAS E COLETA DE AMOSTRAS

Para a obtencdo das amostras de MSC e PP, foram selecionados 6 rebanhos comerciais
nos estados de S&o Paulo (n = 5) e Minas Gerais (N = 1), com base em amostragem néo
probabilistica de conveniéncia (disponibilidade em participar do estudo e na proximidade da
instituicdo sede, Laboratério de Pesquisa em Qualidade de Leite — Qualileite Pirassununga,
SP). Os rebanhos apresentavam em média 125(x60) vacas em lactacdo com média de
producdo de 27,5 (x2,5) litros/vaca/dia. Foram incluidos rebanhos com: a) sistema de registro
de dados individuais dos animais (e.g., dias em lactagdo, nimero de lactacdes e producdo de
leite); b) rotina de identificacdo de MC (e.g., teste da caneca de fundo preto); c) analise
mensal de CCS de todas as vacas em lactacéo.

Antes do inicio e nos dois primeiros meses do estudo, os ordenhadores e/ou
responsaveis pela sanidade do Ubere de cada rebanho foram treinados e acompanhados para
padronizar procedimentos de coleta e reduzir o risco de contaminacdo das amostras (e.g.,
reduzir nimero de contaminag&o).

As amostras e leite foram coletadas a partir de vacas em lactacdo com mastite
subclinica e vacas em PP. Para selecdo das vacas em lactacdo com MSC, mensalmente, foram
coletadas amostras compostas de leite de todas as vacas em lactagédo de cada rebanho para
analise de CCS individual. Quinhentas e quatro vacas com CCS >200.000 células/mL (DURR
et al., 2008; GONCALVES et al., 2018a) foram selecionadas para coletas de amostras
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composta de leite (pool de quartos mamarios) para identificagdo microbioldgica dos agentes
causadores de MSC. Vacas com MC, doengas concomitantes que ndo mastite e as tratadas
com antimicrobianos (sistémicos ou intramamarios) em periodo inferior a 14 dias foram
excluidas do estudo.

Para as coletas de amostras de leite de PP, 541 vacas em PP (7 + 3 dias ap6s o parto)
foram selecionadas em 4 fazendas leiteiras (4 das 6 fazendas incluidas no estudo) nos estados
de Séo Paulo (n = 3) e Minas Gerais (n = 1). Foram coletadas amostras compostas de leite ou
amostras individuais por quarto mamario, dependendo da rotina de coletas de amostras de
cada fazenda, e foram excluidas aquelas que apresentaram MC, doengas concomitantes que
ndo mastite e tratadas com antimicrobianos (sistémicos ou intramamarios) em periodo inferior
a 14 dias.

Os procedimentos de coleta de amostras de leite para analise microbioldgica foram
realizados segundo NMC (2017). Antes da coleta, os tetos foram imersos em solugédo
desinfetante, e decorridos 30 segundos, secos com papel-toalha descartavel; os trés primeiros
jatos foram desprezados em caneca de fundo preto; a extremidade do teto foi desinfetada com
alcool 70% iodado; as amostras foram coletadas diretamente em tubo estéril, mantendo-o
inclinado para evitar riscos de contaminacgdo; as amostras foram identificadas e transportadas
ao laboratdrio em caixa isotérmica (= 4°C) ao laboratério onde foram mantidas a -20°C até o
momento da analise. No caso das amostras PP, os procedimentos de coleta foram realizados
por colaboradores de ordenha previamente treinados em cada rebanho, seguindo as
recomendacdes do NMC (2017). ApoOs as coletas, as amostras de leite de PP foram
armazenadas a -20°C na prépria fazenda por um periodo maximo de 30 dias, até o transporte

para o laboratorio e anélise de cultura microbioldgica.

4.2. MEIOS DE CULTURA CROMOGENICOS

Foram avaliados dois meios cromogénicos seletivos para identificacdo de bactérias Gram-
positivas e Staphylococcus (CHROMagar™, Paris — Franga) em amostras de leite. Os
resultados de identificacdo microbiolégica presuntiva foram avaliados com base na
interpretacdo visual das caracteristicas de coloragdo das coldnias, de acordo com a indicagéo
do fabricante.

O meio de cultura Gram-Positivo (GP) é seletivo para o crescimento de bactérias Gram-
positivas, cuja interpretacdo foi feita seguindo as recomendagOes do fabricante, de acordo

com as seguintes coloracbes das colbnias: a) azul turquesa — Streptococcus
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agalactiae/Streptococcus  dysgalactiae; b) azul escuro/metdlico —  Streptococcus
uberis/Enterococcus spp.; ¢) colénia rosada/rosa — Staphylococcus aureus (Figura 1).

Figura 1: Coloragdes caracteristicas de col6nias de Streptococcus agalactiae/Streptococcus dysgalactiae (A: azul
turquesa); Streptococcus uberis/Enterococcus spp.(B: azul escuro/metalico); Staphylococcus aureus (C:
rosa/rosado) com crescimento em meio de cultura Mastitis GP (CHROMagar™, Paris — Franca).

A C

Fonte: Garcia, 2021

O meio de -cultura Staphylococcus (S) é seletivo para o crescimento de
Staphylococcus, e foi interpretado com base na coloragcdo das colbnias seguindo as
recomendacdes do fabricante: a) rosa — Staphylococcus aureus; b) colénia incolor/rosada—
Staphylococcus epidermidis; c) azul turquesa — Staphylococcus saprophyticus (Figura 2). Em
ambos 0s meios de cultura, quaisquer col6nias classificadas com outras cores ndo descritas
nas recomendagdes do fabricante foram classificadas como “outros microrganismos”. A
leitura das col6nias nas placas dos meios de cultura cromogénicos para a identificacdo das
coldnias bacterianas foi feita em fundo branco para melhor diferenciagdo da coloragdo das

col6nias. Todas as placas inoculadas foram fotografadas para registro.
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Figura 2: ColoracGes caracteristicas de colonias de Staphylococcus aureus.(A: rosa); Staphylococcus epidermidis
(B: incolor/rosada); Staphylococcus saprophyticus (C: azul turquesa) com crescimento em meio de cultura
Staphylococcus (CHROMagar™, Paris — Franca).

A B

Fonte: Garcia, 2021

No meio cromogénico GP, amostras foram consideradas positivas para Streptococcus
uberis/Enterococcus spp. ou Streptococcus agalactiae/Streptococcus dysgalactiae quando
apresentaram crescimento de >3 colonias com o padrdo de cores definidos para as espécies.
No caso de Staphylococcus aureus, o crescimento de €1 colonia foi considerado para a
identificacdo do agente. JA& no meio de cultura S, para todos os agentes, a amostra foi

considerada positiva quando houve o crescimento de €1 colonia.

43. AVALIACAO DE MEIOS DE CULTURA CROMOGENICOS PARA
IDENTIFICACAO DE AGENTES CAUSADORES DE MASTITE

As amostras de leite coletadas para identificacdo microbiol6gica foram inoculadas
(0,01 mL) simultaneamente em trés meios de cultura: a) agar sangue suplementado com 5%
de sangue bovino; b) meio cromogénico GP e ¢) meio cromogénico S. Apds inoculagdo, as
placas foram incubadas a 37°C por 24 horas, e em seguida passaram por avaliagdo visual do
crescimento/coloracdo das col6nias de microrganismos. Apds a incubacdo, foram avaliadas as
seguintes caracteristicas nas placas com agar sangue: a) numero de col6nias; b) coloracéo; c)
tamanho; e d) presenca de hemolise. Amostras com >3 tipos diferentes de microrganismos
(tanto em &gar sangue quanto nos meios cromogénicos) foram consideradas contaminadas
(PARKER et al., 2008), enquanto amostras com isolamento de 2 microrganismos diferentes
foram consideradas “cultura mista”. Nos meios cromogénicos, as coloragdes das coldnias

foram analisadas para a realizacdo da identificagdo microbiologica, segundo as
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recomendacdes do fabricante (Figura 1 e Figura 2). A inspec¢do do crescimento microbiano
nos meios de cultura foi realizada pelo mesmo avaliador durante todo o periodo experimental,
0 qual ndo tinha conhecimento prévio dos resultados de identificacdo por MALDI-TOF MS
dos isolados.

