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RESUMO

Foram submetidas a exames clinicos e
microbiologicos 124 metades mamarias de
ovelhas da raga Santa Inés e as suas respectivas
secregoes lacteas, no momento da secagem, aos 90
dias apds o parto. O exame de Tamis ndo revelou
mastite clinica em nenhuma das metades
analisadas e, de cada uma delas, foi coletada
amostra para realizagdo de exames
microbioldgicos em meios de agar sangue ovino
(5%) desfibrinado e 4agar MacConkey. Os
microrganismos isolados foram submetidos ao
teste de sensibilidade antimicrobiana in vitro,
frente a nove antimicrobianos. Das 124 amostras,
33 (26,6%) foram positivas ao exame
microbioldégico. O microrganismo isolado com
maior freqiiéncia foi Staphylococcus coagulase
negativo (19/33=57,6%), seguido por
Staphylococcus aureus (5/33=15,2%),
Micrococcus sp. (5/33=15,2%), Streptococcus O-
hemolitico (3/33=9%) e Streptococcus agalactiae
(1/33=3%). Dentre os antimicrobianos utilizados,
o cefalonio anidro foi o mais efetivo, visto que a
totalidade dos isolados se mostraram sensiveis a
droga, enquanto os maiores indices de resisténcia
foram constatados com o uso da penicilina G,
neomicina e ampicilina.

Palavras-Chave: Mastite  subclinica; ovino;
etiologia; sensibilidade microbiana.

SUMMARY

Clinical and microbiological exams were
performed in 124 mammary-halves of Santa Ines
ewes in dry-off period, on the 90th day postpartum.
The Tamis exam did not show any sign of clinical
mastitis in none of the halves analyzed. Milk
samples were submitted to microbiological culture
on defibrinated sheep blood agar (5%) and
MacConkey agar. Microorganisms isolated were
also submitted to in vitro susceptibility test
(diffusion disk) against nine antimicrobials. From
the 124 samples, 33 (26.6%) were bacteriologically
positive. The most-common agent found was
coagulase-negative Staphylococcus
(19/33=57.6%), followed by Staphylococcus
aureus (5/33=15.2%), Micrococcus sp.
(5/33=15.2%), Streptococcus a-hemolytic
(3/33=9%) and  Streptococcus  agalactiae
(1/33=3%). Among the antimicrobials used,
cephalonium was the most effective, while most
frequent resistance were observed with penicillin
G, neomycin and ampicillin.

Keywords: Subclinical Mastitis; Sheep; aetiology;
antimicrobial susceptibility test.
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INTRODUCAO

A mastite ¢ classicamente definida como
inflamacdo da  glandula  mamaria,
caracterizada por alteragdes fisico-
quimicas e microbioldgicas no leite e no

tecido glandular ~mamario, podendo
destrui-lo parcial ou totalmente,
dependendo do agente  microbiano

envolvido (LANGONI et al., 1998).

Além dos prejuizos quantitativos e
qualitativos na producdo de leite, a mastite
pode levar a perda da capacidade funcional
da glandula, inviabilizando a permanéncia
destas  matrizes nos  plantéis, e
ocasionalmente, a morte das fémeas
(FTHENAKIS e JONES, 1990). Em
rebanhos ovinos de corte, a mastite ¢
responsavel pelo atraso no
desenvolvimento dos cordeiros, resultando
em um decréscimo da taxa de ganho de
peso e aumento da mortalidade neonatal
(GROSS et al, 1978; FTHENAKIS,
1988), principalmente nos casos de mastite
clinica gangrenosa (WATKINS et al.,
1991). Embora a mastite clinica seja
responsavel por perdas expressivas, a
mastite  subclinica assume elevada
relevancia econdmica, em virtude dos
prejuizos na produg¢do e da maior
ocorréncia, comparativamente as formas
clinicas de mastite (GROSS et al., 1987;
MARCO MELERO, 1994).

