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RESUMO

Os sistemas de cultura na fazenda (SCF)
foram desenvolvidos como alternativa para a
identificacdo presuntiva rapida dos principais
agentes causadores de mastite na proépria
fazenda. Meios de cultura cromogénicos po-
dem ser alternativas para identificar agentes
causadores de mastite em vacas leiteiras,
com praticidade e rapidez. Assim, esta revisdo
abordaratrés estudos realizados por nosso
grupo de pesquisa, com o objetivo de avaliar
o desempenho diagndstico de meios cromogé-
nicos na identificacdo rapida de agentes cau-
sadores de mastite clinica (MC) e subclinica
(MSC) em vacas em lactagao e pos-parto (PP).
A identificagdo dos agentes por meios cromo-
génicos baseou-se na analise da coloragéo
das colbnias microbianas, e a identificacao
por MALDI-TOF MS foi considerada metodolo-
gia padrao. No estudo 1, foram avaliados dois
meios cromogénicos seletivos para bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas (GP e GN,
respectivamente; CHROMagar™, Francga).
Para isso, utilizou-se 476 amostras de MC e
660 de MSC. No estudo 2; 476 amostras de
MC e 500 de MSC foram avaliadas por triplaca
contendomeios cromogénicos seletivos Strep-
tococcus (Strep.),Staphylococcus (Staph.) e
GN (Smartcolor2, Onfarm™  Piracicaba, Bra-
sil). No estudo 3, foram avaliadas 504 amos-
tras de MSC e 536 amostras de leite PP. As
amostras foram inoculadas nos meios cromo-
génicos GP e Staph. Os resultados de sensi-
bilidade (Se) e especificidade (Sp) no estudo
1 foram de 100% e 94% para Streptococcus
uberis/Enterococcusspp., Sp de 100% para
Pseudomonas spp. € 99% para Staphylococ-
cus aureus. No estudo 2, observou-se Se de
100%, ProtothecallLevedura, 100% Strepto-
coccus agalactiaeldysgalactiae, e Sp de 100%

para Serratia. No estudo 3, observou-se Se de
80% e Sp de 89,8% para Staphylococcus au-
reus emStaph. e Se de 92,3% e Sp 90,5% para
Streptococcus uberis/Enterococcus em GP. Os
resultados obtidos sugerem que meios de cul-
tura cromogénicos podem ser alternativas para
uso em programas de cultura na fazenda.

Palavras-chave: Cultura na fazenda. Masti-
te. Identificagcao rapida.

INTRODUCAO

Mastite bovina € uma das doencas mais pre-
valentes em rebanhos leiteiros. Os impactos
ocasionados pela mastite podem afetar tanto
a produtividade quanto a rentabilidade dos re-
banhos (RUEGG, 2017). Os principais custos
diretos relacionados a mastite associam-se a
diminuicdo da qualidade do leite, custos com
tratamentos, descarte de leite com residuo de
antimicrobianos e aumento do risco de morte
de vacas nos casos de mastite clinica (MC)
grave (DOWN et al.; 2017). Adicionalmente,
casos de mastite subclinica (MSC) podem
levar a perdas de producido entre 0.07 a 1.4
kg em quartos mamarios afetados, varian-
do de acordo com o tipo de agente causador
(GONCALVES et al., 2018), o que implica em
custos indiretos na produgéo leiteira.

A mastite também ¢é a principal causa do uso
de antimicrobianos nos rebanhos leiteiros, em
especial para o tratamento de casos de MC. Es-
tima-se que o tratamento da mastite responda
por 80% do uso de antimicrobianos nas fazen-
das (VIORA et al., 2014; POL; RUEGG, 2007).
Contudo, o uso de antimicrobianos nem sem-
pre se justifica, visto que 44% das amostras
de leite de casos de MC nao tem crescimento
em cultivo microbiolégico convencional e ou-
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tros 27% tem isolamento de agentes Gram-ne-
gativos, que apresentam elevada chance de
cura espontanea apesar de pouco responsivos
a maior parte dos antimicrobianos (TOMAZI
et al., 2018). Desta forma, a identificagdo dos
agentes causadores de mastite € fundamental
para a definicdo de protocolos de tratamento
eficazes e pode servir como direcionador para
uso racional dos antimicrobianos.

Para a identificacdo microbiolégica dos
agentes causadores de mastite, preconiza-se
a cultura microbiolégica de amostras de leite
em laboratorios especializados. Entretanto,
atualmente a identificagdo microbiolégica labo-
ratorial ainda é pouco difundida entre as fazen-
das leiteiras (MCCARRON et al., 2009b), o que
implica na adogao de protocolos de tratamento
sem o diagndstico do agente causador. Dentre
as limitagdes do uso da cultura microbiolégica
laboratorial destacam-se a dificuldade logistica
de envio de amostras e o longo intervalo de
tempo entre o envio de amostras e a obtengao
dos resultados de cultura (LAGO et al., 2011a).

Visando facilitar a logistica associada a iden-
tificacao microbioldgica, os sistemas de cultura
na fazenda (SCF) foram desenvolvidos como
alternativa para a identificagdo presuntiva rapi-
da dos principais agentes causadores de mas-
tite na propria fazenda. O sistema consiste no
uso de meios de cultura seletivos para a dife-
renciagdo dos microrganismos, e possibilita a
identificacdo dos agentes causadores de mas-
tite em até 24 horas (ROYSTER et al., 2014).
A identificagao rapida dos agentes causadores
de mastite auxilia na definicdo de medidas pre-
ventivas ou de controle da mastite e possibilita
a reducao em até 50% do uso de antimicrobia-
nos no controle da mastite (LAGO et al., 2011).

Dentre os diferentes métodos de identifi-
cacao utilizados em SCF, os meios de cultura
cromogénios destacam-se por possibilitar a di-
ferenciacao visual de grupo ou espécie bacte-
riana, sem a necessidade de realizagao de tes-
tes bioquimicos (PERRY, 2017). Aidentificacao
microbiolégica é realizada de forma direta pela
coloracao das coldnias isoladas no meio. En-
zimas especificas associadas ao metabolismo
de cada grupo ou espécie de microrganismos
reagem com substratos presentes no meio de
cultura, formando cromdforos que, por sua
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vez, alteram a coloragdo das coldnias bacte-
rianas , possibilitando a diferenciagcéo entre as
espécies de interesse (GANDA et al., 2016).
Comparado com outros métodos utilizados em
SCF(e.g., Triplacas Minnesota Easy System
e/ou Quadriplacas Mastitis SSGN), os meios
de cultura cromogénicos apresentam desem-
penho diagnéstico superior em relagéo a es-
pecificidade (Sp), sensibilidade (Se) e acuracia
(FERREIRA et al., 2018). Além disso, meios
cromogénicos sao eficientes em identificar con-
taminacdo em amostras de leite (GRIFFIOEN
et al., 2018), o que pode reduzir problemas de
identificacdo de agentes patogénicos.