As col6nias microbianas identificadas visualmente nos meios de cultura cromogénicos
e agar sangue foram avaliadas por espectrometria de massas (MALDI-TOF MS), o qual foi
considerado como método padrdo de identificacdo microbioldgica. Os resultados de
identificacdo bacteriana presuntiva nos meios cromogénicos foram analisados quantos a Se,
Sp, Ac, VPP e VPN. O coeficiente Kappa de Cohen (K) foi utilizado para avaliar a
intensidade da concordéncia entre os resultados dos meios de cultura analisados e 0 método

padrdo de identificacdo microbioldgica.

4.4. IDENTIFICACAO BACTERIANA POR MALDI-TOF MS

Todos os isolados bacterianos obtidos nos meios de cultura 4gar sangue e nos meios
cromogénicos GP e S foram submetidos a identificacdo bacteriana por espectrometria de
massas (MALDI-TOF MS), de acordo com (BARCELOS et al., 2019). As col6nias foram
transferidas, com auxilio de hastes de madeira estéreis, para spots individuais em placa MSP
96-spot (Bruker Daltonics Inc.). Foi realizada extracdo proteica das amostras por pipetagem
de 1uL de acido férmico em cada spot. Apods secagem da placa em temperatura ambiente, 1puL
de solugdo saturada de matriz (acido a-ciano-4-hidroxicinamico em 50% de acetonitrila,
47,5% de agua e 2,5% de &cido trifluoroacético) foi pipetado sobre cada spot da placa. Além
disso, solucdo contendo o padrdo de teste bacteriano (BST, Bruker Daltonics Inc.) foi
pipetada em um spot individual para a calibracdo do equipamento.

As placas com amostras dos isolados bacterianos foram analisadas no equipamento de
MALDI-TOF MS (Microflex LT Bruker) para aquisicdo de espectros de massa gerados a
partir de aproximadamente 250 disparos de laser emitidos aleatoriamente sobre as amostras. A
captacdo e avaliacdo dos espectros foi realizada pelo software Flex Control (verséo 3.4) de
forma automatica, gerando um “fingerprint” (conjunto de picos proteicos), que foi comparado
ao banco de dados do software MBT Compass (MALDI BioTyper® Compass, versdo 4.1.7,
User Manual, Bruker Daltonics Inc.) para identificacdo e classificagdo dos espectros. O grau
de similaridade entre o espectro da amostra e o banco de dados de referéncia foi interpretado

segundo a recomendacdo do fabricante (Bruker Daltonics Inc.). Foi considerado como
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identificacdo em nivel de: espécie (escore da amostra >2); género (>1,7 e <2); e sem
identificacdo confiavel (<1.7). Os isolados que apresentarem escore de identificacdo >2 foram
criopreservados (-80°C) em meio brain heart infusion (BHI) suplementado com glicerina
10%.

Isolados de patdgenos de interesse (Staphylococcus aureus; Streptococcus
uberis/Enterococcus spp; Streptococcus agalactiae/dysgalactiae; Staphylococcus epidermides
e Staphylococcus saprophyticus) inicialmente ndo identificados por MALDI-TOF MS foram
submetidos a nova analise, e em Gltima instancia a nova inoculag@o nos trés meios de cultura
para a realizagdo de novo procedimento de analise por MALD-TOF. Nos casos de agentes
classificados como “outros microrganismos” isolados nos meios GP e/ou S que ndo
apresentaram identificacdo por MALDI-TOF MS apo6s segunda analise, realizou-se
identificacdo por microbiologia convencional, cujos resultados foram utilizados apenas a
determinacdo das frequéncias de isolamentos. As amostras sem identificacdo de
microrganismos pela MALDI-TOF MS ndo foram incluidos na avaliacdo estatistica do
desempenho dos meios cromogénicos, visto que os agentes classificados como “outros
microrganismos” ndo sdo identificados pelos meios de cultura testados e nao foram usados

para os calculos dos preditores de desempenho.

4.5. ANALISE ESTATISTICA

A identificacdo visual presuntiva dos agentes causadores de mastite pelos meios
cromogénicos GP e S foi comparada a identificacdo microbiologica dos isolados em AS por
MALDI-TOF MS para estimativa dos indicadores de desempenho diagnéstico (Figura 3).
Todos os microrganismos isolados do &gar sangue e dos meios cromogénicos GP e S foram
submetidos a identificacdo por MALDI-TOF MS para comparagdo dos resultados. Amostras
com contaminagdo em um dos dois resultados (agar sangue e/ou meios cromogénicos) foram
excluidas na andlise final dos resultados.

Foram calculados Ac, Se, Sp, VPP e VPN dos meios cromogénicos baseados nos
seguintes resultados: Verdadeiro Positivo (VP; quando houve crescimento microbiano e o
resultado de identificagdo microbioldgica visual dos meios cromogénicos foi correspondente
ao da metodologia padrdo), Verdadeiro Negativo (VN; guando ndo houve crescimento de
microrganismos em ambos meios de cultura cromogénico e agar sangue), Falso Positivo (FP;
qguando houve crescimento de qualquer microrganismo cujo resultado teve discordancia entre

a identificacdo microbiologica da metodologia padrdo e a identificacdo visual dos meios
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cromogénicos), Falso Negativo (FN; quando ndo houve crescimento de microrganismos nos
meios cromogénicos e houve crescimento de qualquer microrganismo no método padréo)
(GANDA et al., 2016;FERREIRA et al., 2018).
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Figura 3: Comparacéo entre os resultados de identificagdo microbioldgica presuntiva dos meios de cultura cromogénicos GP e Staphylococcus (CHROMagar™, Paris —
Franca) e a identificacdo microbioldgica por MALDI-TOF MS dos isolados em agar sangue (teste padrdo) para determinagao dos resultados verdadeiros positivos, verdadeiros
negativos, falsos positivos e falsos negativos e posterior avaliagdo do desempenho diagndstico dos meios de cultura cromogénicos para amostras de mastite subclinica e leite
de vacas em pGs-parto
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Os resultados dos preditores Se e Sp foram obtidos por meio das seguintes formulas:

VP

Se= —
= WP+FN)

Se: Sensibilidade.
VP: NUmero de verdadeiros positivos.
FN: Numero de falsos negativos.

VN

SP= WNTFP)

Sp: Especificidade.
VN: NUmero de verdadeiros negativos.
FP: NUmero de falsos positivos.

Os resultados dos preditores VPP e VPN foram obtidos aplicando-se as seguintes
férmulas:
VP
(VP +/FP)

VPP: Valor preditivo positivo.
VP: NUmero de verdadeiros positivos.
FP: Namero de falsos positivos.

VPP =

VN

VPN = ——
(VN + FN)

VPP: Valor preditivo positivo.
VN: NUmero de verdadeiros negativos.
FN: Numero de falsos negativos.

Para a obtencdo dos resultados de Ac foi aplicada a seguinte formula:

(VP +VN)
TN

Ac: Acurécia.

VP: Numero de verdadeiros positivos.
VN: Numero de verdadeiros negativos.
N: NUmero total de amostras analisadas.

Foi utilizada a opcdo SENSPAC do PROC FREQ do SAS versdao 9.4 (SAS INC.,
Carolina do Norte, EUA) para célculo da Se, Sp, VPP e VPN. A Ac foi calculada também
pelo PROC FREQ, considerando-se a soma dos resultados VP e VN. Os resultados de Ac, Se,

Sp, VPP e VPN da identificacdo microbiologica dos meios de cultura cromogénicos foram
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classificados como: baixos (resultados <60%), intermediarios (entre 60% e 80%) e elevados
(>80%) (ROYSTER et al., 2014).

O coeficiente K foi calculado para avaliar a concordancia dos resultados de
identificacdo microbiolégica dos meios testados a identificacdo microbiologica da
metodologia MALDI-TOF MS. Os resultados obtidos variam em uma escala de 0 a 1, na qual
resultados iguais a 1 indicam 100% de concordancia. Para célculo do coeficiente de
concordancia aplicou-se a seguinte formula:

_ Po " Pe
L

K: Coeficiente Kappa de Choen.
po: Taxa de aceitagéo relativa.
pe: Taxa de aceitagdo hipotética.

Os resultados do coeficiente de concordancia K foram calculados pelo PROC FREQ
do SAS (2009). Coeficientes entre 0,81 e 1 foram considerados concordancia quase perfeita;
resultados de 0,61 a 0,8 indica concordancia substancial; de 0,41 a 0,6 indica moderada
concordancia e valores entre 0,21 a 0,4 indica teste falho (FERREIRA et al., 2018).