A mastite infecciosa ¢ causada por uma
ampla variedade de microrganismos,
particularmente de origem bacteriana, com
base nas fontes de infeccdo e
caracteristicas ou vias de transmissao,
subdivididos em agentes contagiosos e
ambientais. Os agentes contagiosos sao
transmitidos fundamentalmente no
momento da ordenha ou no ato de mamar
do cordeiro, causados principalmente

Staphylococcus  aureus, Staphylococcus
epidermidis, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus dysgalactiae e
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Corynebacterium bovis. Por outro lado, os
agentes ambientais sdo transmitidos na
ordenha e entre-ordenhas, representados
principalmente  pelas  enterobactérias
(Escherichia coli, Klesbsiella pneumoniae,
Enterobacter aerogenes), fungos, algas,
Nocardia sp e Pseudomonas aeruginosa
(SMITH e HOGAN, 1998; RADOSTITS
et al., 2002).

Nas mastites clinicas, em ovelhas leiteiras
e nas ovelhas destinadas a producdo de
carne 0S principais microrganismos
isolados em casos isolados ou em surtos
sao Staphylococcus aureus,
Staphylococcus ~ coagulase  negativos,
Pseudomonas aeruginosa, Mannheimia
haemolytica, Escherichia coli,
Corynebacterium pseudotuberculosis,
Clostridium perfringens e Aspergillus
fumigatus (RADOSTITS et al., 2002;
BERGONIER ¢ BERTHELOT, 2003).
Rotineiramente, o diagnostico da mastite
subclinica em ovelhas ¢ baseado nos
métodos que identificam o aumento do
nimero de células e no isolamento
bacteriano nas amostras de leite. A
determinagdo quantitativa do niimero total
de células somaticas no leite pode ser
realizada  pela  microscopia  direta
(WATSON et al., 1990; KEISLER et al.,
1992) ou pela contagem eletronica de
células somaticas (McDOUGALL et al.,
2001), enquanto o diagnostico qualitativo
pode ser obtido com o uso de testes como
o Whiteside (WATKINS et al., 1991) e
California Mastitis Test (CMT)
(McDOUGALL et al., 2001; SARGEANT
etal., 2001).

Diferentes antimicrobianos tém sido
recomendados na terapia intramamaria da
mastite em ovinos (CONTRERAS et al.,
1995; NACCARLI et al., 2003). Entretanto,
sdo escassos os estudos conduzidos na
investigacdo do perfil de sensibilidade da
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mastite ovina. Adicionalmente, ndo estdo
disponiveis produtos comerciais
elaborados especificamente para o uso na
terapia de pequenos ruminantes, restando,
na pratica, a alternativa de uso de anti-
mastiticos idealizados para espécie bovina.
A grande diversidade dos agentes
responsdveis pela mastite subclinica ovina
(DE LA CRUZ et al, 1994; MARCO
MELERO, 1994; GONZALEZ-
RODRIGUES et al., 1995; LAFI et al.,
1998) e a crescente resisténcia dos
microrganismos isolados de infeccdes
mamarias aos antimicrobianos
convencionais alertam para a necessidade
da institui¢do de protocolos terapéuticos na
mastite ovina como respaldo nos testes de
sensibilidade microbiana.

O presente estudo objetivou avaliar a
sensibilidade antimicrobiana in vitro de
bactérias isoladas de casos de mastite
subclinica em ovelhas da raca Santa Inés,
aos 90 dias apds o parto.

MATERIAIS E METODOS
Animais

Foram utilizadas 62 ovelhas da raga Santa
Inés, multiparas, com bom escore corporal
e peso vivo aproximado de 40 Kg,
pertencentes a Fazenda Tingui, localizada
no municipio de Serra Preta, Bahia. Os
animais foram mantidos em pastagem de
Brachiaria  (Brachiaria  decubens) e
Pangolinha (Digitaria decubens),
recebendo agua e sal mineral ad libitum,
sem sintomas clinicos de mastite. As
fémeas foram vermifugadas (moxidectina)
e receberam uma dose anual de vacina
comercial contra o botulismo e outras
clostridioses, trinta dias antes da coleta das
amostras.
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Delineamento experimental

Aos 90 dias apos o parto, todas as
metades mamarias das ovelhas foram
clinicamente avaliadas por inspegdo e
palpagdo, avaliando-se o parénquima,
tetos e estruturas internas (BIRGEL,
2004). O diagnostico de mastite clinica
foi realizado, apds exame clinico do
animal, da glandula mamaria e
depositando trés a quatro primeiros jatos
de leite na caneca de fundo preto (Tamis),
com vistas a observagdo de grumos,
coagulos, pus, sangue ou leite aquoso
(RADOSTITS et al., 2002). Foi utilizado
o método do California Mastitis Test
(SCHALM e NOORLANDER, 1957),
utilizando reagente comercial.

