UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

ACURACIA DIAGNOSTICA DE MEIO
CROMOGENICO PARA DETECCAO DE MASTITE
SUBCLINICA CAUSADA POR STREPTOCOCCUS

AGALACTIAE

FAUSTO RIBEIRO FONSECA

Botucatu — SP
Setembro, 2022



UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA E ZOOTECNIA

ACURACIA DIAGNOSTICA DE MEIO
CROMOGENICO PARA DETECCAO DE MASTITE
SUBCLINICA CAUSADA POR STREPTOCOCCUS

AGALACTIAE

FAUSTO RIBEIRO FONSECA

Dissertacdo apresentada junto ao Programa
de P6s-Graduacdo em Medicina Veterinaria

para obtencéo do titulo de Mestre

Orientador: Prof. Ass. Dr. José Carlos de

Figueiredo Pantoja



Fonseca, Fausto Ribeiro
F676a Acurdacia diagnostica de meio cromogénico para detecgdo de
mastite subclinica causada por Streptococcus agalactiae / Fausto
Ribeiro Fonseca. -- Botucatu, 2022

64 f. : tabs., fotos

Dissertacio (mestrado) - Universidade Estadual Paulista (Unesp),
Faculdade de Medicina Veterinana ¢ Zootecnia, Botucatu

Orientador: José Carlos de Figueiredo Pantoja

1. Mastite. 2. Diagnostico microbiologico. 3. Streptococeus. L
Titula.

Sistema de geraglo automdtica de fichas catalogrificas da Unesp. Biblioteca da Faculdade de
Medicina Veterindria ¢ Zootecnia, Botucatu, Dados fornecidos pelo autor(a).

Essa ficha niio pode ser modificada.




Nome do Autor: Fausto Ribeiro Fonseca

Titulo: ACURACIA DIAGNOSTICA DE MEIO CROMOGENICO PARA DETECCAO
DE MASTITE SUBCLINICA CAUSADA POR STREPTOCOCCUS AGALACTIAE

COMISSAO EXAMINADORA

Prof. Ass. Dr. José Carlos de Figueiredo Pantoja

Presidente e Orientador

Departamento de Producdo Animal e Medicina Veterinaria Preventiva
FMVZ — UNESP — Botucatu

Prof. Ass. Dr. Marcio Garcia Ribeiro

Membro

Departamento de Producdo Animal e Medicina Veterinaria Preventiva
FMVZ — UNESP — Botucatu

Profa. Ass. Dra. Vera Lucia Moraes Rall
Membro

Departamento de Ciéncias Quimicas e Biologicas
IBB — UNESP — Botucatu

Data da Defesa: 02 de setembro de 2022.



i
AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus por conduzir minha vida, sendo a razéo pela qual estou aqui.

Ao0s meus pais, Rui e Ana, e minha irma, Moema, sou sempre grato pelo incentivo e apoio
em minhas escolhas, por ndo medirem esforgos para me auxiliar, e pelo compromisso em

ser uma familia de amor e unido que me sustenta.

A minha tia L6 pelas oragdes no inicio dessa jornada e pelo carinho comigo, até seus

ultimos dias.

Ao meu orientador, professor Pantoja, agradeco primeiramente pela confianca depositada
em mim, pela disponibilidade e acessibilidade em todas as ocasides profissionais e
pessoais, e reconheco todos esfor¢cos e ajudas para que aqui chegassemos. Ainda sou

grato, Professor, pelo exemplo de ética e responsabilidade que nos inspira.
Aos meus colegas de pos-graduacdo pelo companheirismo e por toda ajuda.

A FMVZ-UNESP Botucatu, seus professores e funcionarios por formarem uma

instituicdo tdo conceituada, que me proporcional tal oportunidade.

Aos proprietarios e funcionarios das fazendas, por nos receberem e permitirem que

realizassemos as atividades de pesquisa.



LISTA DE TABELAS

Revisao de literatura

Tabela 1. Acuracia de diferentes testes diagndsticos para identificacdo de Streptococcus

agalactiae em amostras de [€ite U VACAS..........ccccvveieeieiieie e 22

Tabela 2. Prevaléncia e acurécia diagndstica de diferentes sistemas de cultura na fazenda

para diagnOstiCo de SIrEPLOCOCCUS SPP... .vevrrerrirteerririereeistesieseeessesie e b seesesbeseeseesesnans 28

Capitulo 2

Table 1. Microbiological results of milk samples cultured on the Accumast Plus™ plate,
blood agar, and isolates subjected to MALDI-TOF MS identification.............c.ccccuen..... 47

Table 2. Diagnostic accuracy parameters (%) (95% confidence intervals) of milk
culturing on the Accumast Plus™ plate for detection of S. agalactiae from quarter and

CcOmMPOSIte MITK SAMPIES........eiiiiiee e 48

Table 3. Contingency tables used to calculate the diagnostic accuracy parameters for milk
culturing on the Accumast Plus™ plate for the detection of Streptococcus agalactiae from

quarter and composite Milk SAMPIES............cocveiiiiiiece e 49

Table 4. Prevalence and sensitivity of milk culturing on the Accumast Plus™ plate for

detection of Streptococcus agalactiae from quarter and composite milk samples, by

Table 5. Association between the colony colors observed on the Accumast Plus™ plate
and the results of the gold standard method (MALDI-TOF MS), by quarter and composite

MITK SAMPIES. ... e e e e sraeees 51



LISTA DE FIGURAS

Revisao de literatura

Figura 1. Colonias em placa Accumast™ (FERA Animal Health LCC, Ithaca, NY). A)
Placa sem crescimento bacteriano; B) Staphylococcus aureus, C) Staphylococcus
epidermidis; D) Staphylococcus chromogenes; E) Streptococcus agalactiae; F)
Streptococcus dysgalactiae; G) Streptococcus uberis; H) Enterococcus faecalis; 1)
Escherichia coli; J) Klebsiella oxytoca e K) Pseudomonas aeruginosa. Fonte: Ganda et
Al., (2018).....ueeeeieieeieceee ettt e bt s et r e neenens 25

Capitulo 2
Figure 1. Accumast Plus ™ plate (FERA Diagnostics and Biologicals, College Station,

USA). Growth of blue colonies the selective medium for isolation of Streptococcus

agalactiae (upper quadrant) and Streptococcus spp (lower quadrant)............ccccceeeveenennee. 52



LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS

CBT = Contagem Bacteriana Total
CCS = Contagem de Células Somaticas
CMT = California Mastitis Test

Ct = Cycle Threshold

ES = Especificidade

FN = Falso Negativo

FP = Falso Positivo

GN = Microrganismos Gram-negativos
GP = Microrganismos Gram-positivos
IIM = Infec¢do intramamaria

IM = Intramuscular

IMM = Intramaméria

MALDI-TOF MS = Espectrometria de Massa de lonizagdo/Dessorcao a Laser
Assistida por Matriz — Tempo de Voo
MC = Mastite clinica

MSC = Mastite subclinica

PCR = Reacdo em cadeia da polimerase
gPCR =PCR em tempo real

SE = Sensibilidade

SGB = Streptococcus grupo B

VPN = Valor Preditivo Negativo

VPP = Valor Preditivo Positivo

Vi



vii

SUMARIO

) Pagina
CAPTTULO L.ttt n e en e 10
1. INTRODUGAOD ..ot 10
2. REVISAO DE LITERATURA ...t 12
CAPITULO 2 — Trabalno CIBNEIFICO . ..veeeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt 29
F N 2T 1N O TR 31
(07N =1 1 6 | 0 1< TP 53
DISCUSSAQD GERAL .......veieeeeteeeeeee ettt 53
CONCLUSAO GERAL ..ottt en st 54
REFERENCIAS. ...ttt n e en e een e 55

ANEXO I — Normas de publicagéo da revista Journal of Dairy Science ....................... 62



viii

FONSECA, F. R. Acurécia diagnostica de meio cromogénico para detecgdo de
mastite subclinica causada por Streptococcus agalactiae. Botucatu, 2022. 64p.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus

Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a acuracia diagnéstica do meio cromogénico
Accumast Plus™ para identificagdo de mastite causada por Streptococcus agalactiae em
amostras de leite bovino de quartos mamarios e compostas. Cinco rebanhos foram
visitados uma Unica vez para colheita de leite de todos os quartos mamarios (N=467) das
vacas (N=118) em lactacdo. As amostras de quarto foram cultivadas simultaneamente em
placas Accumast Plus™ e 4gar sangue, das quais os isolados foram enviados para
identificacdo por MALDI-TOF MS (padréo ouro). Amostras compostas foram preparadas
e cultivadas nas placas Accumast Plus™. Foram adotados dois pontos de corte: 1)
crescimento de > 1 colonia azul (definigdo do fabricante) e II) crescimento > 1 coldnia
azul, branca ou lilas. A prevaléncia de S. agalactiae nas amostras de quarto foi de 18,44%
(83/450). A concordancia entre os observadores foi quase perfeita (Kappa = 0,97 e 0,95)
para o diagndstico de S. agalactiae e identificacdo das cores das coldnias. A acuracia da
cultura de amostras de quarto na placa Accumast Plus™ (ponto de corte 1) foi:
sensibilidade (SE) = 60,02%, especificidade (ES) = 97,97%, valor preditivo positivo
(VPP) = 85,88% e valor preditivo negativo (VPN) = 92,04%. No ponto de corte II, 0s
parametros foram: SE = 73,50%, ES = 97,97%, VPP = 87,89% e VPN = 93,83%. Para as
amostras compostas, ndo houve perdas significantes de acuracia. A SE observada resultou
em alta probabilidade de resultados falso negativos (20,00 — 39,98%), o que poderia

aumentar o risco de disseminacgédo do agente nos rebanhos.

Palavras-chave: mastite bovina, cultura na fazenda, Accumast Plus™, estreptococos



FONSECA, F. R. Diagnostic accuracy of chromogenic medium for detection of
subclinical mastitis caused by Streptococcus agalactiae. Botucatu, 2022. 64p.
Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus

Botucatu, Universidade Estadual Paulista.