5. RESULTADOS

5.1. FREQUENCIA DE ISOLAMENTO

Um total de 504 amostras compostas de leite provenientes de casos de MSC foi
avaliado durante os periodos de 01/02/2019 a 15/03/2019. Deste total, foram identificadas 52
diferentes espécies, considerando os resultados de isolamento obtidos para os trés meios de
cultura avaliados, dado que o0s microrganismos isolados em cada meio ndo sao
necessariamente equivalentes para a mesma amostra. Ndo houve contaminagdes dentre as
amostras de MSC.

Em &gar sangue, 38,7% (195/504) das amostras de MSC apresentaram auséncia de
isolamento microbiano e 3,8% (19/504) apresentaram cultura mista (e.g., isolamento de >1
tipo de microrganismo; Tabela 1). Bactérias Gram-positivas apresentaram maior frequéncia
de isolamento (57,1%; 288/504); enquanto as Gram-negativas apresentaram 3,4% (17/504).
Dentre as bactérias Gram-positivas isoladas em agar sangue, Staphylococcus ndo-aureus

(SNA) foi o grupo de microrganismos com maior frequéncia de isolamento (25,2%; 127/504),
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sendo que Staphylococcus chromogenes foi o patdgeno mais frequentemente isolado (20,6%;
104/504) em amostras de MSC.

No meio cromogénico GP, 49,4% (249/504) apresentaram isolamento microbiano e
5,2% (26/504) apresentaram isolamento de cultura mista. Adicionalmente, 4,8 (24/504) das
amostras com isolamento microbiolégico no meio cromogénico GP ndo tiveram crescimento
em agar sangue. Das amostras de MSC com isolamento microbiano no meio GP,
Staphylococcus chromogenes apresentou maior frequéncia de isolamento (16,5%; 83/504),
seguido por Streptococcus uberis (13,7%; 69/504) e Streptococcus agalactiae (6,7%; 34/504).

Para 0 meio cromogénico S, 32,7% (165/504) apresentaram isolamento microbiano
nas amostras de MSC e 2,2% (11/504) apresentaram isolamento de cultura microbioldgica
mista. Ademais, 5,6% (28/504) das amostras sem crescimento em &gar sangue apresentaram
isolamento microbioldgico no meio cromogénico S. Staphylococcus chromogenes foi o
patégeno mais isolado (19,4%; 98/504), seguido por Staphylococcus aureus (4,0%; 20/504).
Adicionalmente, Streptococcus uberis foi isolado em 0,4% (2/504) das amostras no meio S.
Colbnias de Streptococcus uberis identificadas no meio S e as respectivas amostras de leite

foram re-inoculadas em placas do meio S e ndo foi observado isolamento microbiano.
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Tabela 1: Frequéncia de isolamento de agentes causadores de mastite isolados a partir de amostras de mastite
subclinica inoculadas nos meios de cultura: 4gar sangue, Mastitis GP e Staphylococcus, identificados através da
metodologia MALDI-TOF MS.

ASt % GP2 % S8 %

Total de amostras 504 100 504 100 504 100
Cultura negativa 195 38,7 255 50,6 339 67,3
Cultura positiva 309 61,3 249 494 165 32,7
Colbnias com uma unica morfologia 290 575 223 442 154 30,6
Cultura mista* 19 38 26** 5.2 11** 2,2
Amostras contaminadas® 0 00 O 00 O 0,0
Gram-positivas 288 57,1 247 490 165 32,5
Streptococcus agalactiae 25 50 34 6,7 O 0,0
Streptococcus dysgalactiae 21 42 16 32 0 0,0
Streptococcus uberis 61 12,1 69 13,7 2 0,4
Enterococcus spp. 2 04 4 08 0 0,0
Staphylococcus aureus 20 40 20 40 20 4,0
SNA® 127 25,2 102 20,2 124 24,6
Staphylococcus chromogenes 104 20,6 83 16,5 98 19,4
Staphylococcus epidermidis 1 02 0 00 2 0,4
Staphylococcus saprophyticus 1 02 0 00 O 0,0
Outros SNA 22 44 22 44 29 5,8
Outros Gram-positivos 49 97 25 50 24 4,8
Gram-negativas 17 34 0 00 O 0,0
Outros Patdgenos 5 1 2 04 0 0,0

Agar sangue

Mastitis GP (CHROMaga ™, Paria — Franca)

3Staphylococcus (CHROMagar™, Paris — Franca)

4 Coldnias com duas morfologias distintas

> Coldnias com mais do que duas morfologias diferentes

‘Staphylococcus ndo aureus

#'S. agalactiae e S. dysgalactiae (n = 1); S. agalactiae e outros Gram-positivos (n = 1); S. agalactiae e S.
chromogenes (n = 1); S. aureus e S. agalactiae (n = 1); S. aureus e S. chromogenes (n = 1); S. dysgalactiae e
SNA (n =1); Enterococcus spp. e S. chromogenes (n = 1); Gram-negativa e S. chromogenes (n = 1); Outros
Gram-positivos e S. chromogenes (n = 3); S. chromogenes e SNA (n = 1); S. uberis e S. aureus (n = 1); S. uberis
e S. chromogenes (n = 3) S. uberis e S. epidermidis (n = 1); S. uberis e SNA (n = 2).

xS agalactiae e Outros Gram-positivos (n = 1); S. agalactiae e S. chromogenes (n = 1); S. agalactiae e S.
uberis (n = 1); S. agalactiae e S. aureus (n = 2); S. aureus e Enterococcus spp. (n =1); S. aureus e S.
chromogenes (n = 2); S. aureus e S. uberis (n = 4); S. dysgalactiae e S. chromogenes; (n = 1); Enterococcus spp.
e S. chromogenes (n = 2); S. chromogenes e Outros Gram-positivos (n = 4); S. uberis e S. dysgalactiae (h = 1); S.
uberis e S. chromogenes (n = 1); S. chromogenes e SNA (n = 3); Outros Gram-positivos e SNA (n = 2).

%% S aureus e Outros Gram-positivos (n = 3); S. aureus e S. chromogenes (n = 1); S. aureus e SNA (n = 1); S.
chromogenes e SNA (n = 3); S. epidermidis e SNA (h = 2); Outros Gram-positivos e Outros Gram-positivos (n =
1);

Quanto as amostras de leite provenientes de vacas em PP, um total de 541 amostras
(226 compostas e 315 de quartos mamarios) foi analisado durante o periodo de 12/04/2019 a
25/07/2019. Um total de 37 diferentes espécies de microrganismos foram isoladas,
considerando os 3 meios de cultura avaliados. Em 0,9% das amostras (5/541; 4 amostras
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compostas e 1 de quarto mamério) foram consideradas contaminadas (e.g., isolamento de
coldnias com mais de 2 morfologias diferentes), e foram excluidas da avaliagdo estatistica.

Em &gar sangue, 30,5% (165/541) das amostras de vacas em PP apresentaram
isolamento microbiano e 2,4% (13/541) apresentaram cultura mista. Bactérias Gram-positivas
foi o grupo de microrganismos com maior frequéncia de isolamento (28,3%; 153/541). Dentre
as bactérias Gram-positivas, SNA foi o grupo com maior frequéncia de isolamento (19,6%
106/541), sendo que Staphylococcus chromogenes foi a espécie mais frequentemente isolada
(15,5%; 84/541; Tabela 2).

No meio de cultura GP, do total de amostras de PP analisadas, 13,3% (72/541)
apresentaram isolamento microbiano, e 0,5 (3/541) obtiveram crescimento de dois agentes
diferentes. Do total de amostras de PP, 0,6% (3/541) apresentaram crescimento no meio
cromogénico GP, mas sem crescimento em agar sangue. O patdgeno mais frequentemente
isolado foi Staphylococcus chromogenes (7,2%; 39/541), seguido por Staphylococcus aureus
(0,9%; 5/541) e Streptococcus dysgalactiae com (1,1%; 6/541) de isolamento nas amostras de
PP.

Ja no meio cromogénico S, do total de amostras de PP analisadas, 5,5% (30/541)
apresentaram isolamento microbiano, e destas, 0,5% (3/541) apresentaram cultura mista.
Quatro amostras (0,7%; 4/541) apresentaram crescimento no meio cromogénico S sem que 0
mesmo ocorresse em agar sangue. Staphylococcus chromogenes foi o patégeno mais isolado
no meio S em amostras de PP (2,0%; 11/541), seguido por Staphylococcus aureus (0,9%;
5/541; Tabela 2).
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Tabela 2: Frequéncia de isolamento de agentes causadores de mastite isolados a partir de amostras de leite de
vacas em pdés-parto inoculadas nos meios de cultura: agar sangue Mastitis GP e Staphylococcus, identificados
através da metodologia MALDI-TOF MS.