Exame microbioldgico
Coleta das amostras

No dia anterior as coletas, as ovelhas (aos
90 dias ap6s o parto) foram separadas dos
borregos. Procedeu-se a coleta asséptica
posteriormente a ultima esgota. Apods a
anti-sepsia das tetas, com solucdo
desinfetante (dicloroisicianurato de sodio
anidro - Agrisept® - Schering-Plough),
foram descartados os trés primeiros jatos e
colhidas amostras de leite, em duplicata.
As amostras foram acondicionadas em
frascos esterilizados, refrigeradas (4-8°C) e
posteriormente congeladas (— 20°C), até o
momento da sua analise.

Exame bacterioldgico

As amostras de leite foram cultivadas nos
meios de d4gar sangue ovino (5%)
desfibrinado e 4gar MacConkey, incubadas
em condi¢coes de aerobiose, a 37°C,
mantidas por 72 horas, com leituras a 24,
48 ¢ 72 horas, no Laboratério de Doengas
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Infecciosas dos Animais da FMVZ-
UNESP/Botucatu, SP. Os microrganismos
foram identificados segundo as
caracteristicas morfo-tintoriais,
bioquimicas e de cultivo, segundo QUINN
et al. (1994); KRIEG e HOLT (1994) e
MURRAY et al., (1999).

Teste de sensibilidade microbiana

A sensibilidade microbiana in vitro dos
microrganismos foi realizada através do

RESULTADOS
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método de difusdo com discos (BAUER et
al., 1966), segundo recomendacdes do
Comité Nacional de Andlises Clinicas
Laboratoriais (NCCLS, 1999), frente ao
cefalénio anidro (30ug) e a outros
antimicrobianos amplamente utilizados
na terapia intramamdria de mastite em
animais domésticos, tais como: ampicilina
(10png), enrofloxacina (5ug), gentamicina

(10pg), neomicina (30 pg), oxacilina
(1pg), penicilina G (10U.1.),
sulfadiazina/trimetoprim (25upg)
e tetraciclina (30ug).

Na tabela 1, estdo apresentados os resultados do exame de Tamis e do Califérnia Mastitis
Test, efetuados em 124 metades mamarias de ovelhas Santa Inés.

Tabela 1. Resultados dos exames de Tamis e CMT realizados em 124 metades mamarias

de ovelhas da raca Santa Inés.

Tamis CMT
N Pos % N Pos %
124 0 0 124 39 31,45%

N: nimero de metades mamarias examinadas
Pos: nimero de metades mamarias que apresentaram resultados positivos

%: porcentagem de metades mamadrias positivas

Na tabela 2, estdo apresentados os resultados dos exames microbiologicos realizados em 124

metades mamarias de ovelhas Santa Inés.
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Tabela 2. Distribuicdo dos microrganismos isolados em 124 amostras de leite em ovelhas da

raca Santa Inés com mastite subclinica.

MICROORGANISMO NG ISOLAMENTO %
Staphylococcus C-* 19 57,6
Staphylococcus aureus 5 15,2
Micrococcus sp. 5 15,2
Streptococcus sp. 4 12
Streptococcus o hemolitico 9
Streptococcus agalactiae 1 3
Total de infeccao 33 26,6
NCB” 91 73,4

* Coagulase negativo

®Metades ndo infectadas, nenhum crescimento bacteriano

“Numero de amostras

Das 124 amostras de leite analisadas de 62
ovelhas, antes do momento da secagem, 91

(73,4%) nao apresentaram  nenhum
isolamento  bacteriano, enquanto 33
amostras (26,6%) mostraram-se
microbiologicamente positivas.