ABSTRACT

The objective of this study was to assess the accuracy of Accumast Plus™ to identify
mastitis caused by Streptococcus agalactiae in quarter and composite milk samples. Five
herds were visited once to collect milk from all mammary quarters (N=467) of the
lactating cows (N=118). Quarter samples were cultured simultaneously on Accumast
Plus™ and blood agar, from which the isolates were diagnosed by MALDI-TOF MS
(gold standard). Composite samples were prepared and plated on Accumast Plus™. Two
cut-off points were adopted: 1) growth of > 1 blue colony (manufacturer's definition) and
IT) growth of > 1 blue, white, or purple colony. The quarter-level prevalence of S.
agalactiae was 18.44% (83/450). The agreement between observers was almost perfect
(Kappa = 0.97 and 0.95) for diagnosis of S. agalactiae (yes or no) and identification of
colony colors. The accuracy of culturing quarter milk samples on Accumast Plus™ (cut-
off point I) was: sensitivity (SE) = 60.02%, specificity (ES) = 97.97%, positive predictive
value (PPV) = 85.88 % and negative predictive value (VPN) = 92.04%. At cut-off point
I1, the parameters were: SE = 73.50%, ES = 97.97%, PPV = 87.89% and NPV = 93.83%.
For the composite samples, there was no significant loss of accuracy. The observed SE
resulted in a high probability of false-negative results (20.00 - 39.98%), which could

increase the risk of spreading the pathogen within the herd.

Keywords: bovine mastitis, on-farm culture, Accumast Plus™, streptococci
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

Streptococcus agalactiae pode causar doencas em diferentes espécies, incluindo
humanos, bovinos e peixes. Em vacas leiteiras € um dos principais agentes causadores de
mastite contagiosa, cujo potencial de transmissdo entre bovinos e humanos tem sido
investigado recentemente (SORENSEN et al., 2019). De infeccdo primariamente
intramamaria e de carater contagioso, a persisténcia da infeccdo aliada as mas préaticas
higiénicas de ordenha e auséncia de programas de controle da mastite, possibilitam a
disseminacédo do agente pelo plantel (KEEFE, 1997).

O patdgeno ainda ¢ prevalente em diversas regides, como no Sul de Minas Gerais,
onde MESQUITA et al. (2019) encontraram o patégeno no leite do tanque de 67% dos
306 rebanhos avaliados.

A mastite subclinica por S. agalactiae resulta em aumento da contagem de células
somaticas (CCS) e diminuicdo da producdo de leite em 1,24 Kg/dia no periodo entre dois
a trés meses apos a infeccdo (HOLM@Y et al., 2019).

Em programas de controle sisteméticos que incluem diagndstico, segregacéao e
tratamento das vacas infectadas, o agente pode ser erradicado do rebanho, uma vez que é
sensivel a antimicrobianos como a penicilina (KEEFE, 1997). Em geral, as taxas de cura
apos tratamento intramamario (IMM) sdo altas, da ordem de 90,4% com cloxacilina e
ampicilina (REYES et al., 2015), 85,9% com cloxacilina e 98% com cefquinoma (ROSSI
et al., 2019). Ap6s o tratamento, é importante repetir a cultura para reintroducdo dos
animais curados no rebanho sadio (REYES et al., 2015), em virtude da possivel
permanéncia de animais que atuam como fontes de infeccéo.

A aquisicdo de animais infectados pode reintroduzir o patdgeno em rebanhos
livres, considerado problema emergente em paises desenvolvidos como a Dinamarca
(CHURAKOV et al., 2021) e a Noruega (HOLM@Y et al., 2019).

A mastite subclinica (MSC) é comumente diagnosticada pelo aumento da CCS
(PYORALA, 2003), porém esse método ndo identifica o patdgeno. A diferenciacéo do
agente etiologico, incluindo pela cultura laboratorial padréo, permite tomada de deciséo
direcionada. Em estudo realizado com 167 vacas, Dinsmore et al. (1991) observaram a
SE (sensibilidade) e ES (especificidade) da cultura microbioldgica do leite no diagnostico
de S. agalactiae de 98,8% e 100% para amostras de quarto mamario, e 96,5% e 100%

para amostras compostas (mistura do leite de todos os quartos).
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A cultura na fazenda é uma pratica adotada em propriedades leiteiras com o intuito
de diagnosticar em até 24 horas a etiologia dos casos de mastite clinica (MC) (LAGO et
al., 2011). O interesse em diferenciar micro-organismos Gram-negativos (GN),
estafilococos e estreptococos tem estimulado o desenvolvimento de diferentes meios
cromogénicos (FERREIRA et al., 2018). Os meios cromogénicos tém a finalidade de
rapida identificacdo presuntiva. S80 compostos por substratos enzimaticos que, quando
hidrolisados, coram as colonias-alvo, distinguindo-as facilmente (PERRY E
FREYDIERE, 2007).

A placa Accumast™ (FERA Animal Health LCC, Ithaca, NY) para cultura na
fazenda apresenta trés meios de culturas cromogénicos seletivos para estafilococos,
estreptococos e GN. Ganda et al. (2016) observaram SE de 90% e ES de 92,9% para o
diagnostico de Streptococcus spp. (249 isolados). Apesar de as colbnias de S. agalactiae
e Streptococcus dysgalactiae crescerem em tons da cor azul, ndo foi possivel distingui-
los pela cor. A auséncia de um sistema com diagndstico preciso de S. agalactiae pela cor
tem impossibilitado o uso da cultura na fazenda em programas de erradicacéo.

Recentemente a placa Accumast Plus™ (FERA Animal Health LCC, Ithaca, NY)
foi disponibilizada comercialmente no Brasil, contendo meio cromogénico seletivo para
S. agalactiae. No entanto, € necesséria evidéncia cientifica para validar a sua acuracia
diagnostica em nivel de fazenda.

Assim, o objetivo principal deste trabalho foi avaliar a acurécia diagnoéstica da
cultura do leite em placa Accumast Plus™ para detec¢cdo de mastite subclinica causada
por S. agalactiae. Ademais, a acuracia da placa de cultura foi comparada entre amostras

de leite de quartos mamarios e compostas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

A mastite bovina é a doenca mais comum e impactante economicamente em
rebanhos leiteiros de todo o mundo. Com prevaléncia mundial estimada de 42%, a MSC
é geralmente diagnosticada por testes como o California Mastitis Test (CMT) e a CCS.
Em contrapartida, a MC, normalmente identificada pela inspecdo visual do leite e da
glandula mamaria durante o processo de ordenha, apresenta prevaléncia estimada de 15%
(KRISHNAMOORTHY et al., 2021).

No Brasil, com base em um ponto de corte da CCS de 200.000 células/mL,
Busanello et al. (2017) estudaram medidas de ocorréncia de MSC em 517 rebanhos de
trés regides. Os autores reportaram prevaléncia de 46,4%, incidéncia de 0,17% novos
casos por vaca/meés, além de observarem tendéncia de aumento desses indices ao longo
dos anos, independentemente da regido e tamanho do rebanho.

S. agalactiae, classificado como Streptococcus grupo B (SGB), é um agente que
infecta varias espécies, sendo mais impactante em humanos, bovinos e peixes. O
patdgeno é responsavel por patologias como doenca invasiva em humanos recém-
nascidos e mastite em bovinos (CHEN, 2019).

Em estudo realizado na Dinamarca, Sgrensen et al. (2019) avaliaram isolados de
SGB de oito rebanhos coletados de diferentes fontes, tais como leite, swabs retais e
vaginais de 243 vacas em lactacdo, swabs retais e orofaringeos de 42 funcionarios e swabs
de equipamentos de ordenha. Os resultados do sequenciamento do genoma completo
mostraram que dentro de uma mesma fazenda, clones de SGB isolados de humanos e
bovinos compartilharam até 98,5% do genoma, sugerindo capacidade de transmissdo

entre as espécies.

2.1. Mastite por Streptococcus agalactiae

S. agalactiae é conhecido como importante agente causador de MSC, de origem
contagiosa, que possui a glandula mamaria como nicho de predilecao.

Patdgenos contagiosos como Staphylococcus aureus e S. agalactiae, tém como
via de disseminacdo o contato vaca a vaca por meio de ordenha e fomites. Por essa razdo,
a adocdo de praticas de manejo tais quais o pos-dipping, segregacdo de animais
infectados, manutencéo e higiene dos equipamentos de ordenha e uso de luvas, possuem

efeito preventivo na transmissdo entre os animais (KEEFE, 2012). Maiores taxas de



13

contagio foram observadas em rebanhos ordenhados por rob6s do que naqueles
ordenhados de forma convencional, devido a falhas de higienizacgdo dos tetos, limpeza da
ordenha e deteccdo de casos clinicos (DENG et al., 2021). No mesmo estudo foram
reportadas taxas de transmissdo de S. agalactiae que variaram entre 0,007 e 0,019
casos/dia e duragdo média da infeccdo intramamaria (11IM) entre 86 e 95 dias.

A persisténcia de I1IM por S. agalactiae foi avaliada em um rebanho na Tailandia,
com prevaléncia de 63% e 36% de vacas e quartos infectados, respectivamente, no qual
condutas basicas de rotina, como segregacdo de animais, pré-dipping e manutencédo de
equipamentos, ndo eram realizadas. Foram incluidas 546 amostras de 19 vacas que
apresentaram 49 casos de mastite ao longo de dez meses. A duracdo média das infec¢des
foi de 270,84 dias e a persisténcia de 1M que ndo apresentaram cura espontanea ao longo
dos dez meses foi 80% (LEELAHAPONGSATHON et al., 2016).

Como a porta de entrada é o canal do teto, a relacdo entre a colonizacgdo do teto e
0 estabelecimento de IIM foi estudada por Svennesen et al. (2018) em 300 vacas com
CCS > 200.000 células/mL, oriundas de oito rebanhos infectados por S. agalactiae. O
patdgeno foi isolado por cultura em 7,4% (N=84) das amostras de leite, em 0,35% (N=4)
dos sawbs da pele dos tetos e em 0,26% (N=3) em ambos. Pela Reacdo em Cadeia de
Polimerase (PCR) (N=287 quartos), S. agalactiae foi isolado em 14% das amostras de
leite e 18% dos swabs de teto, mostrando a importancia da higiene do teto, que serve
como reservatorio do patdgeno.

Além da transmissao via ordenha, de forma contagiosa, outro ciclo de natureza
ambiental tem sido proposto na epidemiologia da mastite por S. agalactiae, que se
caracteriza pela presenca do patdgeno no intestino e eliminacdo fecal, podendo resultar
em novas |IM decorrentes da exposicdo ambiental. Assim, o ciclo oro-fecal é potencial
reservatorio do agente na propriedade (JORGENSEN et al., 2016).