AS? % GP2. % S %

Total de amostras 541 100 541 100 541 100
Cultura negativa 371 68,6 464 85,7 506 93,5
Cultura positiva 165 305 72 133 30 55
Colbnias com um unico tipo de morfologia 152 28,1 69 12,7 27 50
Cultura mista* 13* 24 3** 05 3*** (05
Contaminadas’® 5 09 5 09 5 0,9
Gram-positivas 153 283 71 13,1 30 55
Streptococcus agalactiae 0 00 O 00 O 0,0
Streptococcus dysgalactiae 7 13 6 11 0 0,0
Streptococcus uberis 4 0,7 4 0,7 0 0,0
Enterococcus spp. 2 04 2 04 O 0,0
Staphylococcus aureus 6 11 5 09 5 0,9
SNA® 106 196 48 89 20 37
Staphylococcus chromogenes 84 155 39 72 11 20
Staphylococcus epidermidis 4 0,7 2 04 1 0,2
Staphylococcus saprophyticus 0 00 O 00 O 0,0
Outros SNA 38 70 9 1,7 9 1,7
Outros Gram-positivos 18 33 6 11 6 1,1
Gram-negativas 11 20 0 00 O 0,0
Outros Patdgenos 1 02 1 02 0 0,0

Agar sangue

Mastitis GP (CHROMagar™, Paria — Franca)

3Staphylococcus (CHROMagar™, Paris — Franca)

4 Coldnias com duas morfologias distintas

5 Colonias com mais do que duas morfologias distintas

‘Staphylococcus ndo aureus

4* S, chromogenes e Outros Gram-positivos (n = 3); S. chromogenes e SNA (n = 3); Streptococcus dysgalactiae
e S. chromogenes (n = 1); Streptococcus dysgalactiae e SNA (n = 1); S. epidermidis e S. chromogenes (n = 1);
SNA e SNA (n = 3); S. uberis e SNA (n = 1).

+**S. chromogenes e Outros Gram-positivos (n = 1); S. chromogenes e SNA (n = 1); SNA e SNA (n=1).
#**x S aureus e Outros Gram-positivos (n = 1); S. chromogenes e SNA (n = 1); SNA e SNA (n = 1).

5.2. DESEMPENHO DIAGNOSTICO

Os meios de cultura cromogénicos foram avaliados quanto ao desempenho para
identificacdo dos agentes causadores de mastite comparativamente a metodologia MALDI-
TOF MS. Para célculo dos preditores de desempenho diagnostico dos meios de cultura
cromogénicos, considerou-se apenas a frequéncia de isolamento dos microrganismos em agar

sangue (identificados por MALDI-TOF MS), em comparacdo a identificacdo visual
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presuntiva dos meios cromogénicos. A identificacdo por MALDI-TOF MS dos isolados
provenientes dos meios cromogénicos ndo foi considerada neste célculo.

A respeito dos grupos de patdbgenos com cores caracteristicas (segundo as
recomendacdes do fabricante) em meio GP, Streptococcus uberis/Enterococcus spp. (12,5%;
63/504) foi o grupo de microrganismos com maior frequéncia de isolamento em amostras de
MSC, seguido por Streptococcus agalactiae/Streptococcus dysgalactiae (9,1%; 46/504) e
Staphylococcus aureus (4,0%; 20/504; Tabela 3). Também foram isolados 34,7% (175/504)
bactérias Gram-positivas classificadas como “outros microrganismos”, que apresentaram
padrdo de cores inespecificas, ndo pertencentes ao conjunto de microrganismos identificados
pelo meio GP. N&o houve crescimento em 50,9% (256/504) das amostras de MSC no meio
GP.

Em amostras de MSC, a Ac de identificacdo do meio cromogénico GP variou de
acordo com o tipo de patdgeno de 92,3% (Streptococcus uberis/Enterococcus spp) a 95,6%
(Streptococcus agalactiae/Streptococcus dysgalactiae). Adicionalmente, a Se da identificacéo
microbiologica do meio GP variou de acordo com o grupo de patégenos, de 25,0%
(Staphylococcus aureus) a 90,5% (Streptococcus uberis/Enterococcus spp), enquanto a Sp
variou de 92,5% (Streptococcus uberis/Enterococcus spp) a 98,3% (Staphylococcus aureus).
Os resultados de VPP de identificagdo do meio GP variaram, de acordo com o tipo de
patbgeno, de 38,5%  (Staphylococcus aureus) a  70,7%  (Streptococcus
agalactiae/Streptococcus dysgalactiae), enquanto os valores de VPN variaram de 96,9%
(Staphylococcus aureus) a 98,9% (Streptococcus agalactiae/Streptococcus dysgalactiae;
Tabela 3).

O indice de concordancia K entre os resultados de identificacdo bacteriana pelo meio
GP e 0 método padrdo variou de acordo com o tipo de patégeno de 0,30 (Staphylococcus
aureus) a 0,76 (Streptococcus agalactiae/Streptococcus dysgalactiae; Tabela 3) em amostras
de MSC. Os resultados obtidos para isolados classificados como “outros microrganismos”
provenientes das amostras de MSC no meio cromogénico GP apresentaram Ac de 77,0%, Se
de 49,1%, Sp de 91,8%, VPP de 76,1%, VPN de 77,2% e coeficiente de concordancia K =
0,45.
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Tabela 3: Frequéncia de isolamento de microrganismos e desempenho: acuracia; sensibilidade; especificidade; valor preditivo positivo; valor preditivo negativo e coeficiente

de concordancia Kappa de Cohen, K do meio cromogénico Gram-positivo em amostras de leite de vacas com mastite subclinica (n = 504).

Staphylococcus aureus

Streptococcus uberis/
Enterococcus spp

Streptococcus agalactiae/
dysgalactiae

Outros microrganismos

Frequénciat (n)
Ac%?

Se%?3

Sp%*

Vpp%?

Vpn%?°

K(IC 95%)"

K valor de Ps

20
95,4 (93,6 - 97,3)
25,0 (6 - 44)
98,3 (97,2 - 99,5)
38,5 (12 - 64,9)
96,9 (95,4 - 98,5)
0,30 (0,09-0,5)
0,0495

63
92,3 (89,9 - 94,6)
90,5 (83,2 - 97, 7)
92,5 (90 - 95)
63,3 (53,4 - 73,3)
98,5 (97,4 - 99,7)
0,71 (0,61 —0,79)
<.0001

46
95,6 (93,9 - 97,4)
89,1 (80,1 - 98,1)
96,3 (94,6 - 98)
70,7 (59 - 82,4)
98,9 (97,9 - 99,9)
0,76 (0,61 - 0,79)
0,0105

175
77,0 (73,3 80,7)
49,1 (41,7 — 56,6)
91,8 (88,8 — 94,8)
76,1 (68,2 — 84,0)
77,2 (73,1 - 81,4)
0,45(0,36 — 0,53)
<.0001

1 Frequéncia de isolamento em nimeros absolutos
2Acuracia em porcentagem; intervalo de confianga (valor entre parénteses).

3Sensibilidade em porcentagem; intervalo de confianga (valor entre parénteses).
“Especificidade em porcentagem; intervalo de confianga (valor entre parénteses).

SValor preditivo positivo em porcentagem; intervalo de confianca (valor entre parénteses).
¢Valor preditivo negativo em porcentagem; intervalo de confianga (valor entre parénteses).
IC = intervalo de confianca 95% - Teste de concordancia Kappa de Cohen.

8Valor de P do Coeficiente Kappa de Cohen, K.
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Quanto ao meio cromogénico S, com base nos resultados de identificagdo presuntiva,
Staphylococcus aureus foi o patdgeno com maior frequéncia de isolamento (4,0%; 20/504),
seguido por Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus saprophyticus ambos com 0,2%
(1/504), quando se considera apenas os resultados de isolados bacterianos obtidos no agar
sangue das amostras de MSC analisadas. Também, foram isolados em &gar sangue 25%
(126/504) microrganismos pertencentes ao género Staphylococcus spp. que néo faziam parte
de nenhuma das espécies diferenciadas pelo meio S, e foram classificados como “outros
microrganismos”. Além disso, 38,9% (196/504) das amostras de MSC n&o tiveram
crescimento no meio S apds a incubagéo.