Staphylococcus coagulase negativo foi o
principal microrganismo isolado, detectado
em 19 metades mamadrias (57,6%).
Staphylococcus aureus, Micrococcus sp.,
Streptococcus o hemolitico e Streptococcus
agalactiae foram isolados,

respectivamente, em cinco (15,2%), cinco
(15,2%), trés (9%) e uma (3%) metade(s)
mamaria(s).

Na tabela 3, estdo apresentados os
resultados da  susceptibilidade  do
Staphylococcus ~ coagulase  negativo,
Staphylococcus aureus, Micrococcus sp.,
Streptococcus a hemolitico e Streptococcus
agalactiae a nove  antimicrobianos
amplamente  utilizados na medicina
veterindria.
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Tabela 3. Perfil de sensibilidade de microrganismos isolados de ovelhas da raca Santa In€s com mastite
subclinica, frente a diferentes antimicrobianos.

Microrganismos
Staphylococcus Staphylococcus ~ Micrococcus Streptococcus 0. Streptococcus
Drogas coagulase negativo aureus sp. hemolitico agalactiae
(%) (%) (%) (%) (%)

Ampicilina  52,6°-36,87-10,6% 0°-20"-80% 405-60™5-0" 66,7°-33,3™-0% 100°-0™-0%
Enrofloxacina ~ 63,25-36,8"5-0% 205-80%5-0% 100%-0"S-0% 66,7°-0"-33,3% 100%-0"5-0”
Gentamicina  78,95-21,175-0% 1003-0"5-0% 1005-0"5-0% 66,75-33,375-08 1003-0-0%
Neomicina  47,4%-42,175-10,5% 05-20"-80" 20%-60"-0% 66,75-33,375-08 1003-05-0%
Oxacilina 89,5%-10,575-0% 100%-075-0% 1003%-075-0% 1003-0-0% 1003-0"5-0%
Penicilina G~ 57,9%-36,8"5-5,3% 205-0"-80% 803-20"-0% 66,7°-33,37-0%  0%-100™-0%
Sulfazotrin  68,45-5,375-26,3% 1003-0"5-0% 803-07-20% 66,75-07-33 3% 0S-0™-0"
Tetraciclina ~ 89,5%-5,275-5 3% 205-8075-0% 805-20"5-0" 1003-0-0% 1003-0"5-0%
Cefalonio 1003-0"-0% 1003-0"5-0% 1005-0"-0% 1003-0-0% 1003-0-0%

S: Sensivel; PS: Parcialmente sensivel; R: Resistente.

O cefalonio anidro foi o antimicrobiano
que apresentou maior efetividade, dentre
os antimicrobianos utilizados, visto que a
totalidade dos isolados se mostrou
sensivel a esta droga. Por outro lado, os
maiores indices de resisténcia dos
microrganismos foram observados com o
uso da penicilina (80%), ampicilina
(80%) e neomicina (80%).

Das cepas de Staphylococcus coagulase
negativo  isoladas, 52,6%  foram
susceptiveis a ampicilina, 63,2% a
enrofloxacina, 78,9% a gentamicina,
47,4% a neomicina, 89,5% a oxacilina e a
tetraciclina, 57,9% a penicilina G, 68,4%
ao Sulfazitrin e 100% ao cefaldnio. Estas
cepas apresentaram-se resistentes a
ampicilina (10,6%), a neomicina (10,5%),
a penicilina G (5,3%), a tetraciclina
(5,3%) ¢ ao sulfazotrin (26,3%).

Das cepas de Staphylococcus aureus
isoladas, 20% foram susceptiveis a

enrofloxacina, penicilina G e a tetraciclina
e 100% a gentamicina, oxacilina,
sulfazotrin e ao cefalonio. Observou-se que
80% dos isolados de Staphylococcus
aureus foram resistentes a ampicilina,
neomicina e a penicilina G.