Estudos prévios sobre o desempenho de
meios de cultura cromogénicos foram desen-
volvidos nos EUA (GANDA et al., 2016), com
resultados de 82,3% de Se e 89,9% de Sp para
0s meios cromogénicos testados (GANDA et
al., 2016). Na Europa, Griffioen et al. (2018)
constataram maior capacidade de identifi-
cacao de contaminagado nas amostras através
dos meios cromogénicos testados, o que mi-
nimiza confundimento no diagnostico. No Bra-
sil em estudo realizado por Granja (2020), os
meios cromogénicos apresentaram Se de 90%
Sp de 99% no diagnostico de Staphylococcus
aureus.

Em razdo da praticidade e rapidez na ob-
tencao dos resultados, os meios cromogénicos
sdo alternativas para SCF. No entanto, ainda
s&0 escassos 0s estudos sobre o uso de meios
cromogénicos na identificagdo microbioldgica
de amostras de MC, MSC e de leite de vacas
em pos-parto (PP).

AVALIASAO DE MEIOS DE CULTURA
CROMOGENICOS PARA IDENTIFICACAO
DE AGENTES CAUSADORES DE MASTITE

Trés estudos de nosso grupo de pesquisa
foram realizados com objetivo avaliar o des-
empenho diagndstico dos meios de cultura
cromogénicos na identificagdo microbiolégica
de amostras de MC, MSC e PP. A hipotese es-
tudada foi de que meios de cultura cromogéni-
cos apresentam equivalente acuracia, Se, Sp,
valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo
negativo (VPN) e coeficiente de concordancia
kappade Cohen(k) para identificacdo rapida
dos principais agentes causadores de mastite.



Quatro meios de cultura cromogénicos fo-
ram testados nos trés estudos: Mastitis GP
(GP); Mastitis GN (GN); Staphylococcus (Sta-
ph) e Streptococcus (Strep) (CHROMagar,
Paris, Franga). O meio de cultura GP é seleti-
vo para o crescimento de bactérias Gram-po-
sitivas, e foi interpretado de acordo com as
seguintes coloragdes das colbnias: a) azul
turquesa — Streptococcus agalactiae/Strepto-
coccus dysgalactiae; b) azul escuro/metalico
— Streptococcus uberis/Enterococcus spp.; C)
colénia rosada/rosa — Staphylococcus aureus.

O meio de cultura cromogénico GN é se-
letivo para crescimento de microrganismos
Gram-negativos, Levedurae Prototheca spp.,
e foi avaliado com base nas seguintes colo-
racoes das colbnias: a) roxa — Escherichia coli
b) azul metalica — Klebsiella spp./Enterobac-
terspp./Serratia spp.; c) amarela/creme/trans-
lucida — Pseudomonas spp.; d) branca e seca
— Levedura/Prototheca spp (Figura 1).

O meio cromogénico Staph é seletivo para
Staphylococcus spp., e apresenta o seguinte
padrao de cores de colbnia: a) rosa — Staphylo-
coccus aureus; b) colénia incolor/rosada— Sta-
phylococcus epidermidis; c) azul turquesa —
Staphylococcus saprophyticus.

O meio de cultura cromogénico Strep é se-
letivo para Streptococcus spp., e foi avaliado
com base nas seguintes coloragdes das col6-
nias: a) azul escuro — Streptococcus uberis;
b) azul turquesa — Streptococcus agalactiae/
Streptococcus dysgalactiae; c) roxo — Entero-
coccus spp.; d) roxo claro (lilds) — Lactococcus

Spp.

No estudo 1, placas bipartidas contendo os
meios GP e GN foram utilizadas para identifi-
cacao dos patégenos causadores de mastite.
Para o estudo 2, triplacas com os meios GN,
Staph e Strep(Smartcolor2, Onfarm, Piracica-
ba, Brasil) foram avaliadas. Ja no estudo 3 os
meios cromogénicos GP e Staph foram testa-
dos separadamente e, portanto, foram utiliza-
das placas separadas de cada um dos meios.

Para os estudos 1 e 2, foram selecionadas
aleatoriamente amostras de leite de vacas com
MC e MSC, enviadas para a rotina de identifi-
cacao microbioldgica do Laboratorio de Pesqui-

sa em Qualidade do Leite (Qualileite - FMVZ/
USP). As amostras de leite coletadas nas fazen-
das foram enviadas ao laboratério em caixas
isotérmicas e mantidas refrigeradas a -20°C
por no maximo 30 dias até a inoculagédo. Os
critérios para identificacdo dos casos de MC e
MSC foram adotados pelas proprias fazendas
de forma independente. Considerou-se MC
quando foram observadas alteracbes nas ca-
racteristicas do leite (e.g. presenca de grumos,
coagulos, sangue, pus) e/ou sinais clinicos na
glandula mamaria (e.g. inchacgo, vermelhidao,
dor no ubere). Para os casos de MSC, o crité-
rio adotado foi a contagem de células somati-
cas (CCS) do leite >200.000 células/mL, dado
que na MSC nao ha alteracgdes visuais nas ca-
racteristicas do leite (ADKINS; MIDDLETON,
2018).

No estudo 3, foram utilizadas amostras de
leite de vacas com MSC e vacas em PP pro-
venientes de 6 rebanhos leiteiros que concor-
daram em participar do estudo. Para a selecao
das vacas com MSC, foram realizadas coletas
compostas de leite (pool de quartos mamarios)
para analise de CCS de todas as vacas em
lactagao durante dois meses. Vacas que apre-
sentaram CCS >200.000 células/mL tiveram
amostras compostas de leite coletadas pelos
membros da equipe do estudo e submetidas a
identificacdo microbiolégica. Para as amostras
de PP, foram selecionadas vacas em inicio de
lactagdo com 7 = 3 dias PP. Os procedimen-
tos de coleta foram realizados por funcionarios
das fazendas previamente treinados. Nos dois
tipos de amostra, foram excluidas do estudo
vacas que apresentaram MC, doencas que
nao mastite, ou que foram submetidas a anti-
bioticoterapia em periodo inferior a 14 dias an-
tes da coleta de amostras para o estudo.