Devido a baixa frequéncia de isolamento de Staphylococcus epidermidis e
Staphylococcus saprophyticus, ndo foi possivel avaliar o desempenho do meio S para
identificacdo microbioldgica destes agentes em amostras de MSC. Contudo, na identificacdo
de Staphylococcus aureus o meio cromogénico S obteve Ac de 98,0%, Se de 80,0%, Sp de
98,8%, VPP de 72,7% e VPN de 99,2%. O percentual de concordéncia entre a identificacéo
de Staphylococcus aureus pelo meio cromogénico S e a identificacdo microbiolégica pelo
método padrdo, expresso pelo coeficiente Kappa foi de 0,73 (Tabela 4). Nas amostras de
MSC com crescimento de agentes classificados como “outros Staphylococcus” no meio S, a
Ac foi de 79,8%, a Se foi de 61,1%, a Sp foi de 86,0%, VPP foi de 59,2%; VPN foi de 86,9%
e o coeficiente de concordancia K = 0,46.
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Tabela 4: Frequéncia de isolamento de microrganismos e desempenho: acuracia; sensibilidade; especificidade; valor preditivo positivo; valor preditivo negativo e coeficiente
de concordancia Kappa de Cohen, K do meio cromogénico Staphylococcus em amostras de leite de vacas com mastite subclinica (n = 504).

Staphylococcus aureus Staphylococcus epidermidis Staphylococcus saprophyticus gtl;ghoyslococcus
Frequénciat (n) 20 1 1 126

Ac%? 98,0 (96,8 - 99,2) 98,6 (97,6 - 99,6) 96,2 (94,6 - 97,9) 79,8 (76,3 — 83,3)
Se%? 80,0 (62,5 - 97,5) 0() 0() 61,1 (52,6 — 69,6)
Sp%* 98,8 (97,8 - 99,8) 98,8 (.) 96,4 (.) 86,0 (82,5 —89,5)
Vpp%® 72,7(54,1-91,3) 0() 0() 59,2 (50,8 — 67,7)
Vpn%?* 99,2 (98,4 —100) 99,8 (.) 99,8 () 86,9 (83,5 -90,3)
K (IC 95%)” 0,73 (0,56 — 0,89) (-0,003) ((-0,008) — 0,002) (-0,004) ((-0,010)- 0,003) 0,46 (0,37 — 056)
K valor de Ps 0,5271 0,1797 0,0067 <.0001

1 Frequéncia de isolamento em nimeros absolutos

2Acurdcia em porcentagem; intervalo de confianga (valor entre parénteses).

3Sensibilidade em porcentagem; intervalo de confianga (valor entre parénteses).
“Especificidade em porcentagem; intervalo de confianga (valor entre parénteses).

SValor preditivo positivo em porcentagem; intervalo de confianca (valor entre parénteses).
*Valor preditivo negativo em porcentagem; intervalo de confianca (valor entre parénteses).
IC = intervalo de confianga 95% - Teste de concordancia Kappa de Cohen.

#Valor de P do Coeficiente Kappa de Cohen,K.
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Nas amostras de PP, Streptococcus agalactiae/Streptococcus dysgalactiae foi o grupo
de patégenos com maior frequéncia de isolamento em amostras de leite de vacas em PP pelo
meio GP, (1,3%; 7/536), ja Staphylococcus aureus e Streptococcus uberis/Enterococcus spp
apresentaram ambos frequéncia de isolamento de 1,1% (6/536) em &gar sangue. Isolados
categorizados como “outros microrganismos” apresentaram frequéncia de isolamento de
25,6% (137/536), e 81,2% (435/536) das amostras ndo apresentaram isolamento.

A Ac do meio cromogénico GP variou de acordo com o grupo de patdgenos de 98,9%
(Staphylococcus aureus) a 99,6% (Streptococcus uberis/Enterococcus spp.) para amostras de
leite de vacas em PP (Tabela 5). Adicionalmente, foi observada Se de 100% para
Streptococcus agalactiae/Streptococcus dysgalactiae e Streptococcus uberis/Enterococcus
spp., enquanto que para Staphylococcus aureus o meio GP apresentou Se de 50%. Os valores
de Sp variaram de 99,0% (Streptococcus agalactiae/Streptococcus dysgalactiae) a 99,6%
(Streptococcus uberis/Enterococcus spp.). Observou-se variacdo de 50,0% de VPP
(Staphylococcus aureus) a 66,7 (Streptococcus uberis/Enterococcus spp.), enquanto 0S
valores de VPN variaram de 99,4% (Staphylococcus aureus) a 100% (para 0S Qrupos
Streptococcus  uberis/Enterococcus  spp. e  Streptococcus agalactiae/Streptococcus
dysgalactiae). O valor do coeficiente Kappa do meio cromogénico GP variou entre
patégenos, de 0,49 para Staphylococcus aureus a 0,72 para Streptococcus
uberis/Enterococcus spp. (Tabela 5). Amostras de PP com isolamento de ‘“outros
microrganismos” apresentaram Ac de 81,1%, Se de 32,9%, Sp de 98,8%, VPP de 90,0%,
VPN de 81,1% e K de 0,40 no meio GP.
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Tabela 5: Frequéncia de isolamento de microrganismos e desempenho: acuracia; sensibilidade; especificidade; valor preditivo positivo; valor preditivo negativo e coeficiente
de concordancia Kappa de Cohen, K do meio cromogénico Gram-positivo em amostras de leite de vacas em p6s-parto (n = 536).

Streptococcus uberis/
Enterococcus spp

Streptococcus agalactiae/

. Outros microrganismos
dysgalactiae

Staphylococcus aureus

Frequénciat (n) 6 6

Ac%? 98,9 (98 - 99,8) 99,6 (99,1 - 100)
Se%? 50,0 (10 - 90) 100 (100 - 100)
Sp%* 99,4 (98,8 - 100) 99,6 (99,1 - 100)
Vpp%® 50,0(10 - 90) 66,7 (29 - 100)
Vpn%?* 99,4 (98,8 - 100) 100 (100 - 100)
K(IC 95%) 0,49 (0,14 -0,84) 0,72 (0,42 -1)

K valor de Ps 1 0,5637

7
99,1 (98,3 - 99,9)
100 (100 - 100)
99,0 (98,2 - 99,9)
58,3 (30,4 - 86,2)
100 (100 - 100)
0,69 (0,46 — 0,93)
0,0143

137

81,9 (78,6 — 85,2)
32,9 (25,0 — 40,7)
98,8 (97,7 — 99,8)
90,0 (81,7 — 98,3)
81,1 (77,6 — 84,6)
0,40 (0,31 — 0,49)
<.0001

1 Frequéncia de isolamento em nimeros absolutos

2Acurdcia em porcentagem; intervalo de confianga (valor entre parénteses).

3Sensibilidade em porcentagem; intervalo de confianga (valor entre parénteses).
“Especificidade em porcentagem; intervalo de confianga (valor entre parénteses).

SValor preditivo positivo em porcentagem; intervalo de confianga (valor entre parénteses).
SValor preditivo negativo em porcentagem,; intervalo de confianga (valor entre parénteses).
IC = intervalo de confianga 95% - Teste de concordancia Kappa de Cohen.

8Valor de P do Coeficiente Kappa de Cohen, K.
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Quanto as amostras de PP no meio cromogénico S, 92,0% foram negativas. De forma
semelhante ao observado em MSC, a frequéncia de isolamento dos patdégenos Staphylococcus
saprophyticus (0%; 0/536) e Staphylococcus epidermidis (0,75%; 4/536) foi insuficiente para
a avaliacdo do desempenho do meio cromogénico S na deteccdo destes agentes. Entretanto,
Staphylococcus aureus apresentou frequéncia de isolamento de 1,1% (6/536), e 22,2%
(119/536) das amostras tiveram isolamento de agentes classificados como ‘“outros
microrganismos”.

O meio cromogénico S apresentou 99,6% de Ac, 66,7% de Se e 100% de Sp para
Staphylococcus aureus em amostras de leite de vacas em PP (Tabela 6). Adicionalmente, o
meio S apresentou VPP de 100%, VPN de 99,6% e coeficiente K de 0,80 na identificagdo de
Staphylococcus aureus. Os preditores diagnostico do meio S para “outros Staphylococcus nas
amostras de PP foram: Ac = 78,7%, Se = 10,9%, Sp = 98,1%, VPP = 61,9%, VPN =79,4% e
o coeficiente de concordancia K = 0,13.
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Tabela 6: Frequéncia de isolamento de microrganismos e desempenho: acuracia; sensibilidade; especificidade; valor preditivo positivo; valor preditivo negativo e coeficiente
de concordancia Kappa de Cohen, K do meio cromogénico Staphylococcus em amostras de leite de vacas em pés-parto (n = 536).