Das cepas de Micrococcus sp. isoladas,
40% foram susceptiveis a ampicilina, 20%
a neomicina, 80% a penicilina G,
Sulfazitrin e tetraciclina e 100% a
enrofloxacina, gentamicina, oxacilina e ao
cefalonio. Das cepas de Staphylococcus
coagulase negativo isoladas, observou-se
somente resisténcia ao sulfazotrin (26,3%).
Das cepas de Streptococcus o hemolitico
isoladas, 66,7% foram susceptiveis a
ampicilina, enrofloxacina, gentamicina,
neomicina, penicilina G e ao sulfazotrin e
100% sensiveis a oxacilina, tetraciclina e
ao cefalonio. As cepas de Streptococcus o
hemolitico isoladas (33,3%) apresentaram-
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se resistentes a ampicilina, enrofloxacina,
gentamicina e neomicina.

Das cepas de Streptococcus agalactiae
isoladas, 100% foram susceptiveis a
ampicilina, enrofloxacina, gentamicina,
neomicina, oxacilina, tetraciclina e ao
cefalonio. Nao se observou resisténcia das
cepas de Streptococcus agalactiae  a
nenhum dos antibidticos e quimioterapicos
analisados.

DISCUSSAO

O sucesso de isolamento microbiano em
ovelhas com mastite, no presente estudo,
foi menor que o observado por Clements et
al. (2003), Batavani et al. (2003), LAFI
(2005) e Domingues et al., (2005), que
encontraram, respectivamente, 35%, 39%,
39,1% e 57,03% das amostras de ovelhas
microbiologicamente positivas. Por outro
lado, Al-majali e Jawabreh (2003), em
estudo similar com ovelhas da raca
Awassi, observaram porcentagem menor
de isolamento microbiano
comparativamente ao presente estudo,
obtendo 18,3% de amostras
microbiologicamente positivas em ovelhas
com mastite subclinica. O menor numero
de uberes infectados nas ovelhas
estudadas, provavelmente, decorre das
melhores praticas de manejo de ordenha
e/ou o descarte seletivo das fémeas com
mastite clinica que resultam em maior
controle da enfermidade.

Staphylococcus coagulase negativo sao
consideradas as bactérias mais
freqiientemente  isoladas da glandula
mamaria de ovelhas com mastite subclinica
(HUESTON et al. ,1986; KEISLER et
al.,1992; WATSON et al.,1990; DE LA
CRUZ et al., 1994; FTHENAKIS, 1994).
Essa afirmacdo ratifica os resultados da
pesquisa e de outras similares, nos quais o
Staphylococcus coagulase negativo foi o
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microrganismo mais freqiiente em ovelhas
com infec¢do intramamaria subclinica
(FTHENAKIS, 1994; LEITNER et al,
2001; BATAVANI et al, 2003;
DOMINGUES et al., 2005),
provavelmente em virtude do
comportamento oportunista do género
Staphylococcus nas infecgdes mamarias,
favorecido pela sua manutengdo como
agente da microbiota da pele e tUbere de
animais domésticos.

Diferentes autores tém assinalado a
similaridade de linhagens de
Staphylococcus sp. de casos de mastite
subclinica e de estirpes isoladas no ser-
humano (KALOGRIDOU-
VASSILIADOU,  1991; MAISI e
RIIPINEN, 1991; BEDIDI-MADANI et
al., 1998). Esses achados indicam que o
ser-humano deve ser considerado eventual
fonte de infec¢gdo do grupo de
microrganismos para a glandula mamadria
(SILVA et al., 2004), visto que o agente
pertence a microbiota normal da pele e
trato respiratorio alto do ser humano
(DEVRIESE et al., 1985).

Isolados de Staphylococcus coagulase
negativo tém sido associados a um
aumento da contagem de células
somaticas, das concentracoes de NAGase,
albumina e sal, indicando que a infeccao
por esse grupo de microrganismos provoca
agravos ao tecido glandular (MAISI et al.,
1987). Alteragdes histoldgicas na glandula
mamaria infectada de ovelhas e na
composicao do leite em animais infectados
por Staphylococcus coagulase negativo
tém sido reportada a fémeas ovinas com
mastite (FTHENAKIS e JONES, 1990;
BURRIEL, 1997). Esses dados refletem a
patogenicidade do Staphylococcus
coagulase negativo para a glandula
mamaria ovina, levando a casos de mastite
clinica ou subclinica, de dificil tratamento
no decorrer da lactacao (LAM, 1996).
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Staphylococcus aureus ¢ reconhecido
como o principal agente na casuistica de
mastite em vacas (LAS HERAS et al.,
1998) e em ovelhas (AL-SAMARRAE et
al., 1985; BOR et al., 1989; Ameh et al.,
1994). Em estudo da ocorréncia de agentes
de mastite ovina, no Uruguai. Apolo et al.
(1999) assinalaram o isolamento de .
aureus em  46%  das  amostras
microbiologicamente positivas. Batavani et
al. (2003), estudando ovelhas de aptidao
leiteira, obtiveram 39% de prevaléncia da
mastite subclinica, no qual 22% eram por
S. aureus. Radostits et al. (2002)
estimaram a incidéncia de mastite de 2%
ao ano em 6.000 ovinos, sendo 86%
causadas por Staphylococcus aureus. O
género  Staphylococcus  também  foi
encontrado como mais prevalente nas
ovelhas estudadas, reforcando a
importancia dos agentes contagiosos na
génese de casos de mastite subclinica em
ovelhas.

Micrococcus sp. ndo tém sido relatado
como agente prevalente na casuistica de
mastite em ovinos, em outros paises
(FTHENAKIS, 1994; AL-MAJALI e
JAWABREH, 2003). Entretanto, no
Sudeste do Brasil, Domingues et al.
(2005) observaram 3,11% de ocorréncia
do agente em ovelhas com mastite. A
divergéncia  nos  isolamentos do
microrganismo sugere que outros estudos
sejam conduzidos para avaliar a real
participagdo desse grupo de agentes na
mastite em ovinos.

De maneira similar ao grupo dos
estafilococos, Streptococcus sp também
foram isolados nos animais estudados.
Estudos em outros paises (LEITNER et
al., 2001; CLEMENTS et al., 2003;
BATAVANI et al.,, 2003) e no Brasil
(DOMINGUES et al., 2005) também tém
assinalado a importincia do género
Staphylococcus na casuistica da mastite
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ovina,  especialmente  Streptococcus
agalactiae sob a forma subclinica.

Dentre os antimicrobianos estudados,
penicilina G, neomicina e ampicilina
foram os que apresentaram a menor
eficacia frente aos isolados. Diferentes
estudos t€ém demonstrado a preocupacao
quanto a crescente ocorréncia de multi-
resisténcia em microrganismos isolados de
pequenos ruminantes com mastite (LIMA
JUNIOR et al.,1993; SILVA et al., 2004;
NACCARI et al., 2003). A ocorréncia do
aumento de linhagens resistentes isoladas
de casos de mastite em pequenos
ruminantes, provavelmente, encontra
reflexo no wuso indiscriminado e/ou
inadequado de antimicrobianos na terapia,
geralmente provocado pelo uso de sub-
doses, instituicdlo  de  protocolos
teraputicos sem o respaldo do
antibiograma, descontinuidade da terapia,
ou mesmo, o uso de antimicrobianos
intramamarios idealizados para a espécie
bovina, resultando no aumento da pressao
seletiva para microrganismos resistentes
e/ou na baixa efetividade terapéutica.

O cefalonio anidro apresentou neste
estudo alta efetividade “in vitro” frente
aos isolados. Essa droga ¢ um derivado da
penicilina,  indicada  para  terapia
principalmente de bactérias Gram-
positivas, incluindo produtoras de beta-
lactamase. Esses resultados sugerem que
cefalébnio  anidro  apresenta  Gtima
perspectiva para elaboracdo de anti-
mastitico comercial para a terapia de
ovelhas com mastite.
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CONCLUSAO

Este estudo demonstrou que os
Staphylococcus coagulase negativo sdo os
agentes comumente envolvidos na mastite
subclinica em ovelhas.

Os resultados obtidos evidenciaram a
possibilidade de tratamento de infecgdes
subclinicas em ovelhas por CNS,
Staphylococcus aureus, Micrococcus sp.,
Streptococcus hemolitico e Streptococcus
agalactiae com um dos nove principios

ativos ensaiados: ampicilina,
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