Cobo-angel et al. (2018), em 25 fazendas na Colémbia encontraram S. agalactiae
em 13% (207/1.712) de amostras de leite de vacas, 2% (32/1.545) em swabs retais e 2%
(3/181) em swabs ambientais coletados de cochos e bebedouros. A presenca de isolados
em amostras ambientais indica que S. agalactiae ndo € um patdgeno exclusivamente
intramamario e sugere diferencas entre isolados na capacidade de sobreviver no ambiente.

O diagnostico e tratamento simultdneo de todos os animais infectados com S.
agalactiae, assim como a remoc&o daqueles que ndo respondem a terapia, sdo primordiais

para a erradicacdo. Contudo, a aquisicdo de vacas infectadas pode colocar o trabalho em



14

risco, reintroduzindo o patégeno no rebanho. Caso a compra dessas se faga necessaria, é
primordial a implantacdo de protocolo de biosseguranca (KEEFE, 2012).

Outro exemplo da importancia da continuidade dos programas de erradicacao € o
ressurgimento do patégeno na Noruega (HOLMOY et al., 2019) e Dinamarca
(CHURAKOV et al., 2021), onde um programa conseguiu com éxito, que muitas
fazendas ficassem livres do agente no século passado. Porém, no inicio dos anos 2.000
observou-se reemergéncia do patdgeno associada geograficamente a aquisi¢cdo de vacas,
mostrando a importancia de manter os rebanhos fechados e da restricdo da movimentacao
de animais (CHURAKOV et al., 2021).

O impacto da I1IM por S. agalactiae na producéo de leite e CCS foi avaliado em
150 rebanhos (15.757 vacas e 30.850 lacta¢fes) na Noruega por HALMOY et al. (2019).
Os resultados revelaram que a producdo de leite didria entre dois e trés meses apos a
diagnostico da 1M foi 1,24 kg menor em vacas infectadas, em relagéo as néo infectadas,
o que foi observado até o final da lactacdo. As vacas tratadas recuperaram 0,8 kg de
leite/dia entre 30 e 60 dias, em relacdo as vacas ndo tratadas. A CCS média das vacas nao
infectadas foi de 183.000 células/mL, enquanto as infectadas apresentaram aumento da
CCS para 260.000 células/mL entre dois e trés meses antes do diagndstico e para 364.000
células/mL no més anterior ao diagnostico. Ao longo da lactacdo, os animais tratados
apresentaram diminuicdo media de 152.000 células/mL em até trés meses apds o
tratamento, em relacéo as vacas nao tratadas.

Ma et al. (2000) analisaram amostras de leite de oito vacas antes e depois de
apresentarem mastite por S. agalactiae, as quais apresentaram aumento médio da CCS de
45.000 para 849.000 células/mL. Quanto a qualidade do leite pasteurizado, identificaram
diminuicdo da qualidade sensorial e nutricional, em decorréncia do aumento dos
processos de lipolise e protedlise.

A elevacdo da CCS e da Contagem Bacteriana Total (CBT) no leite resulta em
menor rendimento na producdo de derivados, menor vida de prateleira e alteracfes
organolépticas. Assim, a industria de laticinios adota praticas de pagamento por
qualidade, que impulsiona o controle da mastite e demais boas praticas de ordenha
(KEEFE, 1997). Mesquita et al. (2019) estudaram 306 rebanhos (34.000 vacas)
fornecedores de um laticinio no sul de Minas Gerais com objetivo de avaliar a prevaléncia
de S. agalactiae e as implicagcdes na CCS, CBT e producéo leiteira. A prevaléncia de S.
agalactiae em amostras do leite do tanque de refrigeracao foi de 67% (205/306). A CCS

e a CBT média no leite foram 503.000 células/mL e 46.000 ufc/mL em rebanhos positivos
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e 442.000 células/mL e 38.000 ufc/mL em rebanhos negativos, sugerindo o impacto
negativo do agente na qualidade do leite.

S. agalactiae ainda ¢é prevalente em algumas regides do mundo. No Brasil, Rossi
et al. (2018) observaram prevaléncia de 25,6% em vacas e 13,0% em quarto, em 304
vacas de rebanhos dos estados de Minas Gerais e Sd0 Paulo. Na Colémbia, Cobo-Angel
et al. (2018) reportaram prevaléncia de 13% em 1712 vacas. Na Noruega, resultados de
cultura microbioldgica de amostras colhidas durante programa de vigilancia e cultivadas
pelo Instituto Veterinario Noruegués, revelaram prevaléncia em nivel de vaca de 6,4%
(HOLMOY et al., 2018).

2.1.1. Tratamento

S. agalactiae pode ser erradicado do rebanho baseado em programa sistematico
de diagnostico e tratamento simultaneo de todos os animais infectados (blitz terapia), uma
vez que é sensivel a antimicrobianos como os beta-lactdmicos (KEEFE, 1997).

Previamente ao tratamento da MSC por S. agalactiae, todas as vacas positivas
(identificadas por meio de cultura microbioldgica) devem ser segregadas em lote a ser
ordenhado no final da linha de ordenha. VVacas no final da lactacdo devem ser secas com
antimicrobianos, nédo justificando o tratamento em lactacdo. A blitz terapia deve ser
empregada as demais vacas, consistindo no tratamento simultdneo de todas as vacas
positivas, as quais devem permanecer separadas do rebanho até estarem livres da infeccao
(EDMONDSON, 2011).

Apos o tratamento é necessaria a confirmacdo da cura bacteriologica por meio da
cultura do leite, em aproximadamente 14 dias a partir do término da terapia (ROSSI et
al., 2019). As vacas curadas devem ser reintroduzidas no rebanho sadio e aquelas ndo
curadas podem ser submetidas novamente ao tratamento ou removidas do rebanho
(REYES et al., 2015).

Em estudo realizado na Colémbia, Reyes et al. (2015) comparam a eficacia das
vias de administragdo de antimicrobianos (IMM versus intramuscular (IM)) em regimes
de blitz terapia. Foram incluidos 17 rebanhos, nos quais vacas identificadas com mastite
por S. agalactiae foram randomizadas e submetidas a tratamento com uma combinacgéo
IMM de cloxacilina e ampicilina em todos os quartos (N=125), ou com hidroiodeto de
penetamato pela via IM (N=123). A taxa de cura foi maior no tratamento IMM (82,4%)

do que com o tratamento IM (65,8%).
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No Brasil, Rossi et al. (2019) randomizaram vacas com mastite por S. agalactiae
de nove rebanhos comerciais, para avaliar a eficicia de trés regimes de tratamento em
relacdo a um grupo ndo tratado: 1) cloxacilina IMM (N=94 quartos); 2) cefquinoma IMM
(N=100 quartos); 3) cefquinoma IM (N=31 quartos); 4) controle negativo. As taxas de
cura bacterioldgica, avaliadas 14 dias apds o final do tratamento, foram de 86,02%,
97,89%, 54,84% e 25,00%, respectivamente.

Yamagata et al. (1987) avaliaram a viabilidade econdmica da blitz terapia, por
meio do custo-beneficio em relacdo ao custo do tratamento comparado a producéo de
leite, comparando vacas que foram tratadas e curadas (98% de cura) de I1IM por S.
agalactiae, com vacas permanentemente infectadas. O tratamento de vacas no inicio,
meio ou final da lactacdo apresentou custo-beneficio de US$ +396,00, US$ +237,00, e
US$ -55,00 dolares, respectivamente.

Além do retorno do investimento realizado com o tratamento, devido ao aumento
de producéo, pode-se observar aumento crescente da concentracdo de gordura no leite
(EDMONDSON, 1989). Em estudo realizado por Erskine et al. (1990), a blitz terapia
resultou na diminuicao da prevaléncia de S. agalactiae de 41,6% a 4,2%, em periodo de
um ano, observando-se aumento de 512 kg/leite/vaca e 14 kg de gordura na lactagédo
subsequente ao tratamento. A CCS do leite do tanque diminuiu de 918.000 para 268.000

células/mL em um ano.

2.2. Diagnostico

A MSC pode ser diagnosticada por métodos baseados em duas vertentes. Os testes
baseados na contagem de células inflamatdrias no leite, tais quais a CCS e o0 CMT, sdo
mais simples e baratos e, por essa razdo, sdo de uso na rotina, principalmente em
programas de triagem. A segunda possibilidade é baseada na identificacdo do patégeno,
com a cultura microbioldgica e métodos por biologia molecular, os quais possibilitam
tomada de decisdo direcionada segundo a etiologia (PYORALA, 2003).

2.2.1. Diagnostico pelo aumento da concentragéo de células no leite

O aumento da concentragdo de celulas no leite é influenciado por fatores como
dias em lactagcdo, numero de lactacdes, dieta e idade, mas principalmente, pela presenca
de neutrdfilos da corrente sanguinea, em resposta a infeccdo. Assim a CCS é um método
bastante usual para diagnosticar a mastite (PYORALA, 2003).
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No Brasil Rossi et al. (2018) avaliaram a acuracia diagnostica do CMT e do
Somaticell™ (em relacdo a cultura microbiolégica) para identificacdo de quartos
infectados com S. agalactiae em sete rebanhos (N=304 vacas) com isolamento prévio de
S. agalactiae do leite do tanque. A sensibilidade e especificidade do CMT para os pontos
de corte “suspeito” e escore 1 variaram entre 91,9% e 90,6% de sensibilidade e 82,7% e
91,0% de especificidade, respectivamente. Para o teste Somaticell™, nos pontos de corte
de 147.000 e 205.000 ceélulas/mL, a sensibilidade variou entre 98,8% e 96,6% e a
especificidade entre 72,6% e 80,7%, respectivamente, demonstrando a alta acuracia dos

testes baseados em CCS na identificacdo de quartos mamarios infectados.

2.2.2. Amostras de quarto mamario e compostas

Como alternativa ao uso de amostras individuais de quartos mamarios, pode-se
utilizar uma unica amostra por vaca, composta do leite de todos os quartos funcionais. As
amostras compostas possuem menor custo e maior praticidade de colheita, sendo Uteis
para o diagndstico inicial e monitoramento epidemiologico dos principais patdgenos
presentes no rebanho. Uma possivel desvantagem das amostras compostas é a diminuicao
da acurécia diagnostica devido a diluigdo do leite dos quartos infectados com leite dos
quartos sadios, resultando em menor concentracdo bacteriana no leite do quarto(s)
infectado(s). No entanto, devido a alta concentracdo de S. agalactiae observada em
quartos infectados, ha pouca perda de sensibilidade em relacdo a cultura do leite de
quartos (Dinsmore et al., 1991).