Staphylococcus aureus Staphylococcus epidermidis  Staphylococcus saprophyticus Outros Staphylococcus

Frequénciat (n) 6 4 0 119

Ac%? 99,6 (99,1 - 100) 99,3 (98,5 - 100) 98,9 (98 - 99,8) 78,7 (75,3 — 82,2)
Se%3 66,7 (29 - 100) 25,0 (0-67,4) : 10,9 (5,3 -16,5)
Sp%* 100 (100 - 100) 99,8 (99,4 - 100) 98,9 () 98,1 (96,8 — 99,4)
Vpp%® 100 (100 - 100) 50,0 (0 - 100) 0,00 (.) 61,9 (41,1-82,7)
Vpn%?* 99,6 (99,1 - 100) 99,4 (98,8 - 100) 100 (.) 79,4 (75,9 — 82,9)
K (IC 95%)’ 0,80 (0,52 —1,00) 0,33 ((-0.16) - 0.82) 0 0,13 (0,05 -10,20)
K valor de Ps 0,1573 0,3173 : <.0001

1 Frequéncia de isolamento em nimeros absolutos

2Acuracia em porcentagem; intervalo de confianga (valor entre parénteses).

3Sensibilidade em porcentagem; intervalo de confianca (valor entre parénteses).
“Especificidade em porcentagem; intervalo de confianga (valor entre parénteses).

*Valor preditivo positivo em porcentagem; intervalo de confianca (valor entre parénteses).
*Valor preditivo negativo em porcentagem; intervalo de confianca (valor entre parénteses).
IC = intervalo de confianca 95% - Teste de concordancia Kappa de Cohen.

8Valor de P do Coeficiente Kappa de Cohen, K.
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6. DISCUSSAO

Meios de cultura cromogénicos sdo alternativas de identificacdo microbioldgica rapida
nas fazendas e que permitem diferenciar presuntivamente espécies e/ou grupos bacterianos
(PERRY, 2017). Este estudo avaliou a capacidade de identificacdo rdpida de agentes
causadores de mastite dos meios de cultura cromogénicos GP e S em amostras de MSC e
amostras de leite de vacas em PP.

Considerando os patdgenos/grupos de patdgenos passiveis de identificacdo presuntiva
pelos meios de cultura cromogénicos para as amostras de MSC, o grupo Streptococcus uberis/
Enterococcus spp apresentou maior frequéncia de isolamento (N = 63), seguido por
Streptococcus agalactiae/dysgalactiae (N = 46) e Staphylococcus aureus (N = 20).
Resultados similares foram observados em outros estudos avaliando o desempenho de
métodos de identificacdo rapida de agentes causadores de mastite frente a amostras de MC
(GANDA et al., 2016; GRIFFIOEN et al., 2018) e MSC (ROYSTER et al., 2014; VIORA et
al., 2014).

Nas amostras PP, dentre os patégenos/grupos de patdgenos os quais 0 meio GP se
propOe a identificar, 0 grupo Streptococcus agalactiae/dysgalactiae apresentou o maior
numero de isolamentos (N = 7), seguido por Streptococcus uberis/Enterococcus spp (N = 6) e
Staphylococcus aureus (N = 6). Em ambos os tipos de amostras o grupo mais
predominantemente isolado foi Streptococcus spp., 0 que indica a alta prevaléncia desse
género em casos de MSC. Tanto em amostras de PP quanto de MSC, Staphylococcus
epidermidis e Staphylococcus saprophyticus apresentaram baixa frequéncia de isolamento
apesar da alta frequéncia de SNA nas amostras com isolamento positivo. A baixa frequéncia
de isolamento de Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus saprophyticus também foi
relatada por Tomazi et al. (2014) em amostras de MSC, mas pode ser elencada como uma
limitacdo do estudo, ja que isso dificultou a avaliacdo do desempenho dos meios de cultura
em identificar corretamente estes agentes.

Para a avaliacdo dos preditores de desempenho da identificacdo microbioldgica dos
meios de cultura cromogénicos, considerou-se a capacidade de identificacdo presuntiva de
agentes causadores de mastite comparativamente a identificacdo por espectrometria de massa
dos agentes isolados em agar sangue. Neste sentido, nos casos em que a amostra apresentou
isolamento em um ou ambos 0s meios cromogénicos, mas ndo apresentou crescimento em
agar sangue, considerou-se FP apesar da concordancia entre o resultado presuntivo do meio

cromogénico e a identificacdo por MALDI-TOF MS dos agentes isolados nos meios GP e/ou



56

S. Desta forma, isolados identificados corretamente pelos meios cromogénicos (concordancia
entre a identificagcdo visual do meio cromogénico e a identificagdo por MALDI-TOF MS)
foram considerados FP, em situacGes em que ndo houve isolamento em agar sangue. No meio
cromogénico GP (31 amostras; 29 de MSC e 2 de PP) e S (6 amostras de MSC) houve
crescimento de agentes que tiveram concordancia entre a identificagdo presuntiva e o
resultado do MALDI-TOF MS, mas que ndo tiveram crescimento em &gar sangue. Essa
distincdo entre os resultados de isolamento dos meios de cultura pode estar associada a
seletividade dos meios cromogénicos (PERRY, 2017), a qual diminui a competicdo entre
microrganismos, permitindo desta forma, o crescimento de microrganismos ndo isolados em
agar sangue (que é um meio ndo seletivo).

No meio cromogénico GP observou-se elevada Se e Sp para 0s grupos Streptococcus
uberis/Enterococcus spp e Streptococcus agalactiae/dysgalactiae, tanto em amostras de MSC
quanto em amostras de PP. Os valores de Se e Sp obtidos para amostras de MSC (Se = 89,1%;
Sp = 96,3% para Streptococcus agalactiae/dysgalactiae e Se = 90,5%; Sp = 92,5% para
Streptococcus uberis) sdo similares aos obtidos para a identificacdo de Streptococcus spp a
partir da triplaca Minnesota Tri-plate (92,6% e 89,5%, respectivamente; MCCARRON et al.,
2009a); e também, pelos resultados obtidos pelo meio cromogénico Accumast (Se: 90% e Sp:
93%, respectivemnte; GANDA et al., 2016). Contudo, comparacOes diretas entre os estudos
tornam-se limitadas, visto que os métodos utilizados no estudo de Ganda et al. (2016) e
Maccarron et al. (2009a) ndo diferenciaram 0s grupos Streptococcus uberis e Streptococcus
agalactiae/dysgalactiae, agrupando-os em Streptococcus spp. Esta capacidade de
diferenciacdo observada no meio cromogénico GP possibilita as fazendas identificar mais
especificamente o grupo e/ou patégeno e adotar medidas profilaticas especificas de controle
de acordo com o tipo de Streptococcus isolado, visto que estes agentes apresentam
patogenicidade e perfil de transmissao distintos entre si. As altas Se e SP em amostras de PP
(Se = 100%; Sp = 99% para Streptococcus agalactiae/dysgalactiae e Se = 100%; Sp = 99,6%
para Streptococcus uberis) indica que é possivel obter resultado de identificacdo confiaveis
para estes patdgenos a partir de amostras PP.

Os valores de VPP foram de baixos a moderados para 0S grupos Streptococcus
agalactiae/dysgalactiae e Streptococcus uberis/Enterococcus spp tanto em amostras de MSC
(VPP =70,7% e VPP = 63,3; respectivamente) quanto para as amostras de PP (VPP =58,3 e
VPP = 66,7; respectivamente). Estes resultados foram inferiores aos obtidos por Ganda et al.
(2016) (Acumast) e Mccarron et al. (2009a) (Minesota plate), mas foram proximos aos

obtidos com o uso tanto da biplaca quanto da triplaca Minnesota Easy Culture System
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(ROYSTER et al., 2014). Contudo, se fossem levados em conta os isolados do meio GP que
ndo apresentaram crescimento em &gar sangue, os resultados seriam elevados, em especial nas
amostras de MSC (VPP = 89,7% para Streptococcus agalactiae/dysgalactiae e VPP = 80%
para Streptococcus uberis/Enterococcus spp.) 0 que os igualaria aos resultados obtidos por
Acumast e Minesota plate.