Nos trés estudos, amostras de leite cole-
tadas para identificagdo microbioldgica foram
aliquotadas (0,01 mL) e inoculadas simulta-
neamente em: a) agar sangue suplementado
com 5% de sangue bovino; e b) meios cromo-
génicos testados. Apos inoculagao, as placas
foram incubadas a 37°C por 24 horas, e poste-
riormente foram avaliadas visualmente quan-
to ao isolamento microbiano. No agar sangue
avaliou-se na leitura os seguintes aspectos: a)
numero de coldnias; b) coloragdo; c) taman-
ho; e d) presenca de hemdlise. Nos meios
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cromogénicos testados, a identificacdo pre-
suntiva foi realizada a partir da analise visual
do padrao de cores associado ao isolamento
microbiano (Figura 1). A leitura visual das pla-
cas foi realizada segundo as recomendagdes
do fabricante. As amostras foram consideradas
contaminadas quando apresentaram >3 tipos
diferentes de microrganismos (PARKER et al.,
2008), enquanto amostras com isolamento de
2 microrganismos diferentes foram considera-
das “cultura mista”.

ApOs a leitura visual das placas, os isolados
foram submetidos a identificagdo microbiolégi-
ca por MALDI-TOF MS conforme descrito por
Barcelos et al (2019). A identificagdo microbio-
l6gica por MALDI-TOF MS foi realizada para
todos os isolados, tanto os que apresentaram
crescimento positivo em agar sangue, quanto
os isolados com crescimento nos meios cro-
mogénicos testados.

Os indicadores de desempenho diagndstico
da identificagdo microbiolégica dos meios cro-
mogénico foram calculados em comparagéao a
identificacdo microbiolégica por MALDI-TOF
MS que foi adotada como padrao ouro. Amos-
tras que apresentaram contaminagdo em um
dos dois resultados (AS ou meios de cultura
cromogénicos) foram excluidas na analise final
dos resultados.

Foram calculados a Ac, Se, Sp, VPP e VPN
a partir dos resultados de: Verdadeiro Positivo
(VP); quando houve concordancia do mesmo
microrganismo identificado no meio de cultura
cromogénico e na metodologia padréo, Verda-
deiro Negativo (VN); quando ndo houve isola-
mento nos meios de cultura cromogénicos e
na metodologia padrao, Falso Positivo (FP);
quando houve crescimento de algum micror-
ganismo na metodologia padrao diferente do
diagnosticado nos meios cromogénicos e Fal-
so Negativo (FN); quando ndo houve cresci-
mento de microrganismo nos meios cromogé-
nicos mas houve crescimento na metodologia
padrdao (FERREIRA et al., 2018). Os resulta-
dos de desempenho diagnostico analisados
(Ac, Se, Sp, VPP e VPN) foram classificados
como baixos (<60%), intermediarios (>60%) e
altos (>80%) (ROYSTER et al., 2014).

O coeficiente k foi calculado utilizando o
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PROC FREQ do SAS (2009). Valor de kigual a
1 foi considerado 100% de concordancia; valo-
res entre 0,81 e 1 foram considerados concor-
dancia quase perfeita; de 0,61 a 0,8 coeficiente
substancial; de 0,41 a 0,6 indicam moderada
concordancia e valores entre 0,21 a 0,4 consi-
derou-se teste falho (FERREIRA et al., 2018).

Avaliacdo de biplaca de meios cromogéni-
cos para identificagdo de agentes causadores
de mastite

No presente estudo, foi avaliado o desem-
penho diagnostico de uma biplaca contendo
meios de cultura cromogénicos GP e GN para
a rapida identificacdo dos principais microrga-
nismos causadores de MS e MSC em amostras
de leite. Na identificagdo dos principais patoge-
nos em amostras de MC, identificou-se valo-
res de Se entre 56-100%. Ja para MSC, foram
observados valores de Se de 89-94%. Quan-
do analisada a Sp foram encontrados valores
entre 95-99% para MSC e 96-99% para MC.
O uso da biplaca para identificacdo de Strep-
tococcus uberis possibilitou a obtengao de alta
Se (>94%) e Sp (>95%) tanto nas amostras de

Figura 1. Coloragdes caracteristicas de
colénias de microrganismos causadores

de mastite inoculados em meios de cultura
cromogénicos Strep.,Staph., GN e GP : 1

- Streptococcus uberis em Strep.; 2 - Strep-
tococcus agalactiae/dysgalactiae em Strep.;
3 - Enterococcus spp. em Strep.; 4 - Lacto-

coccus spp. em Strep.; 5 — Staphylococus aureus em Staph.;
6 - Klebsiella spp./Enterobacter spp. em GN; 7 — Prototheca
spp./Levedura em GN; 8 - Escherichia coliem GN; 9 - Strep-
tococcus agalactiae/dysgalactiae em GP; 10 - Streptococcus
uberis em GP; 11 - Staphylococus aureus em GP; 12 - Sta-
phylococusepidermidis em Staph.; 13 - Staphylococussapro-
phyticus em Staph. Adaptado de Granja (2020).




MC quanto de MSC. Para a Se, a identificagcao
de Streptococcus agalactiaeldysgalactiae va-
riou de 72% (MC) a 89% (MSC), enquanto a
Sp foi >96% em amostras de MC e MSC. Re-
sultados similares foram descritos para iden-
tificagdo de bactérias do grupo Streptococcus
spp., com o uso de triplaca contendo meio de
cultura enriquecido com cristal de sulfato de ta-
lio modificado (MKTK), o qual apresentou Se
de 92,6% e Sp de 89.5% (MCCARRON et al.,
2009). A diferenciagao da coloragao entre col6-
nias de Streptococcus agalactiae e Streptococ-
cus dysgalactiae nao é possivel no diagnosti-
co pela biplaca o que € uma limitagao para a
utilizacdo do meio GP. Pelo fato de ambas as
espécies apresentarem coloragao similar (azul
claro/turquesa), necessita-se 0 uso de testes
complementares, como a avaliagdo de hidro-
lise de hipurato ou o teste de CAMP/Esculina
para a completa diferenciacao entre as espé-
cies, (NMC 2017).

