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The aim of this study was to evaluate the dynamics of intramammary infection in ewes by
means of clinical examination, direct somatic cell count and the isolation of bacterial agents
involved in the process during lactation, as well as the sensitivity profile of these isolates to dif-
ferent antimicrobials. Thirty four ewes from the Santa Inés breed, raised under semi-intensive
conditions and submitted to identical sanitary and nutritional management were evaluated
before and after parturition, about 10 days before parturition, 15 days after parturition (dap),
30 dap, 60 dap and 90 dap (weaning). In the respective phases a clinical exam of the mam-
mary gland was accomplished. The direct somatic cell count (SCC) and the California Mastitis
Test (CMT) were carried out in the phases postpartum (15 dap, 30 dap, 60 dap and 90 dap) as
well as the bacteriological analysis which was also accomplished in the experimental phase that
preceded parturition when the ewes were not milked. Milk sampling was achieved by manual
means. All ewes were submitted to lentivirus serology test. The variable data of SCC were tested
for normality according to Kolmogorov-Smirnov and not attended the premise of normality
were transformed into log base 10 (Log10). Therefore was performed the analysis of variance
and contrast of means by Tukey test with significance level of P<0.05. A descriptive study of the
variables studied was done by frequency distribution (%). The average somatic cell count in
negative reactions to the CMT varied 387.896,08 cells/mL to 620.611,11 cells/mL and glands
reagents ranged up to 6.730.514,50 cells/mL, but there was no influence in the different stages
of lactation. The results allowed to conclude that subclinical mastitis represents a sanitary con-
cern in the breeding of Santa Ines ewes. The phase that precedes parturition is particularly
worrying and deserves more attention since there is a higher bacterial isolation percentage
in apparently healthy glands. In association, it was also in the first 30 days of lactation (ini-
tial phase) that a high frequency of bacterial isolation was perceived, with coagulase-negative
Staphylococcus as the agent isolated in higher percentage.

INDEX TERMS: California Mastitis Test, somatic cell direct count, intramammary infection, Staphylo-
coccus spp., sensitivity profile.
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RESUMO.- Objetivou-se neste estudo, avaliar a dinamica
da infecc¢do intramamaria de ovelhas por meio da avalia-
¢do clinica, da contagem de células somaticas e do isola-
mento de bactérias envolvidas na infeccdo mamaria ao
longo de toda a lactacdo, bem como o perfil de sensibili-
dade destes isolados frente a antimicrobianos. Foram ava-
liadas 34 ovelhas da raga Santa Inés criadas em sistema
semi-intensivo e submetidas ao mesmo manejo higiénico-
-sanitario e nutricional acompanhadas antes e durante o
periodo de lactagdo: aproximadamente 10 dias que pre-
cedeu ao parto, 15 dias pds-parto (dpp), 30 dpp, 60 dpp e
90 dpp (secagem). Nestes momentos foi realizado o exa-
me clinico da glandula. A contagem de células somaticas
(CCS) e o CMT foram realizados nos momentos seguintes
ao parto (15dpp, 30dpp, 60dpp e 90dpp), assim como a
analise bacterioldgica, realizada além dos momentos cita-
dos anteriormente, também no momento que precedeu ao
parto. A colheita do leite foi realizada por ordenha manual.
Todas as ovelhas foram submetidas a sorologia para lenti-
virus. Os dados da variavel CCS foram submetidos ao teste
de normalidade segundo Kolmogorov-Smirnov e por ndo
atender a premissa de normalidade, foram transformados
em log de base 10 (Log10). Por conseguinte efetuou-se a
andlise de variancia e contraste de médias pelo teste de
Tukey com nivel de significancia de P<0,05. Foi realizado
o estudo descritivo das variaveis empregando-se a dis-
tribuicdo de frequéncias (%). O valor médio da CCS das
glandulas nio reagentes ao CMT, ao longo do periodo de
lactagdo, variou de 387.896,08 células/mL a 620.611,11
células/mL e nas glandulas reagentes, dependendo do es-
core do CMT, apresentou valores médios que variaram de
2.133.914,19 células/mL a 6.730.514,50 células/mL, sem
contudo sofrer influéncia das diferentes fases da lactagao.
Os resultados obtidos permitiram concluir que a mastite
subclinica representa uma preocupacdo sanitaria na cria-
¢do de ovelhas Santa Inés, chamando-se atencdo para o
periodo que precede o parto devido o alto percentual de
isolamento bacteriano em glandulas aparentemente sa-
dias, bem como a elevada frequéncia de isolamento, par-
ticularmente de Staphylococcus coagulase-negativo no
primeiro més de lactagio.

TERMOS DE INDEXACAO: California Mastitis Test, contagem de
células somaticas, infeccdo intramamaria, Staphylococcus spp.,
perfil de sensibilidade.

INTRODUCAO

A exploragdo de ovinos na regido Nordeste é uma op-
¢do viadvel e rentavel ndo somente para pequenos e mé-
dios produtores, mas também para grandes pecuaristas
(Alencar & Rosa 2006). Dentre as ragas oriundas e cria-
das na regido, destaca-se a Santa Inés, de aptidio para
corte, por sua rusticidade, resisténcia as condi¢des ari-
das, bom desenvolvimento ponderal e por se reproduzir
o ano todo, representando excelente op¢do para matri-
zes em sistemas de producio, que envolvam cruzamen-
to industrial. Contudo por ser uma raca originaria das
racas Bergamdacia e Morada Nova apresenta caracteris-
ticas, que beneficiam a produgao de leite, favorecendo o
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aleitamento e o peso dos cordeiros, particularmente em
manejo semi-intensivo e intensivo, verificando-se maior
pré-disposicdo para a infec¢do da glandula mamaria, nao
sendo o leite excedente consumido pelo borrego (Olivei-
ra 2006).

Pouco se conhece sobre as particularidades da glan-
dula mamadria da ovelha, principalmente as de aptidao
para corte. Em ovelhas, a mastite tem um grande impacto
econdmico para o produtor, se comparado aos efeitos na
vaca e na cabra, pois a doenga pode levar a reducao no
ganho de peso dos cordeiros e aumento da mortalidade.
Nos casos agudos, os prejuizos decorrentes dessa enfer-
midade estdo diretamente relacionados a morte de ove-
lhas no pico dalactagdo, com efeito deletério no desenvol-
vimento da cria, podendo ocasionar a morte do borrego,
além de custos adicionais com a utilizacido de sucedaneos,
bem como o descarte prematuro de animais, muitas ve-
zes de alto valor genético nos casos cronicos (Menzies &
Ramanoon 2001, Oliveira et al. 2007). Os casos clinicos
de mastite podem ocorrer em qualquer periodo da lacta-
¢do ou mesmo no periodo seco. As infec¢gdes mais graves
ocorrem duas a quatro semanas apos o parto e algumas
vezes logo apds o desmame (Menzies & Ramanoon 2001).
Oliveira et al. (2007) observou na regido do Agreste Me-
ridional de Pernambuco maior ocorréncia da doenca logo
ap6s o parto. Um periodo considerado de maior risco é o
final da lactagdo, caracterizado pela involucao da glandula
mamaria, que tem inicio no momento em que os borregos
sdo separados de suas maes e tem seu término em aproxi-
madamente 30 dias depois, conforme relatado por Tatar-
czuch et al. (1997).

A mastite subclinica ndo é facilmente detectada na
ovelha, no entanto compromete a producdo do animal
(Menzies & Ramanoon 2001). As alteracdes provocadas
no tecido mamario refletem ndo somente na produgio,
como também nas caracteristicas fisicas e quimicas do lei-
te, no qual os principais componentes podem estar altera-
dos, comprometendo a qualidade nutricional deste para
a alimentacdo dos borregos (Almeida 2008). Segundo
Watkins et al. (1991), a prevaléncia da mastite subclinica
aumenta com a idade, sendo observada associagdo signi-
ficativa entre a forma subclinica e a ocorréncia de mastite
clinica, causada pelo mesmo agente etioldgico. Dentre os
agentes causadores de mastite em ovelhas, Staphylococ-
cus spp. é mais frequentemente diagnosticado. Outros
microrganismos também foram relatados como causado-
res de mastite clinica, entre os quais Mannheimia (Pasteu-
rella) haemolytica, Corynebacterium bovis, Actinomyces
pyogenes, Histophilus ovis, Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa (Menzies & Ramanoon 2001, Oliveira et al.
2007). Como causadores de mastite subclinica destaca-se
os Staphylococcus coagulase-negativo (SCN), ja tendo sido
também relatados S. aureus, Corynebacterium spp., Strep-
tococcus spp., Micrococcus spp., Bacillus spp., enterobacté-
rias, Burkholderia cepacia e Pseudomonas spp (McDougall
et al. 2001, Menzies & Ramanoon 2001, Coutinho et al.
2006, Almeida 2008).
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Muitos fatores, como a fase da lactacio, o estado sa-
nitario da gldandula mamaria, a producao, a variabilida-
de individual e a patogenicidade do agente etioldgico,
contribuem para o comprometimento da qualidade do
leite (Bergonier et al. 2003). Nas ovelhas, principal-
mente com aptiddo para corte, os estudos sobre alguns
destes fatores sdo escassos e oriundos de informacgdes
pontuais, em virtude da maior dificuldade do acompa-
nhamento durante toda a lactagdo, fato também res-
saltado por Lafi et al. (1998). Com o intuito de melhor
compreender a dindmica da infec¢do intra-mamaria em
ovelhas Santa Inés submetidas a um mesmo sistema
de criacdo, acompanhadas antes e ap6s o parto, este
estudo teve por objetivo realizar o acompanhamento
clinico, a contagem direta de células somaticas e o iso-
lamento bacteriano dos principais agentes envolvidos
no processo durante todo o periodo de lactagdo, bem
como o perfil de sensibilidade destes isolados frente a
antimicrobianos

MATERIAL E METODOS

Foram acompanhadas 34 ovelhas primiparas e multiparas da
raca Santa Inés criadas em sistema semi-intensivo e submeti-
das ao mesmo manejo higiénico-sanitario e nutricional acom-
panhadas antes e durante o periodo de lactagdo, compreenden-
do os seguintes momentos de avaliacdo: 10 dias que precedeu
ao parto, 15 dias poés-parto (dpp), 30 dpp, 60 dpp e 90 dpp. O
exame clinico do animal e, especificamente, da glandula ma-
maria foi realizado seguindo as recomendacgdes de Diffay et al.
(2004). Os resultados do California Mastitis Test (CMT) foram
classificados em escores: negativo (reacio negativa ou tragos)
e positivo (1+, 2+ e 3+) (Schalm et al. 1971).

As andlises das variaveis propostas neste estudo foram efetua-
das nos momentos seguintes ao parto (15dpp, 30dpp, 60dpp e
90dpp), com excecdo da andlise bacterioldgica, que foi realizada
também no momento que precedeu ao parto (10 dias antes), fase
esta de formacdo do colostro, a qual foi estabelecida por nao or-
denhar as ovelhas.

A colheita do leite foi realizada logo apés a realizagdo do
exame clinico, pela manh3, por meio de ordenha manual, com
separacdo prévia dos borregos 12h antes. A contagem direta de
células somaticas (CCS) foi realizada de acordo com o método
de Prescott & Breed, modificado pelo Subcomittee on Screening
Tests, National Mastitis Council (1968) e adaptado por Santos
et al. (2007). As amostras para o cultivo bacteriolégico foram
colhidas apds higienizacdo prévia do ubere, apds desprezar os
primeiros jatos e criteriosa antissepsia do 6stio do teto com al-
cool 70%. As amostras (aproximadamente 3mL) foram acondi-
cionadas em tubos previamente esterilizados e transportadas ao
laboratério, sob refrigeracdo em caixa de material isotérmico. O
cultivo bacterioldgico foi realizado seguindo as recomendagdes
do National Mastitis Council (1990) em placas de agar-sangue
de carneiro desfibrinado a 5% e agar McConckey com posterior
incubacdo a 37°C. As leituras foram realizadas as 24, 48, 72 e
96 horas; sendo observadas as caracteristicas culturais das co-
lonias (morfologia, producdo de pigmento e hemolise) e morfo-
-tintoriais, por meio do método de coloragdo de Gram e poste-
rior caracterizacdo bioquimica (Quinn et al. 1994). Os isolados
bacterianos foram mantidos criopreservados (-80°C) em caldo
BHI, adicionado de glicerol a 15%.

O teste de susceptibilidade aos antimicrobianos foi realiza-
do pelo método de difusdo por discos (Bauer et al. 1966), se-
guindo as especificacdes do Clinical and Laboratory Standards
Institute - CLSI/NCCLS (2005). Foram utilizados discos (Sen-
sibiodisc, Cecon/Sensifar-Vet, Cefar Diagnostica) impregnados
com os seguintes antimicrobianos: Ampicilina (AMP-10pg),
Cefalotina (CEP-30pg), Cefoxitina (FOX-30ug), Enrofloxacina
(ENR-5pg), Eritromicina (ERY-15 pg), Estreptomicina (STR-
10pg), Gentamicina (GEN-10pg), Kanamicina (KAN-30pg), Ne-
omicina (NEO-30pg), Oxacilina (OXA-1pg), Penicilina G (PEN-
10 UI), Sulfazotrim (SXT-25ug) e Tetraciclina (TCY-30pg). Para
o controle na qualidade de execucio, cepas padrao (Escherichia
coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudo-
monas aeruginosa ATCC 27853 e Enterococcus faecalis ATCC
29212) foram testadas sob as mesmas condi¢ées de meios de
cultivo e incubacgdo (37°C/24h) e as ap0s a leitura do didmetro
dos halos, determinado o perfil de sensibilidade e resisténcia
dos isolados.

No momento que antecedeu ao parto (10 dias antes) foram
resgatadas informacdes referentes as ovelhas como, nimero de
pari¢des anteriores, niimero de crias, ocorréncia anterior de
mastite, numero de glandulas acometidas e utilizacdo prévia de
antimicrobianos intramamario. Neste mesmo momento que an-
tecedeu ao parto e na fase final da lactagdo (90dpp) foi realizada
a sorologia para lentivirus (IDGA) (Biovetech Ltda-ME, Recife,
PE).

Os dados da variavel CCS foram submetidos ao teste de nor-
malidade segundo Kolmogorov-Smirnov e, como nédo atendeu a
premissa de normalidade, estes foram transformados em log de
base 10 (Log10). Por conseguinte efetuou-se a andlise de va-
ridncia e contraste de médias pelo teste de Tukey com nivel de
significancia de P<0,05. Os dados da CCS foram expressos como
média e desvio padrdo, porém a estatistica foi baseada com os
dados transformados. Foi realizado o estudo descritivo das va-
riaveis estudadas empregando-se a distribuicdo de frequéncias
(%) (Curi 1997).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante os cinco momentos de observagao, antes e ao lon-
go de toda a lactagdo, foram avaliadas 340 amostras de
leite provenientes das 68 glandulas mamarias examina-
das (n=34 ovelhas). Destas 340, cinco amostras (1,47 %)
foram provenientes de glandulas diagnosticadas com
mastite clinica. No decorrer do trabalho duas ovelhas
morreram por motivos outros que nao mastite e outras
nao apresentaram leite, tinham secado, na fase final de
lactacdo aos 90 dpp, totalizando 17 amostras. O resultado
do exame sorolégico para o diagndstico de lentivirus foi
negativo em todas as ovelhas estudadas. Das 318 amos-
tras restantes analisadas, 68 eram provenientes do mo-
mento que antecedeu ao parto, correspondente a fase de
formacao do colostro, empregadas apenas para realizacdo
do cultivo bacterioldgico, e as outras 250 restantes eram
amostras de glandulas que foram submetidas ao exame
clinico e ao CMT em todos os momentos estabelecidos na
lactagdo. Das 250 amostras de leite submetidas ao CMT
163 (65,2%) ndo reagiram ao teste e 87 (34,8%) foram
reagentes, ao longo de toda a lacta¢do, conforme pode ser
observado no Quadro 1.

Pesq. Vet. Bras. 31 (10):851-858, outubro 2011
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Quadro 1. Percentual de amostras de leite de ovelhas da raca
Santa Inés ndo reagentes e reagentes (1+, 2+, 3+) no CMT em
diferentes fases da lactaciao

Eduardo Levi de Sousa Guarana et al.

Quadro 2. Percentual de ocorréncia de mastite subclinica
nas glandulas mamarias de ovelhas da raca Santa Inés em
diferentes fases da lactaciao

Reacdo Fases da lactagdo
ao CMT — 15dpp 30 dpp 60 dpp 90 dpp TOTAL
%(n) %(n) %(n) %(n) %(n)
Nio 64,18(43) 65,67(44) 63,64(42) 68,0(34) 65,2(163)
reagentes
1+ 597(04) 16,42(11) 13,63(09) 14,0(07) 12,4(31)
2+ 10,45(07) 5,97(04) 15,15(10) 6,0(03) 9,6(24)
3+ 19,40(13) 11,94(08) 7,58(05) 12,0(06) 12,8(32)
Reagentes 35,82(24) 34,33(23) 36,36(24) 32,0(16) 34,8(87)
(1+,2+,3+)
Total n=67 n=67 n=66 n=50 n=250

Os resultados obtidos foram semelhantes aos verifica-
dos por Coutinho et al. (2006), Domingues et al. (2006) e
Almeida (2008), que relataram percentuais entre 30% e
36% de positividade no teste e inferiores aos relatados por
Oliveira (2006), de 41,1%. Por outro lado, Bolsanello et al.
(2009) examinando 482 amostras de leite de ovelhas, rela-
taram percentual de 4,36% de amostras reagentes ao CMT,
atribuindo este baixo percentual ao cuidado higiénico-sa-
nitario adotado durante a ordenha.

Considerando todas as 68 glandulas mamarias subme-
tidas ao exame clinico em cada uma das fases da lactagao,
constatou-se percentual de ocorréncia de mastite subclini-
ca de 23,53% a 35,29%. Observa-se uma equidistribuicdo
destes percentuais nos primeiros dois meses de lactacio,
com valores inferiores na fase final, aos 90 dias (Quadro 2).
A frequéncia de ocorréncia da mastite subclinica durante
o periodo de lactacdo permaneceu situada no intervalo re-
latado em estudos que levam em consideracdo resultados
isolados, independente da fase de lactagdo, conforme ob-
servado por Bergonier & Berthelot (2003), Coutinho et al.
(2006), Domingues et al (2006) e Almeida (2008) e supe-
riores aos relatados por Contreras et al. (2007) e Silva et
al. (2010).

Das ovelhas acompanhadas, 26 (76,47%) eram mul-
tiparas, principalmente de 22 e 42 parigdo, corroborando
com achados de Albenzio et al. (2002), que relataram ele-

Fases da lactagdo

CMT
15 dpp 30 dpp 60 dpp 90 dpp
n (%) n (%) n (%) n (%)
Reagente 24 (35,29%) 23(33,82%) 24 (35,29%) 16 (23,53%)
(1+,2+,3+) n=68 n=68 n=68 n=68

vacdo da ocorréncia da mastite subclinica com o aumento
do nimero de lactagdes. Em 52,94% das ovelhas estudadas
observou-se a paricdo de apenas uma cria; resultado seme-
lhante foi observado por Almeida (2008). Segundo Menzies
& Ramanoon (2001) a predisposi¢do para a ocorréncia de
mastite deve-se ao fato da sucgdo incompleta do leite da
glandula pelo borrego.

Notou-se durante todas as fases da lactagdo diferenca
estatistica significativa (P<0,05) dos valores da CCS entre
os diferentes escores do CMT (negativo, 1+, 2+ e 3+), es-
tando estes valores sempre mais elevados quanto maior
a intensidade da reag¢ao (Quadro 3). Ao longo da lactacido
constatou-se diferenca significativa (P<0,05) apenas na
CCS do grupo nao reagente ao CMT, sem entretanto, notar
elevacido nas diferentes fases. As amostras de leite com
reagdo 1+, 2+ e 3+, apresentaram durante a lactac¢do, va-
lores médios de 2.133.914,19 células/mL, 5.255.667,72
células/mL e 6.730.514,50 células/mL, respectivamente
(Quadro 3). Estes resultados divergem dos relatados por
Fthenakis (1996), Anderson et al. (2005) e Paape et al.
(2007), que indicam valores superiores de CCS na fase
final da lactagio, atribuindo este achado a concentragio
de células no periodo de secagem. As glandulas negativas
ao CMT (glandulas sadias) apresentaram o valor médio
da CCS nos momentos da lactagdo acima do relatado por
Almeida (2008), de 157.622,54, em ovelhas da raga San-
ta Inés; porém, situado entre 171.750 e 630.000 células/
mL, conforme preconizado por diversos autores para
leite de ovelhas (Fthenakis 1994, McDougall et al. 2001,
Brito et al. 2006).

Quadro 3. Valores médios e desvios padrao (x + s) da contagem de células somaticas (CCS) de acordo
com as respectivas reacées no CMT no leite de ovelhas da raca Santa Inés em diferentes fases da lactacio

Reagdo ao CMT Fases da lactagdo
Média da CCS
15 dpp 30 dpp 60 dpp 90 dpp
Nao Reagente 620.611,11 387.896,08 = 594.052,39 + 389.970,39 + 498.132,49
557.704,60 aC* 409.709,05 bC 908.019,56 abC 429.700,12 bC
1+ 2.673.397,38 = 2.459.213,02 + 1.643.660,62 1.759.385,75 = 2.133.914,19
506.947,98 aB 1.904.199,21 aB 1.024.197,70 aB 570.550,15 aB
2+ 5.652.199,98 + 5.711.609,10 3.561.173,36 + 6.097.688,43 + 5.255.667,72
2.938.870,47 aAB  2.735.780,20 aA 2.788.922,09 aB 1.936.630,38 aA
3+ 6.423.864,93 £ 7.000.000,00 7.000.000,00 6.498.193,00 = 6.730.514,50
1.109.517,49aA £ 0,0aA** +0,0aA** 1.229.170,89aA

Letras maiusculas diferentes nas colunas indicam diferenca significativa (P<0,05) entre os grupos.

Letras mintisculas diferentes nas linhas indicam diferenca significativa (P<0,05) entre os momentos de observacao.
Antimicrobianos S. aureus (n=4) SCN (n=56) Streptococcus spp. (n=11)

*Valores médios com estatistica expressa pela transformagdo em Log10; **CCS>7,0x10°.
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Durante a lactagdo, dependendo da intensidade da rea-
¢do verificada no CMT, os valores da CCS foram semelhan-
tes aos citados por Fthenakis (1995), que obteve resulta-
dos de 1,57 x 10° e 5,48 x 10® células/mlL, exceto na reacdo
3+ que ultrapassou esta margem. No entanto, McDougall
et al. (2001) relataram valores médios para esta mesma
reacdo de 8,8 x 10° células/mL, considerando que a dife-
renca entre estudos possivelmente se deve a diferentes in-
terpretagoes dos resultados obtidos no CMT. Ao considerar
o limite minimo de 1,0 x 10° células/mL como indicativo
de infecgdo, proposto por Fthenakis (1996), Paape et al.
(2007) e Almeida (2008), os resultados obtidos neste estu-
do foram superiores, com valores médios de 2.133.914,19
células/mL em amostras de leite com reacdo CMT 1+. Este
resultado pode ser atribuido a patogenicidade dos agentes
etioldgicos envolvidos na infecgdo, acarretando respos-
ta celular mais intensa (McDougall et al. 2001). Diante da
diferenca estatistica (P<0,05) observada na CCS para os
diferentes escores do CMT pode-se afirmar que o aumen-
to na contagem, paralelamente a intensidade da reacao
¢é desencadeada pela resposta celular oriunda da agdo do
microrganismo envolvido, ratificando os relatos de Paa-
pe et al. (2007), mostrando que os resultados obtidos no
CMT podem ser confiaveis, além de praticos, em animais
de aptiddo para carne (Almeida 2008). Das 250 amostras
de leite submetidas ao CMT durante a lactagao, verificou-se
crescimento bacteriano em 58 (23,2%). Naquelas amos-
tras reagentes ao CMT (14, 2+, 3+) (n=87), observou-se
crescimento em 44 (50,58%), enquanto nas nio reagentes
(n=163) verificou-se 14 (8,59%) amostras bacteriologica-
mente positivas. A medida que se intensifica a reagdo ao
CMT, aumenta a frequéncia de isolamento (Quadro 4). A
inexisténcia de anormalidades na inspecdo e palpagdo da
glandula mamaria de ovelhas dificulta o diagndstico da for-
ma subclinica da mastite, particularmente em rebanhos de
corte, onde nio se tem o habito de observa¢do da mama,
mesmo na fase de lactagdo (McFarland et al. 2000), salien-
tando a importancia da ado¢do de métodos indiretos de
diagnoéstico, como o CMT, tendo em vista a alta prevaléncia
da mastite subclinica nos rebanhos (Menzies & Ramanoon
2001, Nunes et al. 2008).

Do total de amostras submetidas ao exame bacterio-
l6gico (n= 323), observou-se crescimento bacteriano em
80 delas (antes do parto e durante a lactacdo), constatan-
do que a grande maioria dos isolados foram resgatados
na fase que precedeu ao parto (21,25%), e na fase inicial
da lactacdo, 15dpp e 30dpp, ambos com percentuais de
22,5% (Figura 1). Os agentes isolados, em sua totalidade

Quadro 4. Frequéncia de isolamento bacteriano (%) nas
amostras de leite de ovelhas Santa Inés de acordo com a
reacao ao CMT

Reagdo Fases da lactagdo
ao CMT 15 dias 30 dias 60 dias 90 dias
Nao 6,98% 12,82% 9,52% 5,88%
reagente
1+ 50,00% 45,45% 0% 28,57%
2+ 42,86% 50,00% 40,00% 66,67%
3+ 69,23% 62,50% 100,00% 83,33%

12,50% 22,50%
g 25 0% 21,25% [n=18] [n=18]
o ! (n=17 18,75%
= [n=15}
T 20,00% 15,0%
& (n=12}
w
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g 1500%
=]
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wi
E 5, 0%
o |
Q
W
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Fig.1. Percentual de isolamento bacteriano das amostras de leite
(n=80) de ovelhas da raca Santa Inés antes do parto e durante
a fase da lactagio.

em cultura pura, foram provenientes de 17 amostras de
leite colhidas no momento que precedeu ao parto (fase de
formacao do colostro), 44 de amostras reagentes no CMT,
14 de amostras ndo reagentes no CMT e cinco de casos
clinicos de mastite.

Chama-se aten¢do o percentual de isolamento bacte-
riano de 21,25% (n=17) na fase de formacgdo do colostro,
no qual se esperava percentuais bem menores, isolando-
-se neste momento de observacdo, em maior percentual,
os SCN (n=15). Das 17 glandulas em que se obteve cres-
cimento bacteriano do leite antes do parto, verificou-se o
re-isolamento dos mesmos microrganismos logo no mo-
mento seguinte (15dpp) em 10 delas. Estes achados cor-
roboram os estudos realizados em vacas por Dingwell et al.
(2002) em que 49% das novas infec¢des diagnosticadas no
periodo seco tiveram como agente etioldgico Staphylococ-
cus coagulase-negativo, e por Sandholm & Pyo6rala (1995b)
que relataram que as infecgdes por S. aureus e SCN durante
o primeiro més da lactacdo geralmente derivam da lacta-
¢do anterior ou do periodo seco. Na fase final da lactacdo
(90 dpp.), foi possivel verificar que das 12 amostras com
crescimento bacteriano, sete foram provenientes de quar-
tos mamarios com isolamento em pelo menos outros trés mo-
mentos anteriores, e destas sete, quatro foram de mamas com
isolamento também na fase que precedeu ao parto. A infec-
¢do intramamaria observada antes do parto, pode predis-
por a glandula a infec¢des futuras, desde que ocorra queda
na imunidade da ovelha, principalmente logo apds o parto
(Menzies & Ramanoon 2001), bem como na fase final da
lactacdo (Fthenakis 1994).

A forma clinica da mastite foi diagnosticada em cinco
metades mamarias com crescimento bacteriano em todas
as amostras. Das cinco mamas, trés eram de uma mesma
ovelha, em que a mastite foi diagnosticada e tratada no 152
dpp, no momento seguinte (302 dpp) ndo apresentou al-
teracdo na glandula/leite e nos dois momentos restantes
(602 e 902 dpp) ocorreu a recidiva da infec¢do. O agente
etioldgico mais frequente foi Staphylococcus aureus (40%),
seguido dos SCN (20%), Streptococcus spp. (20%) e Esche-
richia coli (20%). Estes resultados ratificam as citagoes de
Lafi et al. (1998), Bergonier & Berthelot (2003) e Olivei-
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ra et al. (2007), que observaram S. aureus como a bactéria
mais frequentemente isolada na mastite clinica em ove-
lhas. O isolamento de Staphylococcus coagulase-negativo
também foi relatado por Oliveira et al. (2007), que chama
a atengdo para este agente, considerado de baixa virulén-
cia, como causador de mastite clinica em ovelhas da raca
Santa Inés. A frequéncia de isolamento de Streptococcus
spp. corrobora o intervalo citado por Bergonier & Berthe-
lot (2003), cujos valores variam entre 3-26% dos isolados.
O isolamento de E. coli foi também descrito por Lafi et al.
(1998) e Bergonier & Berthelot (2003) em casos clinicos
de mastite.

As glandulas diagnosticadas com mastite clinica apresen-
taram atrofia e fibrose de parénquima mamario acompanha-
do oundo de aumento de volume e temperatura, corroboran-
do as alteragdes relatadas por Oliveira et al. (2007), sendo
estes achados desencadeados pela rea¢do inflamatéria no
tecido glandular devido aos subprodutos do crescimento e
metabolismo bacteriano (Schalm 1977). Além dos achados
clinicos, notou-se que o comprometimento mamario destas
glandulas foi em sua totalidade unilateral e em 80% ocorre-
ram na metade direita. Segundo Lafi et al. (1998), o maior
comprometimento da glandula direita estaria relacionado
ao comportamento do animal (ruminar e descansar) que fa-
vorece a ocorréncia de lesdes e contaminagao.

Nas amostras de leite reagentes ao CMT (n=87), veri-
ficou-se isolamento bacteriano em 50,58% das amostras.
A auséncia de crescimento pode ser justificada pela eli-
minac¢do intermitente dos agentes bacterianos (Burriel
1997, Albenzio et al. 2002), pela participa¢do de algumas
enzimas ou proteinas do leite (lisozina e lactoferrina),
que poderiam inibir a detec¢do dos patégenos (Albenzio
et al. 2002) e pela administracdo prévia de antimicrobia-
nos (Contreras et al. 2007). O microrganismo isolado em
maior percentual dos casos subclinicos foi Staphylococcus
coagulase-negativo (65,9%), seguido de Streptococcus
spp. (15,9%), bactérias Gram-negativas (13,65%) e S. au-
reus (4,55%). O percentual de isolamento de SCN de casos
subclinicos foi semelhante aos descritos por Gonzalez-
-Rodriguez et al. (1995) e Almeida (2008), de 62,5% e
65,09%, respectivamente. Vale salientar o efeito negativo
deste microrganismo no tecido glandular da ovelha, po-
dendo comprometer a composicdo do leite (Burriel 1997,
Almeida 2008, Guarana 2011).

O percentual de isolamento de Streptococcus spp. foi si-
milar aos descritos por Gonzalez-Rodriguez et al. (1995) e
Coutinho etal. (2006), com valores entre 12% e 16,2%, res-
pectivamente. As bactérias Gram-negativas fermentadoras
e nio fermentadoras foram isoladas em 13,65% das amos-
tras subclinicas, sendo a E. coli o agente mais frequente
destes grupos de bactérias. A presenca de enterobactérias
no leite de ovelhas com mastite subclinica chama a aten¢do
para a possibilidade de desencadearem um quadro clini-
co, tendo em vista os fatores de viruléncia inerentes a este
grupo de bactérias, aliado a condi¢do de estresse do animal
(Sandholm & Pyo6rilda 1995a), o que torna o isolamento de
membros da familia Enterobacteriaceae, em glandula com
auséncia de sinais clinicos, um achado incomum (Drescher
etal. 2010).
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Das 163 amostras de leite ndo reagentes ao CMT duran-
te a lactacdo, constatou-se crescimento bacteriano em 14
(8,59%), cujo isolamento provavelmente esteja relaciona-
do a presenca destas bactérias na cisterna do teto de glan-
dulas sadias, podendo considerar como possiveis sitios de
origem (Fthenakis 1988), atuando estes animais como por-
tadores assintomaticos (Burriel 1997). Outra possibilidade
foi descrita por Albenzio et al. (2002), ao relatarem que o
isolamento pode ndo ser acompanhado por um aumento na
celularidade, pois em muitos casos o processo infeccioso
progride lentamente sem expressar um estagio agudo ou
tem uma fase aguda de curta duragdo. O agente isolado em
maior percentual foi SCN (78,57%), seguido de Streptococ-
cus spp (14,29%) e Acinetobacter lwoffii (7,14%). Varias
espécies de Staphylococcus coagulase-negativo sdo comu-
mente encontradas nos canais do teto e na pele do teto de
ruminantes domésticos e podem ser introduzidas na glan-
dula mamaria no ato de suc¢do do cordeiro, sem contudo
existir infeccdo do parénquima mamario (Fthenakis 1988,
Batavani et al. 2003).

Os resultados obtidos no teste de susceptibilidade aos
antimicrobianos das amostras de Staphylococcus coagu-
lase-negativo revelaram de maneira geral que os isolados
apresentaram percentual de sensibilidade elevado frente aos
medicamentos empregados (Quadro 5), variando de 64,3%
(penicilina G) a 98,2% (cefoxitina). O perfil de sensibilidade
antimicrobiana revelou que as cepas de Staphylococcus au-
reus (Quadro 5) apresentaram sensibilidade de 75% diante
de oito das 12 drogas testadas e com 100% dos isolados sen-
siveis a cefoxitina. Das estirpes de Streptococcus spp.isolados
das amostras de leite de ovelhas da raca Santa Inés 72,7%
foram sensiveis a ampicilina, cefalotina e cefoxitina, e 63,6%
sensiveis a eritromicina. As demais drogas demonstraram
percentuais variados de resisténcia (Quadro 5). Resultados
semelhantes foram também descritos por Fernandez Riera
et al. (2000) e Lollai et al (2008), que observaram um alto
percentual de sensibilidade antimicrobiana das cepas de S.
aureus isoladas de mastite clinica e subclinica ovina.

O perfil de sensibilidade dos isolados de SCN frente a
gentamicina foram semelhantes aos descritos por Couti-
nho et al. (2006) e Domingues et al. (2006), que conside-
ram a gentamicina uma das drogas de melhor eficicia. A
alta sensibilidade das cepas de Staphylococcus spp. frente
a maioria das drogas antimicrobianas, também foi relatada
por Almeida (2008). Este achado pode ser justificado pela
pouca utilizacdo destas drogas no momento de secagem da
ovelha, sendo mais amplamente utilizado no tratamento
das mastites clinicas. A maior resisténcia a estreptomicina,
kanamicina e tetraciclina, também foi relatada por Almei-
da (2008) avaliando as amostras de Streptococcus spp., no
entanto observando percentuais menores. Diferentemente
dos resultados obtidos neste estudo, Coutinho et al. (2006)
relataram a sensibilidade de 100% das cepas testadas para
a tetraciclina.

As bactérias Gram negativas fermentadoras (Quadro 6)
foram sensiveis apenas a cefoxitina (83,3%), ampicilina e
sulfazotrim (100%). Os agentes Gram negativos foram os
que apresentaram o maior percentual de amostras resis-
tentes com valores entre 50% (neomicina) a 100% (es-
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Quadro 5. Sensibilidade antimicrobiana de Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulase-negativo

e Streptococcus spp. isolados do leite de ovelhas da raca Santa Inés

Antimicrobianos S. aureus (n=4) SCN (n=56) Streptococcus spp. (n=11)
S(%)  1(%)  R(%) S(%)  1(%)  R(%) S(%)  1(%) R(%)
AMP (10 pg) 75,0 0 25,0 76,8 0 23,2 72,7 0 27,3
CEP (30 pg) 75,0 0 25,0 96,4 0 3,6 72,7 9,1 18,2
FOX (30 pg) 100,0 0 0 98,2 1,8 0 72,7 18,2 9,1
ERY (15 pg) 0 75,0 25,0 14,3 76,8 89 63,6 9,1 27,3
STR (10 pg) 0 0 100,0 42,8 26,8 30,4 0 0 100,0
GEN (10 pg) 75,0 25,0 0 94,6 1,8 3,6 9,1 18,2 72,7
KAN (30 pg) 75,0 25,0 0 85,7 8,9 5,4 0 9,1 90,9
NEO (30 pg) 50,0 50,0 0 82,1 10,7 7,1 0 9,1 90,9
OXA (1 nug) 75,0 0 25,0 87,5 0 12,5 0 0 100,0
PEN (10 UD) 75,0 0 25,0 64,3 0 35,7 36,4 36,4 27,2
SXT (25 pg) 75,0 25,0 0 80,4 8,9 10,7 36,4 0, 63,6
TCY (30 pg) 75,0 0 25,0 82,1 1,8 16,1 0 9,1 90,9
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Quadro 6. Sensibilidade antimicrobiana das bactérias
Gram-negativas isoladas de leite de ovelhas da raca Santa Inés

Antimicrobianos Gram negativas

Fermentadoras Ndo fermentadoras
(n=6) (n=3)
S(%) 1(%) R(%) S(%) 1(%) R (%)
AMP (10 pg) 100,0 0 0 66,7 0 33,3
CEP (30 pg) 16,7 0 83,3 66,7 0 33,3
FOX (30 pg) 83,3 16,7 0 100,0 0 0
ENR (5 pg) 16,7 50,0 333 66,7 333 0
STR (10 pg) 0 0 100,0 33,3 0 66,7
GEN (10 pg) 33,3 0 66,7 66,7 0 33,3
KAN (30 pg) 16,7 0 83,3 66,7 333 0
NEO (30 pg) 0 50,0 50,0 66,7 333 0
SXT (25 pg) 100,0 0 0 100,0 0 0
TCY (30 pg) 0 33,3 667 66,7 0 33,3

treptomicina). A alta resisténcia apresentada por bactérias
pertencentes a familia Enterobacteriaceae, particularmen-
te E. coli, vem sendo relatadas por alguns autores apds iso-
larem cepas do leite de vacas resistentes a quatro ou mais
drogas. (Ribeiro et al. 1999, Ribeiro et al. 2006). As bac-
térias Gram negativas nio fermentadoras apresentaram
sensibilidade frente a nove drogas testadas, com valores de
66,7% a 100% (cefoxitina e sulfazotrim). O perfil de sensi-
bilidade apresentado pelas bactérias Gram negativas nio
fermentadoras foi similar ao descrito por Almeida (2008),
porém com valores percentuais menores.

0 acompanhamento das ovelhas antes e durante a lacta-
¢do, permitiu concluir que a mastite subclinica representa
um problema sanitario na criacdo de ovelhas da raca San-
ta Inés, sendo particularmente a fase que precede o parto
merecedora de atengdo, assim como os 30 primeiros dias
de lactagdo tendo em vista o alto percentual de isolamento
bacteriano de glandulas aparentemente sadias, sendo SCN
isolado em maior percentual. A contagem celular foi carac-
terizada pelo seu aumento nas amostras reagentes ao CMT
sem, entretanto, ser influenciada pelas diferentes fases
da lactacdo. Constatou-se alta sensibilidade das bactérias

Gram positivas frente a ampicilina, cefalotina e cefoxitina
e, para as bactérias Gram negativas uma boa sensibilidade
frente a ampicilina, cefoxitina e sulfazotrim.
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