O resultado de VPN dos grupos Streptococcus agalactiae/dysgalactiae e
Streptococcus uberis/Enterococcus spp. foi elevado tanto para amostras de MSC (VPN =
98,9% e VPN = 98,5%; respectivamente) quanto para amostras de PP (VPN = 100% para
ambos os grupos de patégenos). Os resultados obtidos foram ligeiramente superiores aos da
biplaca Minnesota Easy Culture System para Streptococcus spp, e similares aos obtidos pela
triplaca Minnesota Easy Culture System (ROYSTER et al., 2014) e pelo método Acumast
(GANDA et al., 2016). Os valores elevados de VPN indicam a assertividade do meio GP ao
dar resultados negativos quando ndo ha isolamento de agentes dos grupos Streptococcus
agalactiae/dysgalactiae e Streptococcus uberis/Enterococcus spp.

Os valores de Se do meio cromogénico GP para identificacdo presuntiva de
Staphylococcus aureus foram inferiores em relagdo aos demais grupos de patdgenos para
amostras de MSC (Se = 25%) e PP (Se = 50%). Esta baixa Se pode ser atribuida a uma
inconsisténcia no padrdo de cores gerado para os diferentes isolados de Staphylococcus
aureus obtidos no experimento. Foram observadas diferentes tonalidades de rosa, nao
necessariamente condizentes a coloracdo caracteristica associada a identificacdo de
Staphylococcus aureus pelas recomendacgdes do fabricante, o que gerou confundimento na
identificacdo. Devido a grande quantidade de resultados FN, tanto em amostras de MSC (FN
= 75%; 15/20) quanto em amostras de PP (FN = 50% 3/6), o VPP também foi comprometido
(MSC = 38,5% e PP = 50%, respectivamente). Resultados semelhantes de Se e VPP foram
obtidos para Staphylococcus aureus em amostras de MSC através do método de identificacao
microbioldgica rapida kit VetoRapid (VIORA et al., 2014) e em MC pelas quadriplacas
SSGN e SSGNC (FERREIRA et al., 2018). Contrariamente aos nossos resultados para
amostras de MSC, no método 3M Petrifilm system (MCCARRON et al., 2009a) e, em MC
nos métodos Accumast (GANDA et al.,, 2016) e Minnesota easy culture system Il
(ROYSTER et al., 2014), apresentaram resultados elevados de Se e VPP para a identificacdo
de Staphylococcus aureus. No nosso estudo, utilizamos amostras de leite compostas de casos
de MSC, e isso poderia resultar em menor contagem de unidades formadoras de coldnias
necessarias para isolamento de microrganismos em relacdo a amostras de MC. O fator de

diluicdo das amostras de MSC pode ser uma das explicacdes da menor capacidade do meio
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cromogénico GP em identificar Staphylococcus aureus a partir de amostras de MSC, visto
que a baixa frequéncia de isolamento pode ter comprometido a avaliagdo do desempenho
diagnostico, o que pode ser observado pela amplitude dos intervalos de confianca.

Para 0 meio S, os resultados de Se e Sp de Staphylococcus aureus foram elevados em
amostras de MSC (Se = 80%; Sp = 98,8%) e moderado a elevado para amostras PP (Se =
66,7%; Sp = 100%; respectivamente). O resultado de VPP foi intermediério para amostras
MSC (VPP = 72,7) e 0 de VPN foi elevado (VPN = 99,2). No entanto, o VPP seria maior se
fossem levadas em conta as amostras sem crescimento em agar sangue (VPP = 90,9%). Estes
resultados sdo semelhantes aos obtidos por Accumast (GANDA et al., 2016) e Minnesota
easy culture system Il (ROYSTER et al., 2014). A capacidade de identificacdo rapida de
Staphylococcus aureus é fundamental para o controle da MSC no rebanho, visto que o
patdgeno apresenta grande capacidade de contagio, associa-se a casos de MSC cronicos de
dificil tratamento e com taxas de cura inferiores a 25% (MISRA et al., 2018). Os resultados
de identificacdo de Staphylococcus aureus pelo meio S podem auxiliar na tomada de decisao
quanto a segregacdo e/ou descarte de vacas positivas para esse agente no rebanho.
Adicionalmente, o meio S permite diferenciar outras duas espécies de Staphylococcus spp.
(Staphylococcus saprophyticus e Staphylococcus epidermidis), o que ndo foi descrito no
Minnesota easy culture system Il e Accumast. Contudo, devido a baixa frequéncia de
isolamento de Staphylococcus saprophyticus e Staphylococcus epidermidis, ndo foi possivel a
determinacdo dos preditores para essas espécies.

Os resultados de Ac foram elevados para todos os grupos de patdgenos, tanto em
amostras de MSC quanto de PP, para ambos 0s meios de cultura cromogénicos avaliados. De
forma semelhante ao obtido em nosso estudo, outros métodos de identificacdo microbiolégica
rapida como as quadriplacas SSGN e SSGNC (FERREIRA et al., 2018), 3M Petrifilm system
(MCCARRON et al., 2009a), Minnesota easy culture system (ROYSTER et al., 2014);
(FERREIRA et al., 2018) e Accumast (GANDA et al., 2016; FERREIRA et al., 2018)
também apresentaram elevados valores de Ac. A elevada Ac demonstra a assertividade na
identificacdo répida dos patdgenos/grupos de patdgenos aos quais 0s meios cromogénicos GP
e S se propdem a identificar.

A concordéncia entre 0 meio cromogénico GP e a metodologia padréo, representado
pelo coeficiente K, foi substancial para o0s grupos de patdgenos Streptococcus
agalactiae/dysgalactiae (K = 0,7604) e Streptococcus uberis/Enterococcus spp. (K = 0,7011)
para amostras de MSC. Em amostras de PP, para 0s mesmos grupos de patégenos, também se

obteve concordancia substancial (K = 0,7245 para Streptococcus uberis/Enterococcus spp. e
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K = 0,6948 para Streptococcus agalactiae/dysgalactiae). A concordancia observada no
presente estudo foi superior a obtida para Streptococcus spp. pelas biplaca e triplaca
Minnesota Easy Culture System (ROYSTER et al., 2014), porém foi ligeiramente inferior a
obtida pelo Accumast (GANDA et al., 2016). No entanto, nenhum destes métodos permite a
diferenciacdo dos Streptococcus por espécie, como descrito no meio cromogénico GP. A
capacidade de diferenciar os grupos Streptococcus uberis/Enterococcus spp de Streptococcus
agalactiae/dysgalactiae pode auxiliar no controle da MSC, possibilitando, por exemplo, a
segregacdo de vacas presuntivamente positivas para Streptococcus agalactiae, evitando o
possivel contagio. Além disso, as vacas cujas amostras tiveram isolamento do grupo
Streptococcus agalactiae/dysgalactiae em meio GP, deverdo ter novas amostras de leite
coletadas para realizacdo de identificacdo microbioldgica laboratorial e diferenciacdo entre
Streptococcus agalactiae e  Streptococcus dysgalactiae. Nesse sentido, vacas
confirmadamente infectadas por Streptococcus agalactiae poderdo receber tratamento com
antimicrobiano durante a lactagdo, ja que altas taxas de cura sdo relatadas para este
microrganismo (KEEFE, 2012).

Em amostras de MSC, o resultado de concordancia obtido indica que o meio
cromogénico GP foi um teste falho na identificacdo rapida de Staphylococcus aureus (K =
0,30295), com resultados insatisfatorios da Se (25,0%) e VPP (38,5%). Para amostras de PP a
concordancia foi moderada (K = 0,4943). Os resultados de concordancia foram inferiores aos
obtidos pelos métodos Accumast (K = 0,93) (GANDA et al., 2016) e pelas biplaca e triplaca
Minnesota Easy Culture System (K = 0,62 e K = 49; respectivamente) (ROYSTER et al.,
2014), porém sdo similares aos obtidos por Griffioen at al. (2018) pela triplaca cromogénica
CHROMagar Mastitis (K = 0,33). O baixo coeficiente de concordancia para identificacdo de
Staphylococcus aureus indica uma limitacdo do meio GP, que pode estar novamente
associado a inconsisténcia do padrdo de cores produzido pelo meio para este patdgeno,
gerando uma grande quantidade de resultados FN.