Na avaliagcdo do meio cromogénico GP ob-
servou-se baixa Se (56%) e VPP (69%) para
identificacdo de Staphylococcus aureus em
amostras de MC, o qual teve baixa prevalén-
cia nas amostras de leite avaliadas (9/476).
Um estudo que avaliou o kit VetoRapid (Veto-
Rapid, Vétoquinol, Buckinghamshire, UK) ob-
teve resultados similares, o qual apresentou
Se de 57% e VPP de 54% para amostras de
MSC (VIORA et al., 2014). Diferentemente do
observado na avaliacdo das amostras de MC,
para amostras de MSC, o meio de cultura GP
apresentou elevado valor de Se (92%) na iden-
tificacdo de Staphylococcus aureus. Estudos
utilizando meios de cultura cromogénicos se-
letivos para Staphylococcus spp. relataram Se
de 100% e Sp de 99.8% para identificacdo de
Staphylococcus aureus (GANDA et al., 2016).

Em relagdo as bactérias Gram-negativas
isoladas em amostras de MC, o meio de cul-
tura cromogénico GN apresentou Se de 89% e
Sp 97% para identificacdo de Escherichia coli.
Ainda em relacéo a esta espécie, foram obser-
vados valores de Se de 67% e Sp de 98% nas
amostras de MSC. Resultados similares foram
descritos para de identificacdo de Escheri-
chia coli utilizando triplaca Accumast, com Se
= 100% e Sp = 96,5%, e para Klebsiella spp./
Enterobacter spp./Serratia spp. (KES) com Se
= 98% e Sp = 96% (FERREIRA et al., 2018).

Por outro lado, foram observados resultados
inferiores de Se (75%) para identificacdo de
Escherichia coli em meio de cultura cromogé-
nico GN (Gandaet al. 2016). Em nosso estu-
do, para as amostras de MC, a identificacédo de
ProtothecallLevedura apresentou Se de 73% e
Sp de 100%, o que indica que este meio de
cultura pode ser uma ferramenta para a rapi-
da identificagao presuntiva destes patdgenos,
no entanto, sdo necessarios testes adicionais
para a completa diferenciagao entre este grupo
de microrganismos.

Os resultados de VPP da biplaca contendo
cromogénicos variaram de 60-69% nas amos-
tras de MC e 36-87% para as amostras de
MSC, enquanto os resultados de VPN foram
297% nas amostras de MC e MSC. O VPP va-
riou em relacdo a espécie de microrganismo,
sendo menor para identificagdo de Staphylo-
coccus aureus (64%) e Streptococcus ube-
ris (60%) em amostras de MC, enquanto, em
amostras de MSC, os menores valores de VPP
foram obtidos na identificagdo de Streptococ-
cus uberis (36%), e Escherichia coli de (31%).
Os resultados de VPP obtidos no presente es-
tudo foram menores quando comparados aos
descritos com o uso do kit VetoRapid, cujo va-
lor de VPP para identificagao de Streptococcus
uberis foi 48%, para Staphylococcus aureus
52% e para Escherichia coli 72% (VIORA et
al., 2014). Da mesma forma, estudos observa-
ram resultados semelhantes ao de Vioraet al
(2014), com valores de VPP de 79% para Es-
cherichia coli (GANDA et al., 2016), e 49,3%
para Staphylococcus aureus (MCCARRON et
al., 2009). Ainda em relagao a identificacao de
Escherichia coli, o uso de meio de cultura Ac-
cumast apresentou valores de VPP de 76,5%,
ao passo que o uso de meio SSGNC resultou
em valores de VPP de 55%. (FERREIRA et
al., 2018). As diferengas de resultados de VPP
quando comparados a outros estudos estao
associadas com a prevaléncia dos agentes
nas amostras testadas. Os resultados de VPN
foram 297% tanto em amostras de MC quan-
to de MSC, o que sugere elevada capacidade
da biplaca de meios cromogénicos identificar
corretamente amostras com resultados nega-
tivos.

A concordancia de resultados de identifi-
cacao entre a metodologia padréao e o meio

XLVIII Jornadas Uruguayas de BUIATRIA
31 de Mayo al 4 de Junio 2021



GP em casos de MC foi moderada para Sta-
phylococcus aureus (k = 0.47) e substancial
para Streptococcus uberis/Enterococcus spp.
e Streptococcus agalactiael/dysgalactiae (k =
0.67). Por outro lado, a concordancia de resul-
tados foi falha para Streptococcus uberis (k =
0.35) e concordancia quase perfeita para Sta-
phylococcus aureus (k = 0.88) nas amostras de
MSC. Recentemente um estudo no qual foram
utilizados quatro métodos de diagnéstico rapi-
do na fazenda (CHROMagar Mastitis, Hardy-
DiagnosticsMastitis Triplate, Minnesota Easy-
Culture S-II Tri-plate e VétoRapid), demonstrou
concordancia falha entre a cultura microbiol6gi-
ca padréo e os meios de cultura cromogénicos
CHROMagar, principalmente para as bactérias
Gram-positivas (k = 0.23; >0.20-0.40) (GRI-
FFIOEN et al., 2018). Os valores de Kappa (k
= 0.88) obtidos no meio GP para identificacao
de Staphylococcus aureus em amostras de
MSC foram similares aos descritos no meio Ac-
cumast (GANDA et al., 2016), que apresentou
concordancia quase perfeita de k= 0.93 com a
metodologia padrao.

Para a identificagcdo de bactérias Gram-ne-
gativas em amostras de MC, os resultados de
concordancia do meio GN e da metodologia
padrao foi de k = 0.8 para Escherichia coli (k
= 0.84), indicando concordancia quase perfeita
entre as metodologias avaliadas. Este elevado
valor de concordancia foi similar aos resulta-
dos descritos com o meio de cultura Accumast,
com concordancia de k = 0.81 para bactérias
Gram-negativas (FERREIRA et al., 2018). Ja
para Levedura/Prototheca o valor Kappa foi
de 0,8, indicando elevada concordéancia entre
omeiocromogénio e identificagcao pela metodo-
logia padrao.

