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RESUMO

Examinaram-se 242 amostras de leite de ovel has daraga Santa I nés com mastite subclinica, diagnosticadapelo teste
California Mastitis Test (CMT), escore 1+, 2+ e 3+. Realizaram-se cultivos microbiol dgicos em meios de &gar-sangue
ovino 5% e MacConkey, sendo que os microrganismos isolados foram identificados por esfregacos corados pelo método
de Gram e provas taxondmicas. Em seguida, submetidos ao teste de sensibilidade bacterianain vitro. Isolou-se um total de
94 microrganismos em cultura pura e em associagado, distribuidos da seguinte maneira: Saphyl ococcus sp (n=50; 53,1%),
Streptococcus sp (N=18; 19,1%), Corynebacterium sp (n=11; 11,7%), Staphylococcus aureus (n=9; 9,6%), Proteus sp
(n=3; 3,2%), Micrococcus sp (n=1; 1,1%), Acinetobacter calcoaceticus (n=1; 1,1%) e Bacillussp (n=1; 1,1%). No testede
sensibilidade in vitro aos antimicrobianos observou-se que Staphylococcus sp, Corynebacterium sp e Sreptococcus sp
foram os microrganismos isolados com maior freqiiéncia, sendo o florfenicol, a gentamicina e a cefalexina as drogas de
melhor eficécia

PALAVRAS-CHAVE: Ovelha. Mastite. Microrganismos. Antibidticos.

JUMMARY

Milk samples from 242 Santa Inés breed ewes tested for subclinical mastitis using California Mastitis Test (CMT)
score 1+, 2+ and 3+ were cultured. The bacteriological testswere runin 5% sheep blood agar and MacConkey agar and the
microorganism observed were identified using the gram method and taxonomy proves. Then the microorganisms were
submitted to in vitro antibacterial susceptibility test. A total of 94 microorganisms were isolate in pure and in association
culture distributed as followed: Staphylococcus sp (n=50; 53,1%), Sreptococcus sp (n=18; 19,1%), Corynebacterium sp
(n=11; 11,7%), Staphylococcus aureus (n=9; 9,6%), Proteus sp (n=3; 3,2%), Micrococcus sp (n=1; 1,1%), Acinetobacter
calcoaceticus (n=1; 1,1%) and Bacillus sp (n=1; 1,1%). The antibacterial susceptibility test showed among the agents
isolated in highest frequency that florfenicol, gentamicin and cefalexin were the drugs of better effectiveness.

KEY-WORDS: Ewe. Mastitis. Microorganisms. Antibiotics.

1 Professor do Departamentode HigieneVeterinariae SaldePublica, FMVZ, Unesp, CampusdeBotucatu, Cep: 18618-
000, Botucatu, SP. End. Eletr 6nico: domingues@fmvz.unesp.br

2 Professor ado Departamento de Producdo e ExploracdoAnimal, FMVZ, Unesp, Campusde Botucatu.

8 AlunadePdés-Graduagdo, FMVZ, Unesp, CampusdeBatucatu.

4 AlunadeGraduacao do CursodeZootecnia, Monitoria, HigieneZootécnica, FMVZ, Unesp, Campusde Botucatu.

146



RESUMEN

Fueron examinadas 242 muestras de leche de ovejas de la raza Santa Inés en las cuales se diagnosticd mastitis
subclinica por medio del California Mastitis Test (CMT). En €l teste se obtuvieron escores 1+, 2+ e 3+. Fueron realizados
cultivos microbiol6gicos en medios agar sangre ovino al 5% y MacConkey. Los microorganismos aislados fueron
identificados por medio de extendidos col orados por €l método de Gramm y por pruebastaxondmicas. En seguidase utilizo
el teste de sensibilidad bacterianain Vitro. Fue aislado un total de 94 microorganismos, en cultivos purosy en asociacion,
distribuidos de la siguiente forma: Saphylococcus sp (n=50; 53,1%), Streptococcus sp (n=18; 19,1%), Corynebacterium
sp (n=11; 11,7%), Saphylococcus aureus (n=9; 9,6%), Proteus sp (n=3; 3,2%), Micrococcussp (n=1; 1,1%), Acinetobacter
calcoaceticus (n=1; 1,1%) y Bacillus sp (n=1; 1,1%). En €l teste de sensibilidad in vitro alos antimicrobianos, se observo
que Staphylococcus sp, Corynebacterium sp y Streptococcus sp fueron los microorganismos aislados con mayor

frecuencia. El florfenicol, lagentamicinay lacefalexinafueron las drogas de mejor eficacia.

Palabr as-clave: Oveja. Mastitis. Microorganismos. Antibiéticos.

INTRODUCAO

A magtite, inflamacdo daglandulamamaria, provoca
ateracdes fisicas, quimicas, bacterioldgicas do leite, e
ateracOes patol6gicas do tecido glandular. Esta afeccéo
constitui um dos maiores entraves a exploracdo leiteira,
ndo sO pelas perdas econdmicas provocadas pela reducdo
da producdo, mas também pelas ateragdes dos principais
componentes do leite e peladiminuicdo davidaprodutiva
das ovelhas, conseqiiente ao comprometimento do
parénquima mamério afetado. A mastite clinica pode ser
diagnosticada através de um exame visual da glandula
mamaria e do leite, a qual dependendo do estagio clinico
otratamento deve ser aplicado (MAVROGENISet d., 1995)
Por outro lado, para o diagnéstico da mastite subclinica
outros métodos como, California Mastitis Test-CMT
(MAISI, 1990), contagem de células somaticas (CCS) ea
presenca de patdgenos no leite (GREEN,1984), a
determinacdo da NAG-ase e da abumina do soro, sdo
sugeridos.

Segundo os autores (GROSS et al., 1978,
FTHENAKISeJONES, 1990; MAVROGENISet d., 1995,
DARIOetd., 1996 e PERISet d., 1996) amagtite subclinica
resulta na diminuicdo da producdo de leite e
consequientemente no retardo do crescimento e aumento
da taxa de mortalidade de cordeiros lactentes.

Hoje, dentre as racas utilizadas nos sistemas
brasileiros de producéo de carne ovina, destaca-se a Santa
Inés como de elevada aptidéo leiteira. Tem sido relatado
pelostécnicos e criadores, aelevadaincidénciade mastite
em ovelhas daraga Santa I nés, nos mais variados sistemas
de producdo, mesmo mantidas em pastagem. O estudo
das provaveis causas € fundamental para a minimizacéo
dos prejuizos ocorridos com a perda de animais e
diminuicdo da producdo de leite, que af eta 0 crescimento
dos cordeiros, interferindo na eficiéncia de producdo de
carne (FERNANDES, 2005).

A ovinocultura vem apresentando um acentuado
crescimento nos Ultimos anos no estado de S&o Paulo,

este fato se deve ao aumento no efetivo dos rebanhos, e
também, pelo aumento no nimero de propriedades
envolvidas nessa atividade. Verifica-se ainda expressivo
aumento na demanda de carne ovina, resultando em
elevado valor de comerciaizag&o.

Tendo em vista a importancia da infeccéo
intramaméria, e considerando, ainda, que no Brasil hAum
nimero limitado de estudos sobre aocorrénciade mastites
em ovelhas, realizou-se este trabalho para determinar a
ocorrénciada mastite subclinicaem ovelhas daraca Santa
Inés, a presenca e distribuicdo dos microrganismos
patégenos encontrados has amostras de leite, bem como
asensibilidade in vitro desses microrganismos frente aos
antibioticos.

MATERIAL E METODOS

No periodo de julho a outubro de 2004 foram
colhidas 242 amostras de | eite proveniente de 29 ovelhas
multiparas daraga Santa I nés, todas com o mesmo nimero
de partos, mantidas na Fazenda Experimental Edgérdia,
area de Producdo de Ovinos, da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia— Unesp - Campus de Botucatu.

As ovelhas foram confinadas em baias coletivas
de 6,60 m? com camade bagaco de cana, apartir do5° més
de gestacdo até a desmama.

A mastite subclinicafoi diagnosticada mediante o
uso do California Mastitis Test (CMT), segundo Schalm
eNoorlander (1957), considerando-se asamostras deleite
positivas com escore 1+, 2+ e 3+. O CMT foi realizado a
cada 15 dias, durante o periodo de quatro meses.

Paraacolheitadasamostrasdeleite, ostetosforam
lavados previamente com &gua e secados com toalha de
papel descartével. A seguir, fez-se anti-sepsiado 6stio do
teto com & cool iodado e as amostras colhidas em frascos
de vidro esterilizados e encaminhadas ao laboratério do
Nucleo de Pesquisa em Mastites - NUPEMAS, da
Faculdade de Medicina Veterin&ria e Zootecnia, Unesp,
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Campusde Botucatu, sob refrigeragéo, em caixaisotérmica
contendo gelo reciclavel.

No laboratério, realizaram-se cultivos
microbioldgicos com 0,1 mL de leite em placas de Petri
contendo meios de &gar-sangue ovino a5% e MacConkey,
incubando-se a 37°C. As leituras das placas foram
realizadas as 24, 48 e 72 horas, observando-seamorfologia
das unidades formadoras de colbnias (ufc) e, a seguir,
preparadas |aminas com esfregagos corados pel o método
de Gram, para verificar-se a0 microscépio, a morfologia
bacteriana e suacaracterigticatintorial. Os microrganismos
foram transferidos para meio de caldo cérebro-coracéo
(BHI) para realizag8o das provas taxondmicas, segundo
Carter e Cole Junior (1990) eQuinn et al. (1994). Ostestes
de sensibilidade antimicrobianain vitro foram realizados
de acordo com Bauer et al. (1966), em placas contendo
Agar de Mueller-Hinton.

RESULTADOS

Das 242 amostras de leite analisadas pelo teste do
CMT, 154 (63,7%) amostrasforam consideradas negativas
e 88 (36,3%) positivas, com a seguinte distribuicdo de
resultados: escore 1+ (n=19; 21,6%), escore 2+ (n=30,
34,1%) eescore 3+ (n=39; 44,3%).

Os microrganismos isolados em cultura purae em
associacdo podem ser observados na Tabela 1 e 2,
respectivamente.

NaTabela 3, observa-se o total de microrganismos
isolados.

Para os resultados do teste de sensibilidade
bacteriana in vitro frente aos antibidticos, observou-se
gue para 0s microrganismos mais freqiientes, como o

Saphylococcus sp, Corynebacterium sp e Streptococcus
sp, as drogas de melhor eficicia foram o florfenicol, a
gentamicina e a cefalexina, como pode ser verificado na
Tabela4.

DISCUSSAO

O CMT estima a contagem de células somaticas
(CCS9) doleite e pode ser feito ao pé daovelhaparadetectar
a mastite subclinica. Os valores (escore) do CMT estéo
relacionados com o nimero de células sométicas no leite.
A contagem total das células no leite é refletida pela
viscosidade ou gelificagdo que ocorre entre o reagente
do CMT, que é um detergente tensoativo anidnico neutro,
eaamostrade leite.

Batavani et al. (2003) definem mastite subclinica
como sendo uma inflamagdo na qual ndo se observam
alteragdes visiveis na glandula mamaria e o leite possui
aparéncia normal, porém, com exames CMT e
bacterioldgicos positivos. Assim, no presente estudo,
observou-se maior prevaléncia na taxa de resultados de
CMT positivosem relagdo ao examemicrobiol dgico (36,3%
comparado com 32,0%). Batavani et al. (2003), mostram
gue a incidéncia de mastite subclinica, considerando o
resultado do CMT, também foi maior em relagéo ao
microbi ol 6gico (71% comparado com 51%).

Analisando amostras de |eite de ovelhas, Gross et
a. (1978) eKirk etal. (1980) observaram consderavel mente
baixa a incidéncia de mastite subclinica, com valores de
10% e 13%, respectivamente.

Algumas pesquisas relatam que o CMT usado no
campo para detectar infecgdes intramamarias
(intramammary infection-IM1) em ovelhas € menos seguro

Tabela 1 - Nimero de microrganismosisolados em culturapurade 88 amostras de | eite positivas ao teste do CM T (escores
1+, 2+ e 3+), provenientes de ovelhas daraga Santa Inés, Botucatu-SP, 2005.

Microrganismos Numero %
Staphylococcus sp* 36 67,9
Streptococcus sp 7 13,2
Staphylococcus aureus 5 9,4
Corynebacterium sp 3 5,7
Proteus sp 2 3,8
Total 53 100,0

* Staphylococcus coagulase-negativo
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Tabela 2 - Nimero de mi crorgani smosi sol ados em associ acdo de culturamicrobiol 6gicade amostras deleite de ovelhas da
raga Santa | nés, Botucatu-SP, 2005.

Microrganismos Numero %
Staphylococcus sp + Streptococcus sp 7 33,4
Staphylococcus sp + Corynebacterium sp 6 28,6
Staphylococcus aureus + Streptococcus sp 2 9,6
Staphylococcus aureus + Staphylococcus sp 1 4,7
Staphylococcus aureus + Corynebacterium sp 1 4,7
Staphylococcus sp + Micrococcus sp 1 4,7
Proteus sp + Acinetobacter calcoaceticus 1 4,7
Streptococcus sp + Corynebacterium sp 1 4,7
Streptococcus sp + Bacillus sp 1 4,7
Total 21 100,0

Tabela 3 - NUmero total de microrganismosisolados em cultura pura e em associacéo de amostras de leite provenientes de
ovelhas daraca Santa I nés, Botucatu-SP, 2005.

Microrganismos Numero %
Staphylococcus sp 50 53,1
Streptococcus sp 18 19,1
Corynebacterium sp 11 11,7
Staphylococcus aureus 9 9,6
Proteus sp 3 3,2
Micrococcus sp 1 1,1
Acinetobacter calcoaceticus 1 1,1
Bacillus sp 1 1,1
Total 94 100,0
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Tabela 4 - Resultado do teste de sensibilidade in vitro para os microrganismos com maior niimero de isolamentos de
amostras de leite provenientes de ovelhas da raga Santa | nés, Botucatu-SP, 2005.

Staphylococcus sp Corynebacterium Streptococcus
Antimicrobiano (n=59)* (n=11) (n=18)
Tetraciclina 63,4% 20,8% 29.4%
Enrofloxacina 70,5% 31,2% 29.4%
Florfenicol 87,5% 41,6% 50,0%
Gentamicina 81,2% 41,6% 38,2%
Cefalexina 79,5% 37,5% 52,9%
Penicilina G 23,2% 25,0% 32,3%
Amoxicilina 20,5% 16,6% 29.4%
Oxacilina 58,0% 31,2% 47,5%

* Staphylococcus coagulase-negativo (n=50) + S. aureus (n=9)

e demonstram que a capacidade do CMT em predizer as
IMI em ovinos depende da prevaléncia e dos agentes
presentes no rebanho (HUESTON et a., 1986b, KEISLER
etal., 1992). Quantoautilizagdo, o CMT éconsiderado um
teste subjetivo para ovinos. Razdo pela qual a
padronizagdo do teste éfeitapara o leite de bovino sendo
maisacurado nestaespécie (GREEN, 1984eMAIS| etdl.,
1987. Sabe-se que para cabras aexatidao do teste também
€ duvidosa devido a presenca de células epiteliais que,
juntamente com os leucdcitos, reagem ao teste causando
uma interpretacdo diferente da usada para bovinos
(BARCELLOSetd.1987). DaSilvaet a. (1996) citam que
os resultados de CMT 2+ e 3+ podem ser considerados
como indicativosdeinfeccdo caprina, entretanto, parauma
maior seguranca, o teste bacteriol égico deve ser utilizado,
como o procedimento realizado na presente pesquisa.

Observou-se, neste estudo, que das 88 amostras
positivas ao teste CMT, 14 (16,0%) apresentaram
resultados negativos no cultivo microbiolégico. De
acordo com Philpot e Nickerson (2002), aproximadamente
10% das amostras dos casos clinicos, ou de glandula
mamaria com contagem de células sométicas (CCS) dta,
apresentam uma cultura negativa

Na Tabela 1 pode ser observado que os
microrganismos isolados em cultura pura foram:
Saphylococcus sp (n=36; 67,9%), Sreptococcus sp (N=7;
13,2%), Staphylococcus aureus (n=5; 9,4%),
Corynebacterium sp (n=3; 5,7%) e Proteus sp (n=2; 3,8).

Quanto ao patégeno isolado com maior frequiéncia
nas amostras de leite foi o Staphylococcus coagulase-

negativo (n=36; 67,9%). Batavani et a. (2003), estudando
209 amostras de leite descreveram que a presenca do
Staphylococcus coagulase-negativo em suas culturas
também prevaleceu, sendo a taxa de 41%. Este
microrganismo tem sido considerado o maior causador de
infeccbes subclinicas intramamérias, de acordo com as
pesquisasrealizadas por Hueston et al., (1986a), Fthenakis
e Jones, (1990); Keider et d., (1992), Fthenakis, (1994);
Stefanakiset a., (1995) e Burriel, (1997). No entanto, este
microrganismo tem sido considerado como ndo patogénico
ou menos patogénico para a glandula maméria dos
peguenos ruminantes.

Keider et al. (1992) verificaram umaincidénciade
mastite subclinicaem ovelhas variando de 17 a50%, com
isolamentos mais freglientes de Staphylococcus sp (14/
41), Sreptococcus sp (3/41) e Micrococcus sp (1/41).
Resultado semelhante ao presente estudo, que também
predominou o isolamento de Staphyl ococcus sp. Por outro
lado, Albenzio et a. (2002) verificaram em seusisolamentos
microbiol6gicos que a Escherichia coli foi o
microrganismo maisfreqliente, principalmente no estagio
final da lactagdo, e ainda, observaram baixa prevaéncia
de mastite subclinica, bem como baixa frequéncia de
microrganismos contagiosos, provavelmente devido ao
sistema intensivo de criagdo e aos cuidados higiénicos
aplicados durante a ordenha.

Na Tabela 2 verifica-se que as associages de
microrganismos has amostras de leite analisadas mais
frequentes foram entre Staphylococcus sp +
Streptococcus (n=7; 33,4%) e Staphylococcus sp +
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Corynebacterium sp (n=6; 28,6%). Demonstrando a
importancia do estudo microbioldgico das amostras de
|eite de um rebanho, pois existe apossibilidade deinfeccdo
mista e, muitas relacionadas com 0 insucesso nos
tratamentos, principalmente nas mastites clinicas.
Observa-se que predominou o isolamento de
microrganismos considerados contagiosos, como pode
ser verificado naTabela 3, com as seguintes porcentagens:
Staphylococcus sp (53,1%), Streptococcus sp (19,1%),
Corynebacterium (11,7%) e Saphylococcus aureus (9,6).
Damesmaforma, em pesquisarealizadapor Ribeiro et al.
(1999), na regido de Botucatu/SP, observaram também a
prevaléncia maior de microrgani smos contagi0osos, sendo
Staphylococcus sp (12,9%), Staphylococcus aureus
(3,27%) e Corynebacterium sp (2,65%), entretanto,
percentagens menores do que as observadas no presente
estudo.

Na Grécia, Fthenakis (1998) estudando a
sensibilidade antimicrobiana in vitro de Staphylococcus
sp isolados de amostras de leite de vacas e, também, de
ovelhas com mastite clinica e subclinica, verificou que
172 (100%) foram sensiveis a cefoperazona, cefuroxima,
cloxacilina, enrofl oxacinae meticilina. Enquanto que para
a gentamicina observou-se 102 (59%) de sensibilidade,
resultado inferior ao deste estudo, que foi de 81,2%.

No estudo da sensibilidade bacteriana in vitro
frente aos antimicrobianos, verificou-se que para
Staphylococcus sp, Corynebacterium sp e Streptococcus
sp, agentes isolados com maior frequéncia, o florfenicol,
a gentamicina e a cefalexina foram as drogas de melhor
eficacia. Considerando o Staphylococcus sp que foi 0
microrganismo mais frequente, as drogas de melhor
eficaciaforam oflorfenicol (87,5%), gentamicina(81,2%),
cefalexina (79,5%) e enrofloxacina (70,5%). Resultado
similar ao observado por Ribeiro et al. (1999), no que diz
respeito a gentamicina.

H& poucos relatos no Brasil de estudos de
sensibilidade antimicrobiana in vitro a partir de
isolamentos de microrganismos em amostras de leite de
ovelhas com mastite.

CONCLUSOES

Conclui-se neste estudo que a 0s microrganismos
mais freqlientes em amostras de leite de ovelhas da raca
Santalnés com mastite subclinicaforam o Saphyl ococcus
sp, Streptococcus sp, Corynebacterium sp e
Saphylococcus aureus. As drogas antimicrobianas
testadas que demonstraram melhor eficacia foram:
florfenicol, gentamicinae cefaexina.
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