O meio cromogénico S obteve concordancia substancial na identificacdo rapida de
Staphylococcus aureus tanto para amostras de MSC (K = 0,7266) quanto para amostras de PP
(K = 0,7982). Nossos resultados foram ligeiramente inferiores a concordancia quase perfeita
obtida por Accumast (GANDA et al., 2016) em amostras de MC, o que pode estar associado a
maior concentracdo de patogenos presentes nas amostras de MC em comparacao as amostras
de MSC. Porém, o coeficiente de concordancia do meio S foi superior as concordancias
obtidas pela biplaca e triplaca Minnesota Easy Culture System (ROYSTER et al., 2014),
triplacas cromogénicas CHROMagar Mastitis, Hardy Diagnostics Mastitis Triplate e
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VeétoRapid (GRIFFIOEN et al., 2018), indicando alta concordancia entre 0 metodo de
referéncia e a identificagdo presuntiva do meio S para Staphylococcus aureus. De forma
similar ao observado com os demais preditores, a baixa frequéncia de isolamento dos
patogenos Staphylococcus saprophyticus e Staphylococcus epidermidis ndo permitiu o calculo
do indice de concordancia entre o meio cromogénico S e a metodologia padrdo na
identificacdo destes patdgenos.

No caso das amostras que apresentaram isolamento de “outros microrganismos” no
meio cromogénico GP, os resultados de Se foram baixos, tanto em MSC (Se = 49,1%) quanto
em PP (Se = 32,9%). Resultados similares (baixos/intermediarios) foram observados para o
meio S em amostras de MSC (Se = 61,1) e PP (Se = 32,9). Em ambos 0s casos, a baixa Se
estd associada a grande quantidade de resultados FN nos meios de cultura cromogénicos. Esta
grande quantidade de FN pode ser indicativo de que, em alguns casos, vacas com IIM causada
por patdgenos secundarios poderiam ser subdiagnosticadas com o0 uso dos meios
cromogeénicos como Unico método de identificacdo. Contudo, é necessario salientar que 0s
patogenos classificados como “outros microrganismos” ndao sdo o foco principal da
identificacdo dos meios cromogénicos, visto que ndo ha um padréo de cores associado a estes
agentes nas recomendacgdes do fabricante. Adicionalmente, os impactos associados as 1M
causadas por patdgenos secundarios (e.g., SNA; Corynebacterium spp.) sdo menores do que
0s causados por patégenos principais (TOMAZI et al., 2015; GONCALVES et al., 2016).

Os resultados de Sp, VPP e VPN para o isolamento de “outros microrganismos” foram
elevados/intermediarios para ambos 0s meios cromogeénicos, tanto em MSC quanto em PP,
com Unica excegdo do resultado baixo de VVP do meio S em amostras de MSC (VPP =59,2).
A elevada Sp observada nos meios GP e S, nas amostras de MSC e PP indica a assertividade
no diagnéstico de amostras negativas para isolamento microbiolégico, que é uma informacéo
importante para a tomada de decisdo no controle da mastite. Apesar disso, duas amostras de
MSC apresentaram isolamento de Streptococcus uberis o qual deveria ter o crescimento
inibido no meio cromogénico S, que é seletivo para Staphylococcus spp. Porém, nos dois
casos, quando essas coldnias foram reinoculadas em uma nova placa do meio cromogénico S,
ndo houve isolamento microbiano, e 0 mesmo ocorreu apds nova inoculacdo da amostra de
leite. O crescimento de col6nias de Streptococcus uberis no meio S pode estar associado a
presenca de residuos de leite ou gordura aderidos ao agar durante a inoculagdo. A presenca
destes residuos pode ter fornecido o substrato para o desenvolvimento das col6nias durante o
periodo de incubacdo, visto que a transferéncia dos isolados de Streptococcus uberis para

novas placas do meio S resultou em inibi¢do do crescimento.
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A Ac do grupo dos “outros microrganismos” foi elevada em ambos 0s meios de
cultura e independente do tipo de amostra avaliada (MSC ou PP). A elevada Ac observada é
um indicativo da capacidade do meio em isolar microrganismos nas amostras de leite de casos
de 1IM, mesmo que ndo seja possivel a diferenciacdo da espécie ou grupo de microrganismos
isolados. Além disso, a elevada Ac para os “outros microrganismos” indica, indiretamente, a
capacidade seletiva dos meios GP e S, e a consisténcia dos padrdes de cores obtidos para cada
patdgeno, o que minimiza a ocorréncias de resultados FP.

E necessario salientar que o estudo apresenta limitacdes. A inspecdo visual das
colbnias e a identificacdo presuntiva dos patdgenos em meios cromogénicos foram realizadas
por um Unico pesquisador em condi¢des de laboratdério (ndo na fazenda). No entanto, para
minimizar o Vviés, o leitor ficou cego para os resultados da identificacdo no padrao ouro. Além
disso, a limitacdo mais importante foi a baixa frequéncia de isolamento de Staphylococcus
epidermididis e Staphylococcus saprophyticus que limitou as inferéncias sobre o desempenho
diagndstico dos meios cromogénicos S sobre esses patdgenos em especifico. Apesar disso,
para Staphylococcus aureus, que é o patdgeno principal diagnosticado pelo meio S, a
frequéncia de isolamento obtida foi suficiente para avaliacdo do desempenho diagndstico.

De forma geral, independentemente do tipo de amostra (MSC ou PP), os meios de
cultura cromogénicos GP e S apresentaram desempenhos satisfatorios para a identificacdo
rapida dos patdgenos aos quais se propunham a identificar. O meio cromogénico GP foi, de
modo geral, eficiente na identificacdo dos patdgenos/grupos de patdgenos Streptococcus
agalactiae/dysgalactiae e Streptococcus uberis/Enterococcus spp., permitindo a diferenciacédo
entre estes dois grupos sem a utilizacdo de provas bioguimicas adicionais, 0 que ndo é
possivel em nenhum outro método usado em CMF. Contudo, o meio GP apresentou
limitacBes na identificacdo de Staphylococcus aureus, com resultados inferiores a outros
métodos de identificacdo rapida como 3M Petrifilm system (MCCARRON et al., 2009a)
Accumast (GANDA et al., 2016), o que possivelmente esta relacionado a inconsisténcia do
padrdo de cor associado a identificagdo do patogeno. Ja o desempenho do meio cromogénico
S foi, de modo geral, satisfatorio para Staphylococcus aureus, principal patégeno (do ponto de
vista da mastite bovina) ao qual o meio se propunha identificar. Os resultados obtidos para
Staphylococcus aureus pelo meio S foram similares aos métodos Minnesota easy culture
system Il (ROYSTER et al., 2014) e Accumast (GANDA et al., 2016), o que indica seu
potencial para uso em CMF para identificacdo especifica deste patogeno.

Em sintese, 0s meios cromogénicos testados apresentaram desempenho similar a

outros métodos de identificacdo microbioldgica rapida utilizados em CMF, com a vantagem
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de possibilitar diferenciagdo em nivel de espécie para 0s grupos Streptococcus (Streptococcus
uberis e Streptococcus agalactiae/dysgalactiae no meio GP) e Staphylococcus spp.
(Staphylococcus aureus Staphylococcus epidermidis e Staphylococcus saprohyticus no meio
S). O meio cromogénico GP apresentou desempenho satisfatorio para identificacdo rapida dos
grupos Streptococcus agalactiae/dysgalactiae e Streptococcus uberis/Enterococcus spp.,
apesar das limitacbes na identificagdo de Staphylococcus aureus, expressas pelos baixos
valores de Se e VPP. Compensatoriamente, 0 meio S teve desempenho diagnostico
satisfatorios na identificacdo de Staphylococcus aureus, o que indica que este meio pode ser

uma alternativa para diagndstico rapido deste agente a partir de amostras de MSC e PP.

7. CONCLUSAO

Os resultados de desempenho diagnostico dos meios cromogénicos GP e S foram, de
forma geral, satisfatorios para a identificacdo dos principais patdgenos associados a mastite
em amostras de PP e MSC durante a lactacdo, com a excecdo da identificacdo de
Staphylococcus aureus no meio GP. Tanto nas amostras de MSC quanto nas amostras de PP,
resultados satisfatorios de Se, Sp, VPP, VPN e K foram obtidos na identificacdo dos grupos
Streptococcus uberis/Enterococcus spp. e Streptococcus agalactiae/dysgalactiae no meio GP
e para Staphylococcus aureus no meio S. Adicionalmente, a possibilidade de identificacdo
microbioldgica rapida (de 18 a 24h) e a capacidade de discernimento entre as diferentes
espécies de Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. sugerem que oS meios GP e S sdo
alternativas vidveis para identificacdo rdpida de agentes causadores de MSC e para

monitoramento de vacas em PP.
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