Rossi et al. (2018) avaliaram resultados de cultura microbioldgica de amostras de
leite compostas, tendo amostras de quarto como padrdo ouro, para diagnostico de S.
agalactiae. A sensibilidade e a especificidade encontradas foram de 95,6% e 99,5%,
respectivamente, concluindo que amostras compostas sdo uma alternativa viavel para
diagndstico de S. agalactiae em rebanhos comerciais.

Em quatro fazendas (N= 167) com historico de mastite por S. agalactiae,
Dinsmore et al. (1991) compararam amostras de quarto e compostas colhidas antes e
depois da ordenha. A prevaléncia encontrada foi de 51,5% (86/167). Os resultados das
amostras colhidas antes da ordenha apresentaram sensibilidade e especificidade de 98,8%
e 100% para amostras de quarto e 96,5% e 100% para amostras compostas,
respectivamente, enquanto para as amostras colhidas pos-ordenha, os valores foram
97,7% e 98,8% para amostras de quarto e 96,5% e 98,8% para as compostas,

respectivamente.
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2.2.3. Cultura microbiolégica do leite

A cultura microbiologica do leite € um método rotineiro para diagnostico de
patdgenos da mastite em rebanhos comerciais. Em nivel de pesquisa, 0 método foi
utilizado em varios estudos (Mahmmod et al., 2013; Leelahapongsathon et al., 2016;
Sevennesen et al., 2018) para diagnosticar S. agalactiae. e comparar com outras
metodologias como PCR.

2.2.4. Diagnostico de Streptococcus agalactiae em meios cromogénicos

Meios cromogénicos tém a finalidade de répida identificacdo presuntiva de
patdgenos. Sao compostos por substratos enzimaticos que, quando hidrolisados, assumem
coloracdo especifica sobre as colbnias-alvo, distinguindo-as facilmente. Porém,
raramente um patogeno produz uma enzima exclusiva. Assim a adi¢do de um substrato
cromogénico complementar por vezes se faz necessario. Nesses casos a coloragdo
resultante é combinagdo de cores ou, ainda possibilitou que micro-organismos
secundarios sejam isolados em tonalidade distinta. Devido a producdo de enzimas
semelhantes, a inibicdo de outras bactérias € ideal, sendo bem empregado o uso de agentes
seletivos (PERRY e FREYDIERE, 2007).

O cromdgeno, produto do substrato hidrolisado, deve ser visualizado somente nas
colbnias cujas bactérias conseguiram quebra-los, destacando os patdgenos dos demais
isolados. Os substratos hidroxilicos, quando hidrolisados pelas enzimas bacterianas
liberam indoxil. Essas moléculas sdo dimerizadas na presenca de oxigénio, formando
corantes indicos de cores vivas. A halogenacdo dessas moléculas tem efeito dramatico na
cor, onde 5-bromo-4-cloro-indoxil forma cor azul/verde, ja 5-bromo-6-cloro-indoxil gera
cor magenta. Os glicosideos indoxilicos sdo bastante empregados devido a facil
disponibilidade comercial, alta sensibilidade e baixa toxicidade (PERRY e FREYDIERE,
2007).

Streptococcus grupo B é capaz de colonizar a vagina de mulheres e, durante a
gravidez, chegar ao liquido amnidtico por via ascendente e ser ingerido pelo feto,
causando doenca invasiva responsavel pela morte de recém-nascidos. O uso de meios
cromogénicos auxiliam no diagndéstico do agente no inicio da gestagéo, possibilitando a
instituicdo de medidas de diminuicdo da carga microbiana (PERRY, 2017).

Um meio protoétipo produzido pela bioMérieux (Franca), chamado meio B, foi o
primeiro meio cromogénico para identificacdo de SGB. Em estudo realizado no Reino

Unido, no qual foram analisados 195 swabs vaginais de mulheres gestantes, 0 meio B
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resultou em 100% de sensibilidade e especificidade para distingdo entre presenca ou
auséncia de SGB (PERRY et al., 2006).

Salem e Anderson (2015), na Australia, avaliaram a acuracia de quatro meios
cromogénicos para o diagnostico de S. agalactiae isolados de 242 swabs vaginais de
mulheres gestantes, tendo como padrdo ouro a cultura em agar sangue pré-enriquecida
em caldo Lim com confirmacdo por Espectrometria de Massas de lonizacdo/Dessorcao a
Laser Assistida por Matriz — Tempo de Voo (MALDI-TOF MS), sendo esse 0 método
indicado pelo Centro de Controle e Prevencao de Doencas. Os resultados revelaram 50
amostras positivas, com as seguintes sensibilidades: Brilliance GBS = 96%; CHROMagar
= 94%; StrepB Select = 92%; ChromID Strepto B = 86%. A especificidade e o valor
preditivo positivo (VPP) foram de 100% para todos os testes. Os autores concluiram que
0s meios cromogénicos foram tdo acurados quanto o método recomendado, porém com o
beneficio de serem mais praticos.

Embora os estudos supracitados demostrem gque 0S meios cromogénicos possuem
acuracia diagnostica adequada para utilizacdo em humanos, poucos estudos foram
realizados para validar o diagnostico de S. agalactiae por meio da cultura do leite de casos

de mastite bovina.

2.2.5. Reacdo em cadeia de polimerase

Métodos de biologia molecular ganham cada vez mais espago no diagnostico de
agentes etiolégicos da mastite, como a PCR em tempo real (QPCR), técnica rapida e
acurada para identificar micro-organismos diretamente do leite. A PCR identifica genes
especificos de DNA que sofreu multiplicacdes em cada ciclo do teste, até atingir o Cycle
Threshold (Ct), que é o nimero de ciclos que possibilita a identificacdo do patdgeno na
amostra (LANGE et al., 2017). Para que a sintese do amplicon aconteca é necessario a
adicao de primers proprios (GURJAR et al., 2012).

Em razdo de identificar DNA, amostras possivelmente contaminadas, por
apresentarem micro-organismos que nao sejam de IIM, sdo consideradas positivas.
Enquanto esse pode ser um problema para o diagnéstico de patdgenos de origem
ambiental, devido a dificuldade de se estabelecer a origem da bactéria presente no leite
(ambiente ou glandula maméria), a presenca de DNA de S. agalactiae em amostras de
leite indica com maior confianga a presenca de IIM porque a glandula mamaria é a

principal reservatorio do patégeno (HIITIO et al., 2015).
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Em estudo com 192 amostras de leite de quartos mamarios utilizado para
comparar a cultura microbiolégica com o PCR multiplex em tempo real, a qPCR
apresentou sensibilidade de 98,2% (56/57) para identificacdo de S. agalactiae de amostras
sabidamente positivas, e de 95,5% para identificacdo geral de S. agalactiae,
Streptococcus uberis e S. aureus (GILLESPIE E OLIVER, 2005).

O Teste PathoProof Mastitis™ (Thermo Scientific Finnzymes Diagnostic
Products and Services, Espoo, Finlandia), possui capacidade para diagnosticar 12
patdgenos ou grupos de patdgenos mais comuns nos casos de mastite, incluindo S.
agalactiae. Mahmmod et al. (2013) avaliaram diferentes pontos de corte de Ct do
PathoProof comparando com a cultura por meio de andlise de classe latente. Foi
observado em 53 amostras de leite com S. agalactiae, para os pontos de corte de Ct <39
e <32, sensibilidade de 96,2% ¢ 73,9% para qPCR e de 25,7% e 72,1% para cultura, com
especificidade sempre acima de 96%.

Na Noruega, Holmgy et al. (2018) analisaram a acurécia do teste Mastitis 4 qPCR
com cultura laboratorial por meio de analise de classe latente. As prevaléncias
encontradas foram de 6,4% (N=37) na cultura e de 11,4% (N=66) na qPCR. Os resultados
de sensibilidade foram de 58,2% e 95,3% para cultura e gPCR, com especificidade de
99,7% e 98,5%, respectivamente.

2.2.6. Espectrometria de Massa de lonizagao/Dessorcao a Laser Assistida por Matriz
— Tempo de Voo

A espectrometria de massas vem sendo amplamente utilizada por
microbiologistas, com resultados rapidos e de baixo custo. Na técnica sdo extraidas as
proteinas ribossomais bacterianas por meio de reagente e uma amostra desse produto é
colocada em matriz, que sofre a incidéncia de laser que vaporiza e ioniza as biomoléculas.
Essas sdo aspiradas por um tubo de vacuo com detector no final e o tempo de voo dos
fragmentos gera um grafico com diversos picos (espectros) que ¢ comparado com 0S
espectros presentes no banco de dados. Assim, sO sdo diagnosticados 0s micro-
organismos presentes no referido banco (SINGHAL et al., 2015; NONNEMANN et al.,
2019). Na identificacdo do microrganismo é fornecida um escore (log) de 0 a 3 para cada
isolado, no qual: < 1,7 = microrganismo néo identificado; > 1,7 a < 2 = identificacdo em
nivel de género e > 2 = identificacdo da espécie (NONNEMANN et al., 2019).

Jahan et al. (2021) avaliaram a concordancia do MALDI-TOF MS com o
sequenciamento de gene 16S rDNA, em 481 isolados de amostras de leite. A
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concordancia para identificacdo de género e espécie foi de 93% e 74% para todos os
micro-organismos, e de 96% e 87% para os Gram-positivos (GP), respectivamente. Para
S. agalactiae os 35 isolados foram identificados corretamente.

Estudo comparou dois tipos de amostras diferentes para MALDI-TOF MS: 1)
coldnias puras lizadas (método convencional); 2) amostra de leite submetida a pré
incubacdo a 37°C por 12 horas (método teste). Para identificacdo de S. agalactiae 0s
resultados de sensibilidade foram de 96,8% (31/32) para 0 método convencional e de
21,8% (7/32) para 0 método teste, concluindo que o método testado nédo é aplicavel
(BARREIRO et al., 2018).

Os dados de prevaléncia e medidas de acuracia de diferentes testes diagndsticos

para S. agalactiae foram compilados na Tabela 1.



22

TABELA 1. Acurécia de diferentes testes diagndsticos para identificacdo de Streptococcus agalactiae em amostras de leite de vacas.

Autor/Ano Pais Meétodo N Unidade Prevaléncia Sensibilidade Especificidade
DINSMORE et al., (1991) EUA Cultura 167 vacas o °1,50% 96,50% 100%
K quartos : 98,80% 100%
GILLESPIE E OLIVER, (2005) EUA gPCR 192 quartos quartos 29,69% 98,20% .
Cultura 8,60% 72,10% 98,90%
MAHMMOD et al., (2013) Dinamarca qPCR Ct<32 614 quartos quartos . 73,90% 97,22%
qPCR Ct <39 : 96,20% 96,80%
LEELAHAPONGSATHON et al., Tailandia Cultura 19 vacas vacas 63,00%
(2016) quartos 36,00%
BARREIRO et al., (2018) Brasil mg‘LDI_TOF 120 quartos quartos 26,67% 96,80%
COBO-ANGEL et al., (2018) Colémbia PCR 1712 vacas vacas 13,00% . .
HOLM@Y et al, (2018) Noruega  Cultura 578 quartos quartos 6,40% 58,20% 99,70%
K qPCR 11,40% 95,30% 98,50%
) vacas 25,60%
ROSSI et al., (2018) Brasil Cultura 304 vacas
quartos 13,00%
SVENNESEN et al., (2018) Dinamarca Cultura 300 vacas  vacas 7,40%
K PCR 14,00%
MESQUITA et al., (2019) Brasil Cultura 306 rebanhos  67,00%
rebanhos
NONNEMANN et al., (2019) Dinamarca MQLD"TOF 34 amostras  amostras | 100% 100%
CHURAKOQV et al., (2021) Dinamarca qPCR : rebanhos 8,60%
JAHAN et al., (2021) EUA MALDI-TOF 481 quartos quartos  7,28% 100% 100%

MS
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2.3. Cultura do leite na Fazenda

A cultura na fazenda é uma tecnologia cada vez mais adotada em propriedades
leiteiras, indicada para rebanhos com perfil de patdgenos contagiosos controlados, uma
vez que o intuito é ndo tratar casos com resultado negativo da cultura ou casos brandos
ou moderados por GN, visto que nesses casos a terapia é desnecessaria, pois
provavelmente ocorrera cura (LAGO et al., 2011a; VASQUEZ et al., 2017).

A ferramenta consiste na prévia identificacdo dos casos de MC graus 1 (alteracdes
no leite) e 2 (alteragdes no leite com sinais de inflamacgao no Ubere) (WENZ et al., 2001)
seguida da colheita asséptica de leite do quarto mastitico. Essa amostra é cultivada e o
diagnostico é obtido em até 24 horas. Durante esse tempo a vaca nao recebe tratamento,
e o recebera apenas se a cultura resultar em GP (VASQUEZ et al., 2017).

Em oito fazendas comerciais nos EUA, Lago et al. (2011a, 2011b) randomizaram
499 quartos com MC graus 1 e 2, nos quais metade receberam tratamento convencional
imediatamente ao aparecimento do caso e a outra parcela foi tratada apds 24 horas,
segundo o resultado de cultura. Os casos com resultados negativos e isolados de GN néo
receberam tratamento com antimicrobianos. A conduta reduziu o uso de antimicrobianos
em 50%. Concluiram que o tratamento direcionado com espera de 24 horas ndo implica
prejuizos a curto e longo prazo, incluindo, cura clinica e bacterioldgica, risco de mastite
e producdo de leite.

A principio o intuito da cultura na fazenda era diferenciar GN dos GP,
possibilitando decidir qual caso tratar ou ndo. Para esse tipo de diagnostico foi criado pela
Universidade de Minnesota, um sistema com placa bipartida contendo um meio para GN
(Agar MacConkey) e outro para GP (Agar Factor) (MCCARRON et al., 2009).

O diagnostico entre 18 e 24 horas, comparado ao tempo do envio das amostras e
retorno do laudo de laboratério convencional, além da necessidade de médo de obra
treinada, mas sem conhecimento de microbiologia, impulsionam o uso da cultura na
fazenda para diagndsticos com intuitos além do direcionamento do tratamento.

O interesse em diagnosticar o agente etioldgico dos casos de MC na prépria
fazenda, direciona os sistemas de cultura para métodos que possibilitam a diferenciacéo
dos principais grupos de patdgenos, como o sistema Minnesota que criou uma placa
tripartida, adicionando um terceiro meio seletivo para estreptococos (Agar TKT
modificado) (MCCARRON et al., 2009).
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Mccarron et al. (2009) comparam (N=271) a placa Tri-plate do Sistema Minnesota
com cultura laboratorial, onde no meio Factor da placa tripartida colonias com beta
hemolise sdo diagnosticadas como S. aureus. Foi observada SE e ES de 97,9% e 81,8%
para S. aureus e de 92,6% e 89,5% para Streptococcus spp., respectivamente. Apenas um

isolado de S. aureus néo foi diagnosticado.

2.3.1. Sistemas de cultura na fazenda com meios de cultura cromogénicos

A capacidade de separar os dois principais grupos de bactérias Gram-positivas,
tornou-se uma caracteristica desejada presente em outros sistemas. A introducao de placas
com meios de cultura cromogénicos possibilitou a identificacdo em nivel de género e
espécie e, por consequéncia, tomadas de decisao direcionadas. Porém ¢ valido ressaltar
que os métodos laboratoriais ndo sdo substituiveis no controle epidemioldgico da mastite
(FERREIRA et al., 2018).

Os sistemas de cultura na fazenda possuem, em comum, a indicagéo da semeadura
por meio de swab estéril, além do processamento de amostras refrigeradas e a incubacao
entre 18 e 24 horas, 0 que garante o rapido diagnostico.

Em estudo com seis fazendas no Brasil, foram cultivadas 504 amostras compostas
de leite com MSC, com o intuito de avaliar o meio cromogénico Mastitis GP da
CHROMagar. Neste meio, colonias de S. agalactiae e S. dysgalactiae apresentam tom
azul turquesa e S. uberis e Enterococcus spp. azul metélico. Os resultados de SE e ES
para S. agalactiae e S. dysgalactiae (n 46) foram de 89,1% e 96,3%, enquanto para S.
uberis e Enterococcus spp. (n 63) foram de 90,5% e 92,5%, respectivamente (GARCIA
etal., 2021).

No Brasil, estudo analisou 1.181 amostras de MC e MSC na placa bipartida da
CHROMagar com os meios Mastitis GP e Mastitis GN, na qual foi observado para
isolados de S. agalactiae e S. dysgalactiae SE e ES de 71% e 97% para amostras de MC
(N=51) e de 89% e 99% para amostras de MSC (N=15) (GRANJA et al., 2021).

OnFarm é um sistema brasileiro de cultura na fazendo com meios cromogénicos.
Entre seus produtos possui uma placa (Smartcolor2) com meios seletivos para
estafilococos, estreptococos e GN. Granja et al. (2021) processaram 976 amostras de
leite na placa Smartcolor2 e isolaram S. agalactiae e S. dysgalactiae de 48 amostras de
MC e 50 de MSC. Os resultados revelaram SE de 87% para amostras de MC e de 100%

para amostras de MSC, enquanto as ES foram de 94% e 92%, respectivamente. Os dois
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agentes supracitados ndo sdo diferenciaveis, pois ambos apresentam col6nias de
tonalidade azul claro/turquesa.

Estudos supracitados (GARCIA et al., 2021; GRANJA et al., 2021) utilizaram
MALDI-TOF MS como padréo ouro no diagndstico em nivel de espécie, confirmando a

validade desta técnica para diagnosticar patdgenos da mastite.

2.3.2. Sistema Accumast de Cultura na Fazenda

A placa de cultura na fazenda Accumast™ (FERA Animal Health LCC, Ithaca,
NY) é utilizada em vérios paises. Possui trés se¢bes, com meios de cultura cromogénicos
seletivos para estafilococos, estreptococos e GN.

O diagndstico € observado pela coloracdo das col6nias e 0 meio de isolados
(Figura 1). Exemplo: o diagnostico dos estreptococos se da no meio seletivo para tal, onde
coldnias: azul claro = S. dysgalactiae; azul médio = S. agalactiae; azul escuro = S. uberis,
cinza = Aerococcus viridans, rosa = Enterococcus spp. e lilas ou branco = Lactococcus
spp. (FERA DIAGNOSTICS AND BIOLOGICALS, 2020). Porém segundo Ganda et al.
(2016), existe tendéncia de S. agalactiae e S. dysgalactiae apresentarem coldnias em tom

de azul claro, ndo sendo possivel diferencia-los.

FIGURA 1. Colbnias em placa Accumast™ (FERA Animal Health LCC, Ithaca, NY).
A) Placa sem crescimento bacteriano; B) Staphylococcus aureus, C) Staphylococcus
epidermidis; D) Staphylococcus chromogenes; E) Streptococcus agalactiae; F)

Streptococcus dysgalactiae; G) Streptococcus uberis; H) Enterococcus faecalis; 1)
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Escherichia coli; J) Klebsiella oxytoca e K) Pseudomonas aeruginosa. Fonte: Ganda et
al., (2016).

Segundo o fabricante, € possivel que pessoas com treinamento bésico de
semeadura, interpretacdo e nocdes de contaminacdo realizem o cultivo na prépria
fazenda. As amostras sdo semeadas com swab estéril e incubadas a 37°C por 24 horas.
Para patdgenos contagiosos (S. agalactiae e S. aureus) com isolamento > 1 coldnia o
resultado é considerado positivo.

Nos EUA, Ganda et al. (2016) avaliaram a placa Accumast em 583 amostras de
leite de MC de uma fazenda em Nova lorque. As amostras foram submetidas a cultura
laboratorial padrdo (padrdo ouro) e cultura na placa Accumast (teste). As coldnias
isoladas nos meios cromogénico foram identificadas por sequenciamento de 16S rRNA,
tendo assim segundo padrdo ouro. Os resultados para Streptococcus spp. (N=249) foram:
SE =90%, ES = 92,9%, VPP = 91,8% e VPN = 91,2%. Ao comparar o diagndstico da
Accumast com o sequenciamento, a concordancia foi alta com coeficiente kappa de 91%
e VPP de 95%.

Ferreira et al. (2018) avaliaram (N=211) a placa Accumast, Minnesota Tri-plate,
Mastitis Quadri plate SSGN e SSGNC, todas com capacidade de diagnosticar
Streptococcus spp. O padrdo ouro utilizado foi concordancia de dois laboratérios com
confirmacdo por MALDI-TOF MS. Para os 20 isolados de Streptococcus spp., foram
observadas SE e ES de 100% e 93,2% para a placa Accumast; 72,7% e 91,5% para
Minnesota; 63,6% e 94,2% para SSGN; 63,6% e 91,7% para SSGNC, concluindo que o
sistema Accumast apresentou melhor acurécia quando comparado aos outros.

Estudo com 280 amostras de quartos e 60 amostras compostas, avaliou o sistema
Accumast e Minnesota Bi-plate e Tri-plate, usando MALDI-TOF como padréo ouro. As
prevaléncias dos estreptococos encontrados foram de 8,5% (N=29) para S. dysgalactiae,
5,3% (N=18) para S. uberis e 1,2% (N=4) para S. agalactiae. Para Streptococcus spp. a
SE foi de 77% para Accumast e 67% para Tri-plate (SIPKA et al., 2021).

Sipka et al. (2021) compararam o diagnostico de um leitor microbiologista de leite
com alunos de veterinaria sem conhecimento prévio de microbiologia, apenas com as
instrugdes dos fabricantes. De forma aleatdria, a leitura de apenas um observador ndo
experiente foi utilizada para cada amostra, mimetizando a alternancia de leitores dentro
da propriedade. A concordancia entre leitor experiente e ndo experiente para

Streptococcus spp. foi de 64% e 37% na Tri-plate e de 61% e 29% na Accumast,
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respectivamente, mostrando o quanto o conhecimento de microbiologia interfere na
interpretacéo.
Na tabela 2 sdo apresentados resultados de Prevaléncia, SE e ES dos sistemas de

cultura na fazenda na identificacdo de Streptococcus spp.
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TABELA 2. Prevaléncia e acuracia diagndstica de diferentes sistemas de cultura de leite na fazenda para diagndstico de Streptococcus spp.

Autor/Ano Sistema N Prevaléncia Sensibilidade Especificidade
MCCARRON et al., 2009  Minnesota Tri-plate 271 30,70% 93% 90%
GANDA et al., 2016 Accumast 538 46,28% 90% 93%
FERREIRA et al., 2018 Accumast 211 9,48% 100% 93%
FERREIRA et al., 2018 Minnesota Tri-plate 211 9,48% 73% 92%
FERREIRA et al., 2018 Quadri plate SSGN 211 9,48% 64% 94%
FERREIRA et al., 2018 Quadri plate SSGNC 211 9,48% 64% 92%
GARCIA et al., 2021 CHROMagar 504 9,13% 89% 96%
GRANJA et al., 2021 CHROMagar 1181 5,58% 89% 99%
GRANJA et al., 2021 OnFarm 976 10,04% 100% 92%
SIPKA et al., 2021 Accumast 340 27,40% 77%

SIPKA et al., 2021 Minnesota Tri-plate 340 27,40% 67%
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ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the diagnostic accuracy of the
Accumast Plus™ chromogenic medium (FERA Diagnostics and Biologicals, College
Station, USA) for identification of subclinical mastitis caused by Streptococcus
agalactiae in quarter and composite milk samples. Five herds located in Minas Gerais
state, Brazil, were visited once to collect milk from all mammary quarters (N=467) from
all lactating cows (N=118). Quarter samples were cultured simultaneously on Accumast
Plus™ (index test) and blood agar, from which Gram-positive, catalase-negative cocci
isolates were subjected to identification by MALDI-TOF (gold standard). Composite
milk samples were prepared in the laboratory and cultured on Accumast Plus™. To
analyze the diagnostic accuracy, two cut-off points were adopted: I) isolation of > 1
blue colony (definition recommended by the manufacturer) and II) isolation of > 1 blue,
white or purple colony. The prevalence of S. agalactiae in quarter samples was 18.44%
(83/450). The agreement between observers was almost perfect for diagnosis of S.
agalactiae (yes or no; Kappa = 0.97) and identification of colony colors (Kappa = 0.95).
The accuracy of the Accumast Plus™ medium (cut-off point 1) for quarter milk samples
was: sensitivity (SE) = 60.02%, specificity (SP) = 97.97%, positive predictive value
(PPV) = 85.88% and negative predictive value (NPV) = 92.04%. At the cut-off point II,
the parameters were: SE = 73.50%, SP = 97.97%, PPV = 87.89% and NPV = 93.83%.
The accuracy of composite samples was similar to that of quarter milk samples. The
observed SE for both quarter and composite samples resulted in high probability of
false-negative results (20.00 — 39.98%), which could contribute to maintaining the

pathogen within the herd and decreasing the effectiveness of eradication programs.

Keywords: bovine mastitis, on-farm culture, Accumast Plus™, streptococci
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INTRODUCTION

Streptococcus agalactiae is an important contagious mastitis pathogen, still
prevalent in some regions of the world. In Brazil, Rossi et al. (2018) evaluated 304
cows from positive herds in Minas Gerais and Sdo Paulo states and isolated the
pathogen from 25.6% of the cows and 13% of the mammary quarters sampled. Also in
Brazil, Mesquita et al. (2019) isolated S. agalactiae from 67% of bulk tank milk
samples from 306 herds in southern Minas Gerais. S. agalactiae is a re-emerging
problem in countries such as Denmark (Churakov et al., 2021) and Norway (Holmgy et
al., 2019).

Mastitis by S. agalactiae results in increased somatic cell count (SCC) (45,000
to 849,000 cells/mL after infection; Ma et al., 2000), decreased milk production (1.24
kg/day within two to three months after infection; Holmgy et al., 2019) and decreased
sensory and nutritional quality of pasteurized milk (Ma et al., 2000).

Blitz therapy is an economically viable strategy (Yamagata et al., 1987) that
enables the eradication of S. agalactiae by means of simultaneous diagnosis and
treatment of infected animals (Keefe, 1997). Bacteriological cure rates have been
reported between 85.9% and 98% after intramammary treatment with beta-lactam
antimicrobials (Rossi et al., 2019). In such eradication programs, it is essential to use
diagnostic tests with high sensitivity (SE), which minimize the probability of false-
negative results (FN) and, thus, prevent the spread of S. agalactiae within the herd.

Milk culturing has been the standard test for diagnosing S. agalactiae, with
reported SE and specificity (SP) of 98.8% and 100% in quarter milk samples and 96.5%
and 100% in composite (mixture of milk from all quarters) milk samples, respectively

(Dinsmore et al., 1991). However, the time interval between sample collection, shipping
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to a laboratory, and access to results (around eight days) can be a problem due to a
longer permanence of reservoirs in the herd.

Therefore, adoption of rapid and accurate methods, such as on-farm milk
culturing on chromogenic media (Ferreira et al., 2018), could reduce the diagnosis time
(18-24 hours) and increase the effectiveness of eradication programs. Culturing on
Accumast™ chromogenic medium (FERA Diagnostics and Biologicals, College
Station, USA) resulted in SE and SP of 90% and 92.9%, respectively, for diagnosis of
Streptococcus spp. Nonetheless, colonies of S. agalactiae and Streptococcus
dysgalactiae could not be distinguished by color (Ganda et al., 2016).

The Accumast Plus™ chromogenic medim (FERA Diagnostics and Biologicals,
College Station, USA) has been recently launched in the market and contains selective
chromogenic medium for on-farm diagnosis of S. agalactiae. Scientific evidence needs
to be produced to validate the method, which has the potential to provide rapid and
accurate diagnosis of the agent, thus contributing to the efficiency of eradication
programs.

Thus, the objectives of this study were: 1) to evaluate the diagnostic accuracy of
Accumast Plus™ for identification of subclinical mastitis caused by S. agalactiae; 2) to
compare the accuracy of the medium between quarter and composite milk samples, and
3) to evaluate the agreement between two observers to read the Accumast Plus™

results.

MATERIALS AND METHODS

The present study was approved by the UNESP’s Ethics Committee for Animal

Use (protocol 0101/2021). We conducted an observational, cross-sectional study, which
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was reported according to the STARD guidelines (Bossuyt et al., 2015) for diagnostic

accuracy studies.

Inclusion criteria for farms and animals

A convenience sample of five dairy farms (farms A, B, C, D, and E) located in
Trés Coracdes, Minas Gerais, Brazil, was used for the study. The herds had to have a
history of mastitis by S. agalactiae and be located up to 50 km from the research
laboratory, to allow processing of refrigerated milk samples. The farms had to have
mechanical milking systems, individual identification of cows, and zootechnical data, in
addition to voluntary cooperation with the proposed study procedures.

Cows were milked in flat barns with bucket milking systems (N=4) or pit parlors
with a herringbone system (N=1). The animals were kept in semi-confinement (N=3),
pasture (N=1) or compost barn (N=1). The median number of lactating cows was 24
(Q1=19 - Q3=33), which produced a total of 280 L/day (Q1=120 - Q3=450), with a
median bulk tank milk SCC of 633,000 cells/mL (Q1=530,000 - Q3= 813,000).

Cows were eligible for inclusion if they were apparently healthy, had > 3
functional mammary quarters, had no visible teat lesions, and had not received any
antimicrobial treatment within 14 days before inclusion.

A total of 125 cows were presented for possible inclusion in the study, of which
seven were excluded because they had been treated with antimicrobials within 14 days.
Thus, 118 cows were included, of which 52.5%, 46.6% and 0.85% were cross-bred
(between Gir and Holstein), Holstein, and Jersey, respectively. The median parity of the
cows was 3 lactations (Q1=2 - Q3=4), which were in 153 days in milk (Q1=90 -

Q3=244) and produced 12 kg/cow/day (Q1=8 - Q3 =21).
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Sampling strategy

Each farm was visited once to carry out the sampling procedures, between the
months of August and December 2021. Except for Farm E, aseptic milk samples were
collected during milking from all mammary quarters of all cows included in the study.
Farm E had 215 lactating cows, of which 32 were randomly included in the study, to
complete the total number of animals required for the study.

Samples were collected after the milking technicians performed the udder
hygiene procedures (examination of the first milk streams for diagnosis of clinical
mastitis (CM), pre-dipping, and drying of teats). Fifteen mL of milk were collected in
sterile tubes after performing antisepsis of the teat ends with a cotton pad soaked with
70% alcohol. After collection, the samples were refrigerated in a cooler with ice and
transported to the laboratory within two hours from the end of milking.

General farm information and zootechnical data such as parity, breed, daily milk

production, and days in milk were recorded in field forms.

Index test: culture on Accumast Plus™

Milk cultures were performed in the Universidade Vale do Rio Verde’s
microbiology laboratory in Trés Coracdes, MG, due to its proximity to the study farms.
This strategy allowed the processing of fresh and refrigerated samples, simulating on-
farm conditions.

Each quarter milk sample was simultaneously cultured on both Accumast Plus™
(index test) and blood agar plates (Hogan et al., 1999) (gold standard). The samples
were inoculated onto the Accumast Plus™’s specific quadrant for isolation of S.

agalactiae (Figure 1). Following the manufacturer's instructions, each quadrant was
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divided in half, allowing two samples to be inoculated on each plate. Plating was
performed with a sterile swab, after which plates were incubated at 36°C for 18 hours.

Plate readings were recorded using specific forms, including colony size,
number and color. According to the manufacturer's instructions, the colony color was
used to define the following diagnoses: blue = S. agalactiae, pink = Enterococcus spp.
and lilac = Lactococcus spp. (Figure 1). Colonies that presented different colors from
those mentioned above were diagnosed as “unidentified”. Additionally, photographs of
all plates were recorded.

To analyze the diagnostic accuracy of Accumast Plus™ to identify S. agalactiae,
two cut-off points were adopted: I) isolation of > 1 blue colony (manufacturer’s
definition), and II) isolation of > 1 blue, white, or purple colony. The latter cut-off point
was used in an attempt to increase the SE of the medium.

In addition to the quarter samples, composite milk samples were prepared in the
laboratory while the milk was still refrigerated. One mL of a cow’s each quarter milk
sample was transferred into a sterile tube with an automatic pipetter. After
homogenization, the composite samples were plated on Accumast Plus™ following the

methods described for quarter milk samples.

Gold Standard: culture on blood agar and identification by MALDI-TOF MS
Quarter milk samples were plated onto quadrants of blood agar plates. Plating
was performed with a sterile swab, after which plates were incubated at 36°C for 24
(first reading) and 48 hours (final reading). After the first 24 hours, the plates were read
and results were recorded in a spreadsheet, including the number of colonies, color,

size, hemolysis pattern, catalase test, Gram staining results, and morphology. After 48
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hours of incubation the plates were reassessed to search for additional growth. All plates
were photographed.

The diagnosis was performed following the National Mastitis Council’s
guidelines (Hogan et al., 1999). An intramammary infection was defined as the isolation
of > 3 similar colonies on the plate. Samples were considered contaminated when there
were > 3 different colony types on the plate.

All isolates characterized as Gram-positive and catalase-negative cocci were
replated on blood agar (24 hours at 36° C) for further identification. These isolates were
transported by the researchers to the QualiLeite laboratory (University of Sdo Paulo,
Pirassununga, SP), for identification by MALDI-TOF MS, according to Barcelos et al.
(2019).

The readings of all plates (Accumast Plus™ and blood agar) were performed by

two authors (L.C.B.J. and F.R.F), who were masked to each other’s results.

Statistical analysis

Data were stored in a Microsoft Excel spreadsheet. The completeness of the
dataset was analyzed, and 20 missing data were observed, due to the following
reasons:1) atrophied mammary quarters, N=5; 2) contaminated samples, N=10; 3)
unidentified by MALDI-TOF MS, N=4; 4) missing sample, N=3. Descriptive statistics
(PROC FREQ and PROC MEANS, SAS Institute, Cary, NC, USA SAS Institute SAS
Institute) were produced to present the characteristics of the farms and cows included in
the study, as well as the distribution of microbiological results.

Sensitivity, SP, positive predictive value (PPV), and negative predictive value
(NPV) of Accumast Plus™ to identify S. agalactiae were estimated using logistic

regression models (PROC GENMOD, SAS Institute) for quarter and composite milk



224

225

226

227

228

229

230

231

232

233

234

235

236

237

238

239

240

241

242

243

244

245

246

247

248

38

samples, considering MALDI-TOF as the reference method. At the quarter level, a
compound symmetry covariance structure was included in the models to account for the
clustering of quarters within cows.

The Kappa coefficient (PROC FREQ, SAS Institute) was used to estimate the
agreement between the readers to diagnose S. agalactiae (yes or no), and to determine
the colony colors. Contingency tables (PROC FREQ, SAS Institute) were produced to
present the distribution of colony colors on Accumast Plus™ within both categories of
MALDI-TOF results (negative and positive for S. agalactiae).

The sample size was calculated to estimate the SE and SP of Accumast Plus™
against the gold standard (Hajian-Tilaki, 2014). The following assumptions were made
for the calculations: expected SE and SP of Accumast Plus™ > 0.90; margin of error <
0.07 and prevalence of S. agalactiae infected quarters in the herds = 0.15. Thus, 472
mammary quarters (118 cows) from S. agalactiae positive herds were required for the

study.

RESULTS

Prevalence of Streptococcus agalactiae

A total of 118 cows and 467 quarters were included in the study. The quarter
level prevalence (based on the gold standard) of S. agalactiae was 18.44% (83/450).
The apparent prevalences based on the Accumast Plus™ cut-off points 1 and 2 were
13.06% (61/467) and 14.99% (70/467), respectively.

Of the 102 samples characterized as Gram-positive and catalase-negative cocci,
95 were submitted to identification by MALDI-TOF MS, of which 83 (87.37%) were

diagnosed as S. agalactiae (Table 1).
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Accuracy of Accumast Plus™

The accuracy parameters of Accumast Plus™ for diagnosing S. agalactiae are
presented in Tables 2 and 3. For quarter milk samples, the SE varied between 60.02%
(cut-off point 1) and 73.50% (cut-off point I1), resulting in 39.98% and 26.50% of FN
results, respectively. Especificity was high for both cut-off points, resulting in 2.03% of
false-positive results (FP) (Table 2).

At the prevalence level observed in the study, 92.04% (cut-off point I) and
93.83% (cut-off point Il) of the Accumast Plus™ negative cultures corresponded to
mammary quarters that were uninfected with S. agalactiae (Table 2).

The use of composite samples resulted in similar SE and SP to those observed
for quarter samples. However, in relation to quarter samples, there was a loss of 8.45
and 3.24 percentage points in NPV at cut-off points I and 11, respectively (Table 2).

Unlike SP, SE varied substantially (4.72% to 88.05%) among the study herds
(Table 4).

The Kappa coefficient was 0.97 (95% confidence interval [CI] = 0.93-1.00) and
0.95 (95% CI = 0.91-0.99) for the diagnosis of S. agalactiae (yes or no) or color

identification, respectively, indicating high agreement between the two readers.

Distribution of colony colors on Accumast Plus™

Of the 83 isolates from quarter milk samples that were confirmed as S.
agalactiae by MALDI-TOF MS, 65.06% and 9.64% corresponded to growth of blue
and white colonies on Accumast Plus™, respectively. However, 25.30% of the positive
samples corresponded to no growth on Accumast Plus™ (Table 5). Similar patterns of

color distribution were observed using composite milk samples, except for four S.
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agalactiae positive samples that corresponded to growth of lilac colonies on Accumast

Plus™ (Table 5).

DISCUSSION

The aim of this study was not to validate the Accumast Plus™ chromogenic
medium itself, but to assess its accuracy in diagnosing S. agalactiae subclinical mastitis
in field conditions. We aimed to simulate on-farm culturing, in which refrigerated milk
is plated onto chromogenic media using a sterile cotton swab. Milk culturing on blood
agar was not performed on the farms due to the inadequate environment and consequent
risk of contamination. Thus, culturing on both Accumast Plus™ and blood agar was
performed simultaneously in the laboratory, a few hours after sample collection.

The reading of Accumast Plus™ was easy to perform, as evidenced by the
almost perfect agreement observed between the readers (Landis and Koch; 1977), for
both the presence or absence of S. agalactiae on the plates, and the interpretation of
colony colors. Nonetheless, it should be noted that both researchers had extensive
experience in mastitis microbiological diagnosis and extrapolation of these results must
be done with care to untrained personnel.

Due to the high cost of the plate in the Brazilian market, each quadrant of the
Accumast Plus™ was divided into two equal parts (as recommended by the
manufacturer), reducing by half the plating surface of the medium. It is possible that
this strategy contributed to the low SE of Accumast Plus™, in relation to the gold
standard.

Cut-off point Il was used in our analysis in an attempt to increase the SE of the

Accumast Plus™, because we observed growth of white and purple colonies on the
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chromogenic medium that corresponded to samples that were confirmed as S.
agalactiae by MALDI-TOF MS. Although there was a gain in SE by using cut-off point
11 (60.02% to 73.50%), the white and lilac colonies observed on the chromogenic
medium were not submitted to MALDI-TOF MS to confirm the diagnosis. Due to
budget limitations, the study was not designed to subject colonies from Accumast
Plus™ to MALDI-TOF MS.

The Accumast Plus™ chromogenic medium showed high PPV, since 85.88% of
the blue colonies corresponded to MALDI-TOF MS positive samples (PPV). However,
the observed SE (60.02% and 73.50%) for quarter milk samples resulted in 39.98% and
26.50% of FN results, which is a problem in S. agalactiae eradication programs.
Infected quarters with FN culture results can be reservoirs of the pathogen and
contribute to the occurrence of new infections (Leelahapongsathon et al., 2016).
Alternative methods to increase SE, such as increasing the plating area or performing
serial cultures, could be considered in future studies to increase the applicability of the
system at the farm level.

The SE of Accumast Plus™ observed in our study (73.50% at cut-off point I1)
agrees with a previous study (Sipka et al., 2021), in which the accuracy of the
Accumast™ chromogenic medium was 77% for the diagnosis of Streptococcus spp.,
considering the same gold-standard (culturing on blood agar followed by MALDI-TOF
MS). In other studies conducted in the USA, Ganda et al. (2016) and Ferreira et al.
(2018) reported SE of 90% and 100%, respectively, for Accumast™, for identification
of Streptococcus spp., although the system was not able to differentiate S. agalactiae

from other streptococcal species.



322

323

324

325

326

327

328

329

330

331

332

333

334

335

336

337

338

339

340

341

342

343

344

345

346

42

The ES observed at the two cut-off points resulted in a low number of FP results
(2.03%), which, in blitz therapy programs, would result in few animals being
unnecessarily treated with antimicrobials.

From a financial point of view, the use of composite milk samples is more
interesting, due to requiring less labor and being less expensive. However, due to the
dilution of milk from infected quarters by milk from healthy quarters, a decrease in SE
could be expected to detect S. agalactiae (Reyher and Dohoo, 2011). In agreement with
a previous study (Rossi et al., 2018), we observed small changes in SE (2.48 and 6.50
percentage points for cut-off points I and I, respectively) between quarter and
composite milk samples, which can be explained by the high concentration of S.
agalactiae observed in milk from infected quarters (Guterbock and Blackmer, 1984).

Although this study was not designed to compare the accuracy of Accumast
Plus™ between herds, there was considerable variation that warrants further
investigation. While in one herd the SE was 88% for both cut-off points, the SE on farm
E varied between 4.72% (cut-off I) and 46.03% (cut-off I1). It can be hypothesized that
such differences in SE may have occurred due to lack of precision of the estimates (due
to the smaller sample size within each herd), or to genetic differences (e.qg., serotypes of
virulence factors) of the S. agalactiae isolates that could influence the growth on the

chromogenic medium.

CONCLUSIONS

The agreement between observers when reading Accumast Plus™ was almost

perfect, for both the diagnosis of S. agalactiae (yes or no), and for the identification of

colony colors.
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Milk culturing with Accumast Plus™ resulted in high SP to correctly identify
uninfected quarters of cows. The PPV indicates that the isolation of blue colonies
corresponds, with high probability, to the isolation of S. agalactiae in quarter or
composite milk samples. For composite samples, there was no significant accuracy loss.

However, the observed SE for both quarter and composite milk samples resulted
in a high probability of FN results, which could contribute to maintaining the pathogen

within the herd and decreasing the effectiveness of eradication programs.
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Table 1. Microbiological results of milk samples cultured on the Accumast Plus™ plate,

blood agar, and isolates subjected to MALDI-TOF MS identification.

Microbiological Results Blood Agar MALDI-TOF MS Accumast
Plus™
N % N % N %
Negative 195 42,67 321 68,74
Gram+ catalase- Cocci* 102 22,32
Streptococcus agalactiae 83 87,37 61 13,06
Streptococcus dysgalactiae 2 2,11 16 3,42
Streptococcus uberis 3 3,16 0 0
Lactococcus lactis 2 2,11 12 2,57
Enterococcus faecium 1 1,05 0 0
Streptococcus canis 1 1,05
Streptococcus pluranimalium 1 1,05
Proteus mirabilis 1 1,05
Brevibacilus agri 1 1,05
Other pathogens 160 35,01 57 12,21
Total 457 100 95 100 467 100

! Gram-positive and catalase-negative cocci.
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Table 2. Diagnostic accuracy parameters (%) (95% confidence intervals) of milk

culturing on the Accumast Plus™ plate for detection of S. agalactiae from quarter and

composite milk samples.

Quarter samples

Composite samples

cut-off point cut-off point cut-off point cut-off point
It 112 It 112
N3 450 450 118 118
Sensitivity 60.02 73.50 62.50 80.00
(46.22 -73.39) (60.73 -83.26) (46.77—75.97) (64.83 —89.67)
Specificity 97.97 97.97 98.72 98.72
(95.33-99.13) (95.33-99.13) (91.46-—-99.82) (91.46 —99.82)
False-negative 39.98 26.50 37,50 20.00
(26.61 -53.78) (16.74-39.27) (24.03-53.23) (10.33-35.17)
. 2.03 2.03 1.28 1.28
False-positive 87" 267y (0.87-4.67)  (0.18—854)  (0.18 - 8.54)
PpV/4 85.88 87.89 96.15 96.97
(71.51-93.65) (75.24 -94.55) (77.21-99.46) (81.39 —99.58)
NPV/S 92.04 93.83 83.69 90.59

(87.44 —95.06) (89.66 — 96.39) (74.69 — 89.93)

(82.30 — 95.22)

! Diagnosis of S. agalactiae by the presence of > 1 blue colony.

2 Diagnosis of S. agalactiae by the presence of > 1 blue, white or lilac colony.
% Total number of samples.

4 Positive Predictive Value.

5 Negative Predictive Value.
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Table 3. Contingency tables used to calculate the diagnostic accuracy parameters for milk
culturing on the Accumast Plus™ plate for the detection of Streptococcus agalactiae from

quarter and composite milk samples.

MALDI-TOF MS

Accumast . .
PlusT™ Positive  Negative Total
Quarter - cut-off point
|1
Positive 54 7 61
Negative 29 360 389
Total 83 367 450
Quarter - cut-off point
112
Positive 62 7 69
Negative 21 360 381
Total 83 367 450
Composite - cut-off point
|1
Positive 25 1 26
Negative 15 77 92
Total 40 78 118
Composite - cut-off point
112
Positive 32 1 33
Negative 8 77 85
Total 40 78 118

! Diagnosis of S. agalactiae by the presence of > 1 blue colony.

2 Diagnosis of S. agalactiae by the presence of > 1 blue, white or lilac colony.
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Table 4. Prevalence and sensitivity of milk culturing on the Accumast Plus™ plate for

detection of Streptococcus agalactiae from quarter and composite milk samples, by farm.

cut-off point 112 cut-off point 112

Farm Prevalence
SE3 SE3
A 8.97% (7/78) 84.33 (38.51-97.88) 84.43 (38.67 —97.90)
B 51.52% (34/66) 88.05 (63.74 —96.86) 87.88 (63.40 — 96.81)
C 5.97% (4/67) 75.00 (-) 75.00 (-)
D 19.51% (24/123) 59.33 (31.61 —82.15) 69.68 (42.62 — 87.67)
E 12.07% (14/116) 4.72 (0.76 —24.21)  46.03 (23.40 — 70.43)

! Diagnosis of S. agalactiae by the presence of > 1 blue colony.
2 Diagnosis of S. agalactiae by the presence of > 1 blue, white or lilac colony.

3 Sensitivity.
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Table 5. Association between the colony colors observed on the Accumast Plus™ plate

and the results of the gold standard method (MALDI-TOF MS), by quarter and composite

milk samples.

Alccumast Quarter mammary sample Composite sample

Plus™

colony color MALDI-TOF+! MALDI-TOF-? Total MALDI-TOF+ MALDI-TOF- Total
Blue 54 (65,06%)3 7 (1,91%) 61 25 (62,50%) 1 (1,28%) 26
White 8 (9,64%) 0 8 3 (7,50%) 0 3
Lilac 0 0 0 4 (10,00%) 0 4
Negative 21 (25,30%) 360 (98,09%) 381 8 (20,00%) 77 (98,72%) 85
Total 83 367 450 40 78 118

Isolates diagnosed by MALDI-TOF MS as positive for S. agalactiae.
2 Isolates diagnosed by MALDI-TOF MS as negative for S. agalactiae.

3 Percentage of column total.
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Fonseca, Figure 1.

Figure 1. Accumast Plus ™ plate (FERA Diagnostics and Biologicals, College Station,
USA). Growth of blue colonies the selective medium for isolation of Streptococcus

agalactiae (upper quadrant) and Streptococcus spp (lower quadrant).
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CAPITULO 3

DISCUSSAO GERAL

O objetivo principal deste estudo foi avaliar a acurdcia do meio Accumast Plus™
para diagnosticar mastite subclinica causada por S. agalactiae. O delineamento do estudo
visou a simulacédo da cultura na fazenda, na qual o leite refrigerado é cultivado nas placas
com auxilio de um swab estéril.

O meio Accumast Plus™ é comercialmente disponivel, indicado para cultura na
fazenda, sendo aplicavel em rebanhos com S. agalactiae que queiram erradicar 0 mesmo.
Desta forma o presente estudo tem relevante contribuicdo para com a pecudria leiteira,
uma vez que revela a acuracia diagnostica do meio, permitindo que usuérios da mesma
tenham ciéncia de seus pontos fortes e limitacGes.

O ponto de corte Il foi utilizado em nossa analise com o intuito de aumentar a SE
da placa Accumast Plus™, porque observou-se o crescimento de colénias brancas e lilas
no meio para S. agalactiae, as quais eram correspondentes a amostras positivas para S.
agalactiae no MALDI-TOF MS.

O meio cromogénico da placa Accumast Plus™ demostrou alta seletividade para
0 agente, sendo que 88,52% das col6nias caracteristicas corresponderam a amostras
positivas no MALDI-TOF MS (VPP). No entanto, a SE observada (65,06% e 74,70%)
em amostras de quarto resultou em 34,94% e 25,30% de resultados FN, o que é um
problema em programas de erradicacdo de S. agalactiae. Quartos mamarios cujos
resultados da cultura foram FN sdo reservatorios do patdégeno e contribuem para a
ocorréncia de novas infeccdes.

A SE da placa Accumast Plus™ reportada aqui (74,70% no ponto de corte 1)
concorda com um estudo prévio (Sipka et al., 2021), no qual a acuracia da placa
cromogénica Accumast (diagnostico em nivel de género) foi reportada em 77% para o
diagnostico de Streptococcus spp, considerando um padrdo ouro similar (cultura em agar
sangue com diagnosticos confirmados por MALDI-TOF MS). Em outros estudos
realizados nos EUA, Ganda et al. (2016) e Ferreira et al. (2018) reportaram SE de 90% e
100%, respectivamente, para a placa Accumast, na identificagcdo de Streptococcus spp,
embora o sistema nédo tenha sido capaz de diferenciar S. agalactiae de outras espécies de

estreptococos.
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O cultivo de amostras compostas é mais interessante do ponto de vista financeiro,
além de minimizar o trabalho de colheita. No presente estudo observou-se que a SE das
duas amostragens foram bem proximas em ambos 0s pontos de corte, 0 que pode ser

explicada pela alta liberacdo do patdgeno no leite.

CONCLUSAO GERAL

A cultura do leite na placa Accumast Plus™ resultou em alta ES na identificacdo
de quartos ou vacas ndo infectadas. Para as amostras compostas, ndo houve perdas
significantes de acuracia. No entanto, a SE observada em amostras de quarto mamario ou
compostas resultou em alta probabilidade de resultados FN, o que poderia implicar na

disseminacéo do patdgeno e diminuicdo da eficacia dos programas de erradicacéo.
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