Avaliagao de triplaca de meios cromogéni-
cos para identificacdo de agentes causadores
de mastite

No presente estudo, foi avaliado o desem-
penho diagnostico de triplaca contando meios
de cultura cromogénicos (SmartColor2, On-
Farm, Piracicaba, Brasil), para a rapida iden-
tificacdo dos principais microrganismos cau-
sadores de mastite em amostras de leite. Os
resultados de Se obtidos pela triplaca de meios
cromogénicos na identificacdo de Streptococ-
cus uberis variaram de 67% em amostras de
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MSC a 86% em MC, enquanto que resultados
de Sp foram >95% para MC e de 99% para MSC
(Tabela 1). Valores similares foram observados
utilizando o kit de diagnostico VetoRapid (VIO-
RA et al., 2014) para identificagdo de Strepto-
coccus uberis, o qual apresentou valores de Se
de 84% e Sp de 92%. Para a identificacao de
Streptococcus spp. natriplaca Accumast foram
descritos valores de Se = 90% e Sp = 92,9%
(GANDA et al., 2016) e Se = 100% e Sp = 93%
(FERREIRA et al., 2018). No entanto, ndo ha a
diferenciagao espécies de Streptococcus spp.
nos estudos supracitados, o que mostrou ser
um diferencial em nosso estudo. Para a iden-
tificacao de Enterococcus spp. a Se variou de
43% (MC) a 50% (MSC) e a Sp foi 98% ambos
para MC e MSC. O uso da triplaca Accumast
para identificagdo de Enterococcus spp. resul-
tou em valores superiores de Se (87,5%), adi-
cionalmente, foi observado valor semelhante
para Sp (94,8%) quando comparado ao nosso
estudo (FERREIRA et al., 2018). Por outro lado,
a avaliacao do kit VetoRapid para identificacao
de Enterococcus spp. resultou em Se (17%),
valor inferior ao encontrado em nosso estudo.
Contudo, o valor de Sp foi similar (93%) (VIO-
RA et al., 2014). A variacdo de coloragao de
coldnias entre as espécies Lactococcusgarvie
e Lactococcuslactisfoi um fator limitante para
o diagnostico visual de Lactococcus spp. Fo-
ram observados resultados FN (n=8 para MC/
n= 25 para MSC) para Lactococcusspp. devido
isolados de Lactococcusgarviae apresentaram
crescimento com coloracdo branca ou trans-
lucida, tanto em amostras de MC quanto de
MSC. Um estudo recente utilizando triplaca
do Minnesota Easy System também relatou a
ocorréncia de resultados FN em no diagndstico
de Lactococcus spp. (FERREIRA et al., 2018).
Acreditamos que esta limitagao da variagdo de
coloragédo das colbnias afetou negativamente
os resultados de Se de identificacdo de Lacto-
coccus spp. no presente estudo.

Os resultados de Se e Sp do meio cromo-
génico seletivo para Staphylococcus spp. va-
riaram de acordo como tipo de amostra de MC
e MSC. A Se para identificacdo de Staphylo-
coccus aureus foi de 86% (MC) e 83% (MSC),
enquanto que a Se para identificacdo de SNA
foi de 61% (MC) e 75% (MSC)., O valor de Sp
foi >97% para identificacdo de Staphylococcus
aureus e >95% para SNA, tanto para a MC



gquanto MSC. Os resultados de Se de identi-
ficagdo de Staphylococcus aureus do presen-
te estudo foram inferiores aos descritos pelo
sistema Minnesota Tri-plate e 3M PetrifilmSta-
ph (Se = 97,4%) (MCCARRON et al., 2009) e
Accumast (Se = 100%) (GANDA et al., 2016);
mas superiores ao kit VetoRapid, (Se = 65%)
(VIORA et al., 2014). Ja em relagao a Sp, os
resultados de identificagdo de Staphylococcus
aureus obtidos em nosso estudo foram superio-
res aos descritos na literatura, com Sp = 94%
(VIORA et al., 2014), 76,1% (MCCARRON et
al., 2009). Quando comparado ao kit VetoRa-
pid (Sp = 99,8%), os valores obtidos foram si-
milares; GANDA et al., 2016). Para a correta
utilizacao dos resultados de testes rapidos de
diagnosticos, € essencial a obtencao de resul-
tados satisfatérios de Ac, Se e Sp de identifi-
cagao de Staphylococcus aureus, diferencian-
do-o de outras espécies de SNA. Resultados
falsos negativos impactam negativamente a
aplicagao de medidas de manejo como a se-
gregacao ou descarte de vacas, além do maior
o risco de transmissao entre vacas (ROYSTER
et al., 2014). Para a identificacdo de SNA, a
Se foi de 61% e a Sp de 97% nas amostras
de MC, assim como nas amostras de MSC, foi
observada Se de 75% e Sp de 95%. A identifi-
cacao de SNA apresenta resultados variaveis
em outros estudos, com Se de 78,4% na tripla-
ca Accumast (GANDA et al., 2016), enquanto
no kit VetoRapid a Se foi de 24% (VIORA et al.,
2014). Por outro lado, a Sp de identificagao de
SNA foi similar entre os estudos (VIORA et al.,
2014; GANDA et al., 2016).

Em relagéo ao grupo de bactérias Gram-ne-
gativas isoladas em amostras de MC e MSC,
o meio de cultura cromogénico GN apresentou
valores de Se que entre 18-91% para amos-
tras de MC e de 50-100% para MSC, por ou-
tro lado, a Sp foi >96% para MC e >99% nas
amostras de MSC. No presente estudo, a Se
de identificacdo de Escherichia coli variou de
79% (MC) a 100% (MSC), enquanto a Sp foi
>96%. Diferentes resultados de Se e Sp para
identificacdo de Escherichia coli foram encon-
trados na literatura. A triplaca Accumast apre-
sentou Se/Sp de 75%/97,9% (GANDA et al.,
2016) e 100%/96,5% (FERREIRA et al., 2018),
enquanto o kit VetoRapid apresentou Se/Sp de
58%/98% (VIORA et al., 2014) e o meio de cul-
tura SSGNC com 73,3%/92,4% (FERREIRA et

al., 2018).

