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A mastite ¢ uma enfermidade que acomete principalmente
animais com aptiddo leiteira, ocasionando uma série de prejuizos
aos produtores de ovinos de leite e corte. Objetivou-se avaliar o
perfil de sensibilidade aos antimicrobianos dos principais agentes
causadores de mastite em ovelhas. Foram analisadas 163 amostras
de leite, sendo utilizado o teste Whiteside Modificado (WSM), além
do cultivo das amostras em 4gar sangue ovino 5% (AS). Das 163
amostras analisadas, observou-se que 23,31% e 14,72% foram po-
sitivas e fortemente positivas, respectivamente, no teste WSM. Os
principais agentes isolados foram Staphylococcus spp. (31,39%),
Acinetobacter spp. (10,50%), Enterobacter aerogenes (10,50%),

RESUMO

Escherichia coli (8,20%) e Aeromonas spp. (6,70%). O perfil de
sensibilidade aos antimicrobianos apresentou grande variagdo, com
anovobiocina demonstrando o menor percentual de sensibilidade
(10,46%). A maior taxa de susceptibilidade foi observada para a
associagdo de lincomicina com estreptomicina (86,02%). Neste
estudo, observou-se que os Staphylococcus spp. sdo os agentes
comumente envolvidos nos casos de mastite subclinica em ove-
lhas. A associacdo entre lincomicina e estreptomicina e josamicina
e trimetoprim constituiu as drogas mais eficientes nos testes de
sensibilidade in vitro contra os agentes da mastite ovina.

PALAVRAS-CHAVES: Mastite, microrganismos, resisténcia antimicrobiana, teste Whiteside.

ABSTRACT

BIOCHEMICAL CHARACTERIZATION AND PROFILE OF ANTIBIOTICS SENSIBILITY TO BACTERIA AGENTS RESPON-
SIBLE FOR OVINE SUBCLINICAL MASTITIS IN WEST REGION OF THE SANTA CATARINA

Ovine mastitis is an infectious disease associated to eco-
nomic losses in dairy and meat sheep. The present study aims to
determine the antimicrobial drug patterns of the most frequent etio-
logic agents of ovine mastitis. We analyzed 163 milk samples using
Whiteside test, besides the bacteriological culture in ovine blood
agar 5% (AS). From 163 analyzed samples 23.31% and 14.72%
were positive and strongly positive, according to the Whiteside test.
The most frequent etiologic agents of ovine mastitis isolated in the
present study were: Staphylococcus spp. (31.39%), Acinetobacter

spp- (10.50%), Enterobacter aerogenes (10.50%), Escherichia coli
(8.20%) and Aeromonas spp. (6.70%). The sensitivity patterns to
antimicrobial drugs showed high variation. The small sensitivity
was observed to novobiocin (10.46%). The higher sensitivity was
detected to lyncomicin + streptomicin association (86.02%). In our
study we conclude that Staphylococcus spp. are the most frequent
bacterial agents envolved in subclinical mastitis in sheep. The asso-
ciation of lyncomicin + streptomicin and josamicin + thrimetoprin
were more efficient in vitro sensitivity tests.

KEY WORDS: Mastitis, microorganisms, antimicrobial resistance, Whiteside test.
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INTRODUCAO

A mastite € a inflamagao da glandula mamaria,
que ocasiona alteragdes fisicas, quimicas e bacteriolo-
gicas no leite, além de produzir altera¢des no tecido da
glandula mamaria (BLOOD et al., 1994). A incidéncia
anual da mastite clinica em pequenos ruminantes esta
geralmente abaixo de 5%, podendo aumentar espora-
dicamente. Por outro lado, a prevaléncia de mastite
subclinica tem sido estimada entre 5% a 30% (BER-
GONIER & BERTHELOT, 2003; CONTRERAS et
al., 2003). As perdas na produgdo de leite e aumento
na contagem de células somaticas (CCS) em cabras e
ovelhas infectadas tém sido amplamente documentados
(LEITNER etal., 2004), e parece que ovelhas possuem
maior vulnerabilidade que cabras para perdas no ren-
dimento de leite (SILANIKOVE et al., 2005).

Varios patdogenos podem causar mastite, mas
Staphylococcus spp. sdo diagnosticados com maior
frequéncia como causa de infec¢cdes intramamarias
em cabras e ovelhas. Outros patdgenos como o Strep-
tococcus spp., microrganismos da familia Enterobac-
teriaceae, Pseudomonas aeruginosa, Mannheimia
haemolytica, corinebactérias e fungos podem produzir
infecgdes intramamadrias em pequenos ruminantes,
mas em menor propor¢ao (BERRIATUA et al., 2001;
BERGONIER & BERTHELOT, 2003; CONTRERAS
et al., 2003; GONZALO et al., 2004).

Infecgdes intramamarias causadas por S. aureus
tém merecido atencgdo especial, pois essa bactéria é
responsavel por dois tipos graves de mastite: a mastite
gangrenosa e a subclinica. S. aureus produz algumas
toxinas importantes que contribuem para a patogéne-
se da mastite e também estdo associadas a doencas
alimentares, mesmo com leite pasteurizado, devido a
contaminagdo por enterotoxinas termoestaveis (CON-
TRERAS et al., 2007). Staphylococcus coagulase ne-
gativa (CNS) possuem maior prevaléncia na etiologia
da mastite subclinica em ruminantes leiteiros. Embora
menos patogénico que Staphylococcus aureus, CNS
podem também produzir mastite subclinica persistente,
significativo aumento de CCS e mastite clinica, além de
produzir enterotoxinas termoestaveis (DEINHOFER
& PERNTHANER, 1995; UDO et al., 1999).

O diagnostico das mastites em ovelhas pode
ser realizado na propriedade através de testes como o
CMT (California Mastitis Test) e também o Whiteside.

Ambos os testes possuem o mesmo mecanismo de
acdo e sdo usados para acompanhar casos de mastite
subclinica no rebanho, € tem como fundamento a de-
teccdo do aumento do nimero de leucocitos e células
de descamacdo. O Teste Whiteside (TWS) e o Cali-
fornia Mastitis Test (CMT) detectam indiretamente
a presenga ou o aumento do niumero de leucécitos no
leite (HUESTON et al., 1986). Outro teste usado na
deteccdo de mastite em animais € a contagem de células
somaticas (CCS) no leite. Este método ¢ realizado em
laboratério e apresenta resultados fidedignos (CLE-
MENTS et al., 2003).

Varias drogas antimicrobianas tém sido empre-
gadas no tratamento da mastite ovina, no entanto, pou-
cos sdo os trabalhos sobre o perfil de sensibilidade aos
antimicrobianos dos isolados bacterianos causadores
da enfermidade. De acordo com CONTRERAS et al.
(2007), a terapia intramamaria da mastite ovina € rea-
lizada com drogas de indicag@o para a espécie bovina,
dada a escassez de produtos para pequenos ruminantes.
Assim, a diversidade dos agentes da mastite ovina e
a sua crescente resisténcia aos antimicrobianos con-
vencionais alertam para a necessidade da realizacdo de
testes de sensibilidade in vitro, visando a terapia correta
para os casos de mastite na propriedade.

O presente estudo teve por objetivo avaliar
o perfil de sensibilidade aos antimicrobianos dos
principais agentes causadores de mastite em ovelhas
clinicamente saudaveis.

MATERIAL E METODOS

A coleta das amostras de leite foi realizada
durante o periodo de setembro a novembro de 2006.
O estudo foi realizado em nove propriedades rurais
da regido oeste do estado de Santa Catarina, entre os
quais Xanxeré, Chapeco, Bom Jesus, Xaxim, Lageado
Grande, Marema e Cordilheira Alta. Os animais utiliza-
dos no trabalho possuiam aptidao mista (carne e leite),
sendo explorados em sistema extensivo. Utilizaram-se
84 fémeas ovinas mesticas, entre a segunda e a quinta
lactagao.

Coletaram-se as amostras de leite apos lavagem
da glandula mamaria e secagem com papel toalha,
sendo desprezados os trés primeiros jatos. Foram uti-
lizados frascos estéreis, identificados e acondicionados
sob refrigeracao (4°C) em caixas isotérmicas até sua
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chegada no Laboratorio de Microbiologia da UNO-
ESC. De cada animal, coletaram-se duas amostras,
uma de cada teto, totalizando 163 amostras de leite
avaliadas.

No laboratdrio, com o auxilio de uma pipeta es-
téril, foi realizado o teste Whiteside Modificado (NaOH
4%), na proporcao de quatro partes de leite para uma
parte de reagente. Usou-se o Whiteside para quantificar
a resposta inflamatdria presente nas amostras, sendo
interpretado da seguinte forma: negativa (auséncia de
grumos), (+) fracamente positiva (poucos grumos),
(++) positiva (moderado numero de grumos) e (+++)
fortemente positiva (elevado nlimero de grumos).

Para o isolamento bacteriano, as amostras foram
semeadas em agar sangue ovino a 5%, com o auxilio
de uma alga de platina e apds levadas para a estufa a
37°C. Efetuou-se a leitura das placas em 24 ¢ 48 horas,
e identificaram-se os agentes bacterianos por meio de
caracteristicas morfologicas, bioquimicas e tintoriais
(QUINN et al., 1994).

Determinou-se o perfil de sensibilidade dos
microrganismos por meio do método de difusdo em
disco Kirby-Bauer modificado (NCCLS, 1999). Os
isolados foram semeados em Miiller Hinton caldo e
incubados a 37°C até obtengdo de turvagdo conforme
aescala 0,5 de Mac Farland. Com auxilio de um swab,
semearam-se os isolados em placas de Petri contendo
Miiller Hinton agar. Logo apoés, foram aplicados os
discos impregnados com as drogas antimicrobianas
que incluiram: novobiocina (30ug), lincomicina (2pg),
eritromicina (15pg), amoxicilina (10pg), josamicina
(30ug), ceftiofur (30ug), josamicina associada a tri-
metoprim, doxiciclina (30 pg), cefalexina (30 pg) e
lincomicina associada a estreptomicina. Incubaram-se
as placas em estufa durante 24 horas a 37°C. Apds a
leitura dos halos, foi determinado o perfil de sensibi-
lidade dos isolados.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 163 amostras analisadas, observou-se que
23,31% (38/163) e 14,72% (24/163) foram positivas
e fortemente positivas, respectivamente, no teste Whi-
teside, indicando um aumento do numero de células
somaticas. Tais dados revelam uma frequéncia de
mastite subclinica de 38% nos rebanhos estudados.
As amostras sem crescimento bacteriano em cultivo
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corresponderam a 53,37% (87/163), das quais 42,53%
(37/87) apresentaram resultado negativo no teste Whi-
teside e 39,08% (34/87) foram fracamente positivas
para este teste. Os resultados positivos no Whiteside,
mas negativos no exame microbioldgico, podem indi-
car um processo inflamatdrio de origem nao bacteriana,
pois, segundo GONZALEZ-RODRIGUEZ & CAR-
MENES (1996), o Whiteside € um teste importante no
diagnostico de mastite subclinica em ruminantes.

Com relagdo aos resultados da lactocultura,
53,37% (87/163) das amostras apresentaram resultado
negativo e 46,63% (56/163) mostraram crescimento
bacteriano. Os microrganismos isolados das 163
amostras de leite de ovelha encontram-se na Tabela 1,
sendo observada maior frequéncia de Staphylococcus
spp- (31,39%). O isolamento de microrganismos do
género Staphylococcus spp. refor¢a a sua importancia
na etiologia de mastite subclinica (CONTRERAS et
al., 2007). MARGUET et al. (2000) avaliaram varios
casos de mastite subclinica em ovelhas, sendo isolados
apenas microrganismos do gé€nero Staphylococcus
spp. COUTINHO et al. (2006) realizaram um estudo
etioldgico da mastite ovina no Estado da Bahia, sen-
do observada elevada frequéncia de Staphylococcus
coagulase negativa (57,6%), seguido do S. aureus
(15,2%), Micrococcus spp., (15,2%) e Streptococcus
spp. (12%).

TABELA 1. Isolamento de microrganismos em 163 amostras de
leite de fémeas ovinas, no oeste de Santa Catarina

Isolamento

Microrganismos Frequéncia

N.° absoluto

(%)
Staphylococcus spp. 24 34,28
Staphylococcus aureus 02 2,85
Staphylococcus epidermidis 01 1,42
Acinetobacter spp. 09 12,85
Enterobacter aerogenes 09 12,85
Escherichia coli 07 10,00
Aeromonas spp. 06 8,57
Streptococcus spp. 04 5,71
Pseudomonas spp. 04 5,71
Corynebacterium spp. 02 2,85
Klebsiella spp. 01 1,42
Alcaligenes faecalis 01 1,42
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Neste trabalho foram isolados agentes perten-
centes a familia Enterobacteriaceae, tais como Esche-
richia coli, Enterobacter aerogenes e Klebsiella spp. O
isolamento de microrganismos da familia Enterobac-
teriaceae associado a auséncia de sinais clinicos nos
animais ndo ¢ um achado comum, j& que as mastites
causadas por enterobactérias geralmente demonstram
evidéncias clinicas. As enterobactérias sdo conside-
radas importantes agentes das mastites ambientais
(PRESTES et al., 2003). Dentre os principais agentes
ambientais, a Escherichia coli destaca-se, em virtude
do severo quadro clinico apresentado (BRABES et
al., 2003).

O perfil de sensibilidade dos microrganismos
isolados aos antimicrobianos apresentou grande va-
riagdo, com a novobiocina demonstrando o menor
percentual de sensibilidade (10,46%), seguida da
eritromicina (16,29%), lincomicina (17,43%), e da
amoxicilina (19,77%). SANTOS (2006), avaliando
o perfil de sensibilidade de Staphylococcus spp. e
enterobactérias isoladas de mastite recorrente em oito
rebanhos da regido de Uberlandia-MG, observou que
73,68% dos isolados de Staphylococcus spp. foram
resistentes a eritromicina € 76,92% das enterobactérias
isoladas foram resistentes a amoxicilina.

LOLLALI et al. (2008) analisaram o perfil e a
evolucdo da resisténcia antimicrobiana de patdgenos
da mastite ovina entre o periodo de 1995 e 2004,
identificando que a resisténcia de Staphylococcus
spp. a penicilina pareceu ser menor do que o relatado
em outros estudos (4,1% de cepas resistentes de S.
aureus; 15,3% de Staphylococcus coagulase negati-
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va). Indices maiores de resisténcia foram observados
para aminoglicosideos. Os autores concluiram que o
perfil encontrado parece confirmar a resisténcia menor
dos patdgenos de ovinos, quando comparados aos de
origem bovina.

A elevada resisténcia dos isolados a novobioci-
na, fato observado neste trabalho, difere do descrito
por FREITAS et al. (2005), que encontraram maiores
taxas de sