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Resumo:

O objetivo desse estudo foi avaliar a ocorréncia da mastite subclinica ovina em duas lactacdes e a
evolucdo da doenca em duas lactagdes consecutivas. As amostras de leite foram originadas de um
rebanho com 160 ovelhas da raca Santa Inés. Na primeira lactagdo, colheram-se amostras em ovelhas
aos 14 dias pds-parto e no periodo proximo ao desmame. Na segunda lactacdo, as amostras de leite
foram colhidas dos mesmos animais aos 14 dias pds-parto, 52 dias pos-parto e ao desmame. A triagem
dos casos de mastite subclinica foi feita preliminarmente por meio do California Mastitis Test (CMT).
As amostras de leite para a investigacdo microbioldgica foram obtidas de metades mamarias positivas
e negativas ao CMT. Os estafilococos coagulase-negativos foram 0s micro-organismos de maior
ocorréncia nas duas lactagfes. Houve a predominéncia de ovelhas que permaneceram com mastite
subclinica durante a Lactacdo 1. As curas espontaneas foram significativamente inferiores no periodo
entre 52 dias de lactacdo e o desmame dos cordeiros. Nenhuma diferenca foi observada quanto a
evolucéo dos casos de mastite subclinica infecciosa quando comparadas duas lactagdes (P>0,05).
Palavras-chave: estafilococos; leite; mastite ovina.

Abstract:

The aim of this study was to evaluate the occurrence of ovine subclinical mastitis in two lactations,
and the disease evolution in two consecutive lactations. Milk samples originated from a herd with
160 Santa Inés breed sheep. In the first lactation, milk samples were collected from ewes at 14 days
post-partum and during the period near weaning. In the second lactation, milk samples were collected
from the same animals at 14 days postpartum, at 52 days postpartum and at weaning. Screening of
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subclinical mastitis was carried out preliminarily by means of California Mastitis Test (CMT). Milk
samples for microbiological culture were obtained from CMT-positive and CMT-negative mammary
halves. Coagulase-negative Staphylococci were the most prevalent microorganisms isolated in two
lactations. Ewes that remained with subclinical mastitis in lactation 1 were predominant. Spontaneous
recoveries were significantly lower in the period between 52 days of lactation and weaning of lambs.
No difference was observed regarding the progression of subclinical mastitis cases compared the two
lactations (P>0.05).
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Introducéo

A mastite esta entre as principais doenc¢as que acometem 0s ovinos. Caracteriza-se por ser de dificil
controle e por influenciar negativamente o bem-estar animal®, inclusive em animais da raca Santa
Inés, que ndo sdo especializados para a producao de leite, mas apresentam uma maior aptiddo leiteira
quando comparados com animais de outras racas destinadas a explora¢do comercial da carne®.

A forma subclinica da mastite ovina apresenta relevancia econémica, em virtude dos prejuizos na
producdo animal e da sua maior ocorréncia quando comparada com a forma clinica da
enfermidade® 9. O leite das ovelhas acometidas apresenta reducéo significativa dos teores de gordura
e proteina, que pode influenciar negativamente o desenvolvimento dos cordeiros®.

Nunes et al.® relataram os estafilococos e estreptococos como predominantes na etiologia infecciosa
da mastite ovina. Bolsanello et al.®) também descreveram estafilococos e estreptococos como o0s
micro-organismos mais frequentes em ovelhas com mastite subclinica, dos quais os estafilococos
coagulase negativa foram os de maior ocorréncia.

O conhecimento da etiologia infecciosa da mastite oferece aos técnicos e produtores informacdes
sobre o controle da doenca, uma vez que métodos de prevencdo podem ser diferentes de acordo com
0s micro-organismos. O objetivo deste estudo foi avaliar a ocorréncia da mastite subclinica ovina em
duas lactagdes e a evolucéo da doenca em duas lactagfes consecutivas.

Material e Métodos

As amostras de leite foram oriundas de um rebanho de 160 animais localizado na regido de Séo
Carlos, S&o Paulo, com altitude média de 856 m ao nivel do mar, temperatura e precipitacdo médias
anuais entre 16,3 e 23 °C e 1.502 mm, respectivamente.

As ovelhas foram criadas em sistema semi-intensivo, em uma area de 3,5 ha e em sistema rotacionado
de pastejo em piquetes (3.900 m? cada) de capim Panicum maximum cv. Aruana. As fémeas foram
suplementadas “a pasto” com silagem de milho na época seca do ano e no terco final da gestagédo. O
rebanho era formado por ovelhas deslanadas da raca Santa Inés, submetidas a periodos de estacdo de
monta natural controlada. Durante os primeiros dias pds-parto, as ovelhas foram mantidas em galpéo
coberto, com acesso a piquetes durante o dia. A noite eram recolhidas exclusivamente ao galp3o, com
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o0 recebimento de suplementacédo alimentar com silagem de milho e/ou ragdo concentrada. O desmame
ocorreu em torno de 90 dias pds-parto e as ovelhas faziam parte de um grupo de animais com, no
maximo, quatro esta¢es de monta.

As ovelhas foram submetidas ao exame fisico do Ubere antes da estacdo de monta e foram excluidas
do estudo quando apresentaram quaisquer alteragdes condizentes com um quadro clinico de mastite.
Na primeira lactacdo, denominada “Lactacdo 1”, as amostras foram colhidas de todas as ovelhas
paridas aos 14 dias pos-parto e no final do aleitamento, até trés dias p6s-desmame(”, entre maio e
setembro de 2009. Na segunda lactacdo, denominada “Lactacdo 2”, as amostras de leite foram
colhidas aos 14 dias p6s-parto, 52 dias pds-parto e ao final do aleitamento, entre maio e novembro do
ano seguinte a “Lactacéo 1”.

Amostras de leite de todas as metades mamérias dos animais em lactagdo e ao desmame foram
colhidas para a realizacdo do California Mastitis Test (CMT), visando a classificacdo preliminar dos
casos subclinicos de mastite. Para a leitura da prova foram misturados 2 mL de reagente a 2 mL de
leite e verificou-se a intensidade da alteracdo da viscosidade da mistura®. A partir das metades
mamarias CMT-positivas e negativas, aliquotas de 2 a 5 mL de leite foram colhidas assepticamente
para 0s exames microbioldgicos, apds a antissepsia do 6stio papilar com alcool etilico 70% (v/v).
Essas amostras foram obtidas em tubos de vidro esterilizados e em duplicatas, de cada glandula
mamaria e acondicionadas em recipientes com gelo, com posterior encaminhamento ao laboratério
para o isolamento e a identificacdo microbiol6gicos.

A partir da amostra asséptica, foi semeado 0,01 mL de leite em agar com 5% de sangue ovino. Ap6s
aincubacdo a 37 °C, durante 24 a 72 horas, 0os micro-organismos foram identificados. Os cocos Gram-
positivos foram submetidos as provas da catalase e da coagulase lenta com plasma de coelho.
Posteriormente, as cepas catalase e coagulase positivas foram submetidas a prova para verificacdo da
producdo de acetoina, cujas cepas que se mostraram positivas foram classificadas como
Staphylococcus aureus, enquanto as negativas foram identificadas como estafilococos coagulase
positiva. Os isolados negativos na prova da coagulase foram submetidos aos testes de resisténcia a
furazolidona e de atividade da oxidase, para a diferenciacdo entre as bactérias dos géneros
Staphylococcus e Micrococcus®.

As coldnias semeadas em agar sangue e incubadas a 37 °C por 24 a 48 horas que se apresentaram
pequenas, lisas, translucentes, circundadas por uma zona esverdeada ou clara de eritrocitos
descoloridos ou células lisadas, respectivamente, reconhecidas como cocos Gram-positivos e
negativas a prova da catalase foram classificadas como Streptococcus spp®©.

As coldnias circulares, brancas, cremes ou opacas em &gar sangue apés 48 horas de incubacgéo a
37 °C que se apresentaram como bastonetes Gram-positivos pleomdrficos sob a forma de palicada e
“letras chinesas” foram analisadas quanto a producdo de hemolise e submetidas a prova da catalase
para diferenciagdo entre Corynebacterium spp. e Trueperella pyogenes“®!). As col6nias cinzas e
grandes ap6s 24 horas de incubacédo a 37 °C e reconhecidas como bastonetes Gram-negativos foram
identificadas como coliformes®.

A evolucdo da mastite subclinica foi estudada, classificando-se os casos da doenca de acordo com a
manutencdo de metades mamarias reagentes ao CMT e identificacdo microbiologica do agente
etiologico. Resultados conjuntos de positividade ao CMT e identificacdo microbiana foram
obrigatérios para considerar uma metade mamaria como positiva para a mastite subclinica.
Consideraram-se como novos casos de mastite subclinica quando metades mamarias que néo
apresentaram isolamento microbiolégico em um primeiro momento passaram a apresenta-lo.
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Classificaram-se as metades mamérias com cura espontanea quando, posteriormente, na segunda
colheita de amostras, ndo foram isolados micro-organismos em metades anteriormente infectadas.

A evolucdo dos casos de mastite subclinica foi acompanhada dentro de uma mesma lactacéo
("Lactacdo 2") e nas duas lactaces consecutivas. A confrontacdo das distribuicdes de frequéncia de
cada tipo de evolucdo nos diferentes periodos estudados foi efetuada por meio do teste exato de
Fisher!?),

Resultados e Discussao

Os estafilococos foram os micro-organismos mais isolados durante a Lactagdo 1 (Tabela 1). Aos 14
dias de lactacdo, do total de 63 mamas com mastite subclinica, em 54 (85,7%) foram identificados
estafilococos isoladamente ou em associagdo com outros micro-organismos, enquanto ao desmame
estes micro-organismos estiveram presentes em 31 (83,8%) de um total de 37 mamas, tanto
isoladamente como em conjunto com outros micro-organismos.

Tabela 1: Etiologia infecciosa da mastite subclinica ovina aos 14 dias de lactacdo e ao
desmame na Lactacio 1

14 dias Desmame Total
Micro-organismos N %o N %o N %%
ECN! 46 189 21 108 67 153
Staphyiococcus aureus 6 2.5 3 16 9 2.1
Coliforme 3 2.1 3 1.6 8 1.8
ECP? 0 0.0 3 2.6 5 1.1
Corynebacterium spp 2 0.8 0 0.0 2 0.5
Streptococcus spp. 1 0.4 3 1.6 4 0.9
ECN + Corynebacterium spp. 1 04 0 0.0 1 0.2
ECN + Coliforme 1 0.4 1 0.5 2 0.5
Micrococcus spp. 1 0.4 0 0.0 1 0.2
ECP +ECN 0 0.0 1 0.5 1 02
Amostras Negativas 180 74.1 157 BO9 337 7.1
Total de amostras 243 1000 194 100,0 437  100,0

I Estafilococos coagulase-negativos.
! Estafilococos coagulase-positivos.

Em ambos os periodos, aos 14 dias de lactacdo e ao desmame, os estafilococos coagulase-negativos
foram predominantes com percentuais de isolamento de 18,9% e 10,8%, respectivamente, seguidos
por S. aureus e estafilococos coagulase-positivos aos 14 dias de lactacdo e ao desmame,
respectivamente. Estafilococos coagulase-positivos foram isolados somente ao desmame, sendo
menos frequentes que S. aureus e coliformes quando considerados os dois periodos de forma
conjunta. Cento e oitenta (74,1%) e 157 (80,9%) amostras de leite ndo apresentaram isolamento
microbiologico na segunda semana de lactacdo e a secagem (desmama das crias), respectivamente.
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Na Lactagéo 2, o género Staphylococcus ainda permaneceu como o de maior ocorréncia (Tabela 2).
Enquanto na Lactagdo 1 foram isolados em 85 (85,0%) metades mamarias com mastite, na Lactagdo
2 foram isolados em 87 (74,4%) glandulas mastiticas.

Tabela 2: Eticlogia infecciosa da mastite subclinica ovina aos 14 e 52 dias de lactago e ao
desmame dos cordeiros na lactacio 2

14 dias 52 dias Desmame Total

Micro-organismos N %o N %o N %o N %o
ECN! 19 126 16 62 20 85 35 85
Staphvlococcus aureus 7 4.6 7 2.7 4 1.7 18 2.7
Coliformes 6 4.0 6 2.3 4 1.7 16 25
ECP? 5 33 4 1.6 4 1.7 13 20
Streptocaccus spp. 1 0.7 3 1.2 8 3.4 12 19
Corynebacterium spp. 0 0.0 0 0.0 1 0.4 1 0.2
Micrococcus spp. 0 0.0 0 0.0 1 0.4 1 0.2
ECN + Coliformes 0 0.0 0 0.0 1 0.4 1 0.2
Amostras Negativas 113 748 221 859 193 818 527 818
Total de amostras 151 1000 257 1000 236 1000 644 100,0

I Estafilococos coagulase-negativos.
2 Estafilococos coagulase-positivos.

Os percentuais de amostras de leite negativas ap6s o0s exames microbioldgicos (Tabela 2)
permaneceram semelhantes a ""Lactacdo 1", entre 74,8% e 85,9% das amostras. Apesar de a avaliagdo
da capacidade diagndstica do CMT nao ter sido objeto desse estudo, as amostras classificadas como
negativas nas duas tabelas anteriores representam, em sua maioria, metades mamarias ndo reagentes
ao teste. Reforca-se que somente resultados conjuntos de positividade ao CMT e identificacdo
microbiana foram usados para considerar uma metade mamaria como positiva para a mastite
subclinica e, assim, se estudar a evolu¢do da doenca objetivada nesse trabalho.

Em estudo realizado com ovelhas Santa Inés no estado de S&o Paulo, 75,9% das amostras de leite
apresentaram resultados negativos nas provas bacterioldgicas para o diagnéstico da mastite®. No
Canada, de um total de 697 amostras de leite, 82% foram negativas, enquanto em outras 17% foi
isolado somente um tipo de micro-organismo e em 1% houve isolamentos de dois tipos bacterianos.
Estafilococos coagulase-negativos e S. aureus foram isolados em casos de mastite subclinica por
Arsenault et al.*®. No presente trabalho, as associagdes entre micro-organismos néo ultrapassaram
1% do total de amostras investigadas nas lactagfes "1" e "2" (0,92% e 0,16%, respectivamente).
Segundo Drescher et al.®¥), estafilococos foram os micro-organismos de maior ocorréncia em casos
de mastite subclinica ovina em animais de aptiddo mista na regido oeste de Santa Catarina (31,4%).
Esses autores tambem relataram isolamentos bacteriologicos de coliformes em casos subclinicos, de
forma semelhante ao presente estudo, enquanto o percentual de amostras negativas nos exames
microbioldgicos foi inferior (53,4%).

A evolucdo da mastite subclinica em uma mesma lactagdo pode ser visualizada na Tabela 3, de acordo
com os periodos da lactacao.
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Tabela 3: Evolucio da mastite subclinica em rebanho ovino da raca Santa Inés entre 14 e 52
dias de lactacio e entre 52 dias e o desmame

Periodos da lactacio

Evolucio dos casos I.’e.rn_udo o Periodo % Total %
inicial? final®
Manutencfio da mastite subclinica 20 541 29 65,9 49 60.5
Casos novos de mastite subclinica 4 10.8 14 31.8 18 222
Cura espontinea 13 351 1 2.3 14 173
Total 37 100,0 44 100,0 81 100,0

2De 14 a 32 dias.
" De 52 dias até o desmame.

Houve a predominancia de ovelhas que se mantiveram com mastite subclinica entre 14 e 52 dias ap6s
0 parto e do 52° dia até o final da lactacdo (a0 desmame). Apesar do maior nimero de casos em que
houve manutencdo do quadro de mastite subclinica nos dois periodos, quando comparado aos casos
novos, encontrou-se diferenca significativa (P<0,01) somente entre 0 grupo que apresentou cura
espontanea com 0s demais grupos.

Com a evolucéo do periodo lactacional das ovelhas, a possibilidade de o animal sadio adquirir mastite
subclinica infecciosa ou de o animal com mastite se manter infectado comumente se eleva, com
reducao dos casos de cura espontanea quando nao sao adotadas medidas de controle contra a mastite,
como foi o ocorrido no rebanho estudado. Assim, de acordo com os valores apresentados na Tabela
3, 0s percentuais para 0s casos de manutencdo da doenca e de casos novos no "Periodo Final” foram
superiores aos do "Periodo inicial".

Dentre os 13 casos de cura espontanea no periodo inicial, ou seja, cura da mastite sem a utilizacdo de
qualquer tipo de tratamento, nove (69,2%) estavam relacionados com animais na segunda ordem de
parigéo, enquanto dois (15,4%) casos eram de ovelhas na terceira ordem de parto. Outras duas ovelhas
apresentavam mais de trés lactagdes. Mavrogianni et al.*> consideraram n&o haver diferencas entre
fémeas primiparas e multiparas quanto aos riscos de ovelhas adquirirem mastite. Porém, maior
numero de animais seria necessario para que relacoes epidemioldgicas fossem mais bem estabelecidas
no presente trabalho ou quanto a maior possibilidade de se tornarem doentes ou de apresentarem cura
espontanea, conforme a evolugdo do nimero de pari¢bes dos animais.

O acompanhamento dos casos de mastite em um rebanho ovino pode ser Util para técnicos e
produtores, como uma fonte de decisdo para a efetivacdo de medidas de controle da doenca. As
condi¢des ambientais as quais 0s animais estavam submetidos nesse periodo podem ter facilitado a
ocorréncia de diferentes agentes infecciosos responsaveis por novas infec¢des e menor ocorréncia de
curas espontaneas. No decorrer da fase compreendida entre 0s 52 dias pos-parto e 0 desmame houve
reducdo da umidade relativa do ar média nos meses de julho e agosto de 2010, quando comparados
com 0s meses de maio e junho. Em 13 dias do més de agosto, a umidade relativa foi inferior a 50%,
enguanto de maio a julho, esse percentual abaixo dos 50% foi verificado apenas em um dia do més
de julho. Alteracdo aparente nos dados climaticos nesse periodo foi verificada também para os indices
de precipitacdo pluviométrica, que foram reduzidos em 92,6% quando os animais entraram na fase
de avaliacdo a partir dos 52 dias pos-parto.
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Esses achados parecem contrariar resultados relatados para a mastite bovina, segundo os quais 0s
riscos de infeccdo por S. aureus pareceram aumentar com a maior quantidade de chuvas,
provavelmente pela maior dificuldade em alcancar condicdes higiénicas adequadas®®. Entretanto,
ressalta-se que as condi¢cdes de manejo entre as duas espécies € diferente e 0s micro-organismos
predominantes no presente trabalho sdo espécies de estafilococos coagulase-negativos,
diferentemente do S. aureus.

A evolucdo dos casos de mastite subclinica infecciosa também foi analisada quando comparadas as
duas lactagdes (Tabela 4). Nenhuma diferenca significativa foi observada (P>0,05).

Tabela 4: Evolugdo da mastite subclinica no decorrer de duas lactagdes em rebanho ovino da
raca Santa Inés

Periodos da lactacio

Evolucio dos casos Al %o B: %o o %o Tota %o

1
Manutencio dos casos 28 822 29 537 35 63.6 92 598
Casos novos 9 200 11 204 9 16,4 29 18.8
Cura espontanea 8 17.8 14 259 11 200 33 214
Total 45 100,0 54 100,0 55 100,0 154 100,0

I Comparacio feita entre 0z 14 dias da Lactagdo 2 e a lactagiio anterior.
! Comparacio feita entre 0s 52 dias da Lactacio 2 e a lactagiio anterior.
} Comparacio feita entre o desmame da Lactacio 2 e a lactacio anterior.

Entre duas lactacBes observou-se também que a manutencao dos casos de mastite foi predominante
nos trés periodos apresentados na Tabela 4. Em rebanhos cuja producéo de leite ndo é o principal
objetivo econdmico, a manutencdo de animais em pastos mal manejados ou condi¢Bes nutricionais
insuficientes fornecidas por uma dieta desequilibrada relacionam-se com uma maior possibilidade da
glandula maméria ovina se tornar infectada, com manuten¢do dos casos de mastite subclinica nas
diferentes lactacdes. No rebanho estudado, a escassa méo de obra prejudicou 0 manejo das pastagens
durante o periodo de colheita de amostras.

Os micro-organismos de maior ocorréncia no presente estudo foram estafilococos coagulase-
negativos, bactérias heterogéneas comumente encontradas no ambiente em que as ovelhas
permanecem e facilmente transferidas entre os hospedeiros®®. Estes micro-organismos s&o
frequentemente encontrados nas maos das pessoas e no ambiente*®),

Segundo Gougpolis et al.*”, a mastite subclinica resulta em uma reducéo da producéo de leite que é
secretado pelas glandulas mamarias e afeta a preferéncia dos cordeiros, ao ponto de eles preferirem
mamar nas glandulas mamarias sadias. Tema relevante para estudos posteriores € a possibilidade de
cordeiros que mamam em mamas sadias poderem transmitir micro-organismos a elas. Esta pratica
pode corroborar com a manutencdo de fontes de infeccédo dentro de um rebanho, mesmo quando nao
ha desenvolvimento da mastite no animal.
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Conclusodes

Os estafilococos coagulase-negativos foram os agentes etiologicos mais frequentes da forma
subclinica da mastite. Houve tendéncia a manuten¢édo da mastite subclinica no rebanho, com poucas
curas espontaneas na segunda lactagéo a partir dos 52 dias. Diferentes fontes de transmisséo podem
ter atuado para a transferéncia de bactérias entre as metades mamarias e a ocorréncia de reinfecgdes.
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