Para a identificagdo do grupo Klebsiella
spp./Enterobacter spp., os resultados Se e Sp
encontrados no presente estudo foram simila-
res aos descritos na avaliacdo da triplaca Ac-
cumast (GANDA et al., 2016), com Se = 97,8%
e Sp = 96,5%. Para identificacdo dos demais
microrganismos Gram-negativos, como Pseu-
domonas spp. foi observado baixa Se nas
amostras de MSC (50%). Este resultado de
Se pode estar relacionado ao numero de FN
e o baixo universo amostral (2/3). No entanto,
nas amostras de MC, a identificagcao de Pseu-
domonas spp. apresentou Se = 75% e Sp =
99%, valor abaixo dos resultados descritos por
Gandaet al (2016), que observaram Se = 100 e
Sp = 99,8%. No presente estudo, houve baixo
numero de isolamento de Serratia spp.

Em relacdo aos resultados de VPP, foram
encontrados valores de 10 a 100% para amos-
tras de MC, e de 14 a 100% para amostras de
MSC. Ja em relagao aos resultados de VPN,
houve variagao de 96-100% em amostras de
MC e de 87-100% para amostras de MSC.
Foi observado baixos resultados de VPP para
a identificacdo de Lactococcus spp. (10%) e
Streptococcus agalactiae/dysgalactiae (45%)
em amostras MC. No entanto, para as amos-
tras de MSC o VPP de identificacdo de Strep-
tococcus agalactiae/dysgalactiae foi de 28%
e Streptococcus uberis de 59%. Os resulta-
dos de VPP de identificagao de Streptococcus
uberis com o kit VetoRapid foram similares ao
do presente estudo (VIORA et al., 2016). Para
Staphylococcus aureus o VPP variou de 67-
76% para MC e MSC, respectivamente, o que
pode ser considerado similar aos dos estudos
prévios, que apresentaram valores de VPP de
49% (MCCARRON et al., 2009), 87,15% (GAN-
DA et al., 2016) e 52% (VIORA et al., 2014).
Em relacdo ao VPN, ocorreu variagcao de 87-
100% entre os microrganismos avaliados em
amostras de MC e MSC deste estudo.

Houve variacdo de resultados de concor-
dancia Kappaentre a identificagdo pela tripla-
ca de meios de cromogénicos e a metodolo-
gia padrao, de acordo com o tipo de patégeno
isolado. Para as bactérias Gram-negativas o
valor de Kappavariou de k = 0,07 para Serratia
spp. a k = 0,85 para Klebsiella spp./Enterobac-
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terspp. em amostras de MC. Ja para amostras
de MSC os valores de Kappa variaram de k
= 0,28 para Escherichia coli a k = 0,66 para
Pseudomonas spp., resultados semelhantes
aos descritos para identificagdo de Pseudomo-
nas spp. nos meios de cultura Accumast, k =
0,66 (GANDA et al., 2016). Os maiores valores
de Kappa avaliados como concordancia quase
perfeita (k = 0,8-1,0) foram observados somen-
te para Klebsiella spp./Enterobacterspp. nas
amostras de MC (k = 0,85), diferentemente do
que foi encontrado nos resultados utilizando bi
e triplaca do Minnesota EasyCulture System,
apresentando valores de Kappak = 0,21 e 0,50
para cada método utilizado (ROYSTER et al.,
2014).

Para o meio seletivo de Staphylococcus, fo-
ram observados resultados de concordancia
que variaram de moderada a substancial para
Staphylococcus aureus, k= 0,70 paraMC e k=
0,72 para MSC e Staphylococcus nao aureus,
com k = 0,71 para MC e k = 0.62 para MSC.
Estes resultados séo inferiores aos descritos
por Gandaet al. (2016), os quais obtiveram
concordancia quase perfeita para diagnostico
de Staphylococcus aureus (k = 0,93), no entan-
to para Staphylococcus nao-aureus foi encon-
trada concordancia moderada (k = 0,52).

Avaliacdo dos meios cromogénicos GP e
Staph para identificacdo de agentes causado-
res de mastite

Tabela 1. Desempenho diagnéstico de triplaca de meios cromogénicos Strep. Staph. e GN em amostras de leite de vacas com

MC (n=476) e MSC (n=500).

Preditores | S. ube." Sajgf’ S.af | SNA' | Ent® | Lactof | E.colf | Keb® | |0 | Pseu” | Ser
Freq (n)"™
MC? 18 19 24 30 13 2 34 30 3 2 8
MSC? 10 1 35 | 140 4 8 1 5 . 1
Ac%®
MC %8 % 97 93 97 % % %8 99 %8 99
MSC %8 92 99 87 97 % %9 %8 100
SGOA)M
MC 86 86 86 61 43 20 79 of 75 18 | 100
MSC 67 100 | 83 75 50 24 | 100 | 71 . 50
Sp%*
MC 99 % 97 97 %8 % % %8 9 | 10 | 99
MSC 99 % %8 % %8 100 | 99 99 100
Vpp%®
MC 78 45 67 70 23 10 68 79 8 10 | 67
MSC 59 28 76 89 29 80 14 45 100
Vpn%"
MC 99 99 %9 % 99 %8 %8 99 100 | 9% | 100
MSC 99 100 | 98 87 99 %5 | 100 | 100 100
K(IC 95%)
MC 075 | 053 | 07 | 071 | 012 | 042 | 069 | 08 | 06 | 007 | 078
MSC 049 | 033 | 072 | 062 | 033 | 036 | 028 | 055 0,66
K valor de P*®
MC 04317 | <0001 | 0371 | <0,001 | 0,0007 | 01025 | 0079 | 0317 | 0317 | 0025 | 0654
MSC 0,0046 | <0,0001 | 02971 | 0,0008 | 0,0201 | <0,0001 | 0,0253 | 0,1573 01573

1 Streptococcus uberis; 2 Streptococcus agalactiae/dysgalactiae; 3 Staphylococcus aureus; 4 Staphylococcus ndo aureus; 5
Enterococcus spp.; 6 Lactococcusspp.; 7 Escherichia coli; 8 Klebsiella spp.; 9 Prototheca spp./Levedura; 10 Pseudomonas
spp.; 11 Serratia spp.; 12 Frequéncia de isolamentos; 13 Acuracia; 14 Sensibilidade; 15 Especificidade; 16 Valor preditivo positi-
vo; 17 Valor preditivo negativo; 18 Teste de concordancia Kappade Cohen; 19 Valor de P do Coeficiente Kappa; 20 Amostras de
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Os meios de cultura cromogénicos GP e
Staph foram avaliados quanto ao desempenho
para identificacdo microbiolégica em amostras
de MSC e amostras de leite provenientes de
vacas em PP. Para a avaliagdo dos predito-
res de desempenho diagndstico dos meios de
cultura cromogénicos, considerou-se a capa-
cidade de identificacdo presuntiva de agentes
causadores de mastite comparativamente a
identificagcdo microbiolégica obtida por MAL-
DI-TOF MS.

Em relagdo ao meio cromogénico GP, foi
possivel observar elevados valoresde Se e SP
para o grupo dos “Streptococcus-likebacteria’
em amostras de MSC quanto em amostras de
PP. Os valores de Se e Sp obtidos para amos-
tras de MSC (Se = 89,1%; Sp = 96,3% para
Streptococcus agalactiael/dysgalactiae e Se =
90,5%; Sp = 92,5% para Streptococcus ube-
ris) foram similares aos obtidos para a identifi-
cacao de Streptococcus spp a partir da triplaca
Minnesota Tri-plate(92,6% e 89,5%, respecti-
vamente; MCCARRON et al., 2009a); e 0 meio
cromogénico Accumast (Se: 90% e Sp: 93%,
respectivemnte; GANDA et al.,, 2016). Con-
tudo, comparacdes diretas entre os estudos
tornam-se limitadas, visto que os métodos uti-
lizados no estudo de GANDA et al. (2016) e
MACCARRON et al. (2009a) nao diferenciaram
0s grupos Streptococcus uberis e Streptococ-
cus agalactiaeldysgalactiae, agrupando-os em
Streptococcus spp. A distingdo entre espécies
de microrganismos do grupo dos Streptococ-
cus spp., nhovamente mostrou ser um diferen-
cial em nosso estudo. Esta capacidade de dife-
renciagao observada no meio cromogénico GP
possibilita a identificagao especifica do grupo
e/ou patdégeno e permite a adogao de medidas
profilaticas especificas de controle, de acordo
com a espécie de Streptococcus isolado, visto
que existem diferentes niveis de patogenici-
dade e perfis de transmissdo neste grupo de
microrganismos. A elevada frequéncia de iso-
lamento em amostras de PP (Se = 100%; Sp =
99% para Streptococcus agalactiaeldysgalac-
tiae e Se = 100%; Sp = 99,6% para Strepto-
coccus uberis) indica que é possivel obter re-
sultados de identificacdo confiaveis para estes
patogenos a partir de amostras PP.

Os valores de VPP foram de baixos a mo-
derados para o grupo dos “Streptococcus li-

ke-bacteria” no meio GP, tanto em amostras de
MSC (VPP =70,7% e VPP = 63,3; respectiva-
mente) quanto para as amostras de PP (VPP =
58,3 e VPP = 66,7; respectivamente). O meio
de cultura Acumast (GANDA et al., 2016) e Mi-
nessotaplate (MCCARRON et al., 2009a) apre-
sentaram valores de VPP maiores aos obtidos
pelo meio GP, entretanto, nossos resultados
foram proximos aos obtidos tanto pela bipla-
ca quanto pela triplaca Minnesota EasyCulture
System (ROYSTER et al., 2014).

O resultado de VPN para este grupo de
patogenosfoi elevado tanto para amostras de
MSC (VPN = 98,9% e VPN = 98,5%; respec-
tivamente) quanto para amostras de PP (VPN
= 100% para ambos os grupos de patdgenos).
Os resultados obtidos foram ligeiramente su-
periores aos da biplacaMinnesota EasyCulture
System para Streptococcus spp, e similares
aos obtidos pela triplaca Minnesota EasyCultu-
re System(VPN =90% - 91%; ROYSTER et al.,
2014) e pelo método Acumast (VPN = 98,1%;
GANDA et al., 2016). Os valores elevados de
VPN indicam a assertividade do meio GP ao
dar resultados negativos quando nao ha isola-
mento de agentes dos grupos Streptococcus
agalactiaeldysgalactiae eStreptococcus ube-
ris/Enterococcus spp.

Os valores de Se do meio cromogénico GP
para identificacdo presuntiva de Staphylococ-
cus aureus,foram inferiores em relagcao aos de-
mais grupos de patdgenos para amostras de
MSC (Se = 25%) e PP (Se = 50%). Acredita-
mos que os baixos valores de Se possam ser
atribuidos a uma inconsisténcia no padrao de
cores gerado para as diferentes linhagens de
Staphylococcus aureus obtidos no experimen-
to. Foram observadas diferentes tonalidades
de rosa, ndo necessariamente condizentes a
coloragao caracteristica associada a identifi-
cacao de Staphylococcus aureus pelas reco-
mendacgdes do fabricante, o que gerou con-
fundimento na identificagdo. Devido a grande
quantidade de resultados FN, tanto em amos-
tras de MSC (FN = 75%; 15/20) quanto em
amostras de PP (FN = 50% 3/6), ouve o com-
prometimento do VPP (MSC = 38,5% e PP =
50%, respectivamente). Resultados semelhan-
tes de Se e VPP foram obtidos para Staphylo-
coccus aureus em amostras de MSC através
do método de identificagdo microbiolégica rapi-
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da kit VetoRapid(VIORA et al., 2014) e em MC
pelas quadriplacas SSGN e SSGNC (Se =57%
e VPP = 53% FERREIRA et al., 2018). Contra-
riamente aos nossos resultados para amostras
de MC no método Accumast ( Se = 100% e
VPP = 87,5%; GANDA et al., 2016), apresen-
tou resultados elevados de Se e VPP para a
identificacdo de Staphylococcus aureus. Em
nosso estudo foram utilizadas amostras de lei-
te compostas de casos de MSC. Acreditamos
que o efeito de diluicdo do leite de um quar-
to mamario infectado, possa resultar em uma
menor contagem de unidades formadoras de
colénias necessarias para isolamento de mi-
crorganismos em relagdo a amostras de MC,
0 que poderia explicar a menor capacidade do
meio cromogénico GP em identificar Staphylo-
coccus aureus a partir de amostras de MSC.

Para o meio Staph, os resultados de Se e
Sp de Staphylococcus aureus foram eleva-
dos em amostras de MSC (Se = 80%; Sp =
98,8%) e moderado a elevado para amostras
PP (Se = 66,7%; Sp = 100%; respectivamen-
te). O resultado de VPP foi intermediario para
amostras MSC (VPP = 72,7) e o de VPN foi
elevado (VPN = 99,2). Estes resultados s&o
semelhante aos obtidos pelos métodos Accu-
mast (GANDA et al., 2016) e Minnesota easy-
culture system Il (ROYSTER et al., 2014). Adi-
cionalmente, o meio Staph permitiu diferenciar
outras duas espécies de Staphylococcus spp.
(Staphylococcus saprophyticuse Staphylococ-
cus epidermidis), o que nao foi descrito no Min-
nesota easyculture system Il e Accumast. Con-
tudo, devido a baixa frequéncia de isolamento
de Staphylococcus saprophyticuse Staphylo-
coccus epidermidis, nao foi possivel a deter-
minacao dos preditores para essas espécies.

A concordancia entre o meio cromogénico
GP e a metodologia padrao, representado pelo
coeficiente Kappa, foi substancial para os gru-
pos de patdgenos Streptococcus agalactiael
dysgalactiae (k= 0,76) e Streptococcus uberis/
Enterococcus spp. (k= 0,70) para amostras de
MSC. Em amostras de PP, para os mesmos
grupos de patdégenos, também se obteve con-
cordancia substancial (k= 0,72) para Strepto-
coccus uberis/Enterococcus spp. e (k= 0,69)
para Streptococcus agalactiaeldysgalactiae. A
concordancia observada no presente estudo
foi superior a obtida para Streptococcus spp.
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pelasbiplaca e triplaca Minnesota EasyCulture
System (ROYSTER et al., 2014), porém foi li-
geiramente inferior a obtida pelo Accumast (k
=0,91; GANDA et al., 2016). No entanto, nen-
hum destes métodos permite a diferenciacéo
dos Streptococcus por espécie, como descrito
no meio cromogénico GP.

Em amostras de MSC, o resultado de con-
cordancia obtido indica que o meio cromogéni-
co GP foi um teste falho na identificagao rapi-
da de Staphylococcus aureus (k= 0,30), o que
corrobora os resultados insatisfatérios da Se
(25,0%) e VPP (38,5%). Para amostras de PP
a concordancia foi moderada (k = 0,49). Os re-
sultados de concordancia foram inferiores aos
obtidos pelos métodos Accumast (k = 0,93)
(GANDA et al., 2016) e pelasbiplaca e tripla-
ca Minnesota EasyCulture System (k = 0,62 e
k = 0,49; respectivamente) (ROYSTER et al.,
2014), porém sao similares aos obtidos por
Griffioen et al. (2018) pela triplaca cromogéni-
ca CHROMagar Mastitis (k = 0,33). O baixo co-
eficiente de concordancia para identificagao de
Staphylococcus aureus indica uma limitagao
do meio GP, que pode estar novamente asso-
ciado a inconsisténcia do padrao de cores pro-
duzido pelo meio para este patégeno, gerando
uma grande quantidade de resultados FN.

O meio cromogénico Staph obteve concor-
dancia substancial na identificacdo rapida de
Staphylococcus aureus tanto para amostras
de MSC (k= 0,72) quanto para amostras de
PP (k= 0,79). Nossos resultados foram ligeira-
mente inferiores a concordancia quase perfeita
obtida por Accumast (k = 0,93; GANDA et al.,
2016) em amostras de MC. Acreditamos que
este nivel de concordancia possa estar asso-
ciado a maior concentragao de patogenos pre-
sentes nas amostras de MC em comparacéao
as amostras de MSC. Porém, o coeficiente de
concordancia do meio Staph foi superior as
concordancias obtidas pela biplaca e triplaca
Minnesota EasyCulture System (k = 0,56 -0,63
e k =0,59 - 0,6 respectivamente;ROYSTER et
al., 2014), triplacascromogénicas CHROMa-
gar Mastitis, HardyDiagnosticsMastitis Triplate
e VétoRapid(k = 33; k = 34; k = 40 respecti-
vamente; GRIFFIOEN et al., 2018), indicando
alta concordancia entre o método de referéncia
e a identificagédo presuntiva do meio Staph para
Staphylococcus aureus. De forma similar ao



observado com os demais preditores, a baixa
frequéncia de isolamento dos patdgenos Sta-
phylococcus saprophyticuse Staphylococcus
epidermidisnao permitiu o calculo do indice de
concordancia entre o meio cromogénico Staph
e a metodologia padrao na identificagdo destes
patogenos.

CONCLUSAO

O uso dos meios de cultura cromogénicos
possibilita a identificagdo rapida (de 18 a 24 h)
dos principais agentes causadores de mastite.
A identificacdo microbioldgica rapida de agen-
tes causadores de mastite em nivel de grupo
ou espeécie, sem a necessidade de testes bio-
quimicos adicionais, imprime velocidade na to-
mada de decis&o sobre tratamentos e medidas
de controle da mastite nos rebanhos, o que
possibilita o uso racional dos antimicrobianos.

Considerando os resultados obtidos nos
trés estudos, os meios de cultura cromogéni-
cos testados (GP, GN,Staph e Strep) apresen-
taram, de forma geral, desempenho diagnoés-
tico satisfatério para os patdogenos aos quais
se propdem a identificar. O meio cromogénico
GP, assim como o meio Strep, apresentaram
valores elevados para os preditores de desem-
penho diagndstico na identificagdo de Strepto-
coccus spp., permitindo a diferenciagao visual
entre os grupos Streptococcus agalactiae/dys-
galactiae e Streptococcus uberis. O meio cro-
mogénico Staph apresentou valores elevados
para os preditores de desempenho diagndsti-
co na identificagao de Staphylococcus aureus,
permitindo diferenciacao entre Staphylococcus
aureus e SNA, o que é fundamental para a
adocado de medidas de controle do patogeno
na fazenda. De forma geral o meio cromogé-
nico GN apresentou desempenho satisfatorio
para identificacdo de bactérias Gran-negati-
vas, Prototheca spp. e Leveduras. A baixa Se
da identificagdo de Staphylococcus aureus no
meio cromogénico GP, assim como a baixa Se
para Lactococcusspp. podem ser citados como
limitagbes dos meios avaliados nos estudos.

Conclui-se que os meios cromogénicos tes-
tados apresentaram, de forma geral, desem-
penho similar a outras metodologias de identifi-
cagao microbioldgica rapida utilizadas em SCF,
com a vantagem de possibilitar diferenciagcéo

em nivel de espécie para alguns membros dos
grupos Streptococcus spp. e Staphylococcus
spp. Os resultados indicam que os meios cro-
mogénicos testados podem ser alternativa via-
vel para a implementacao de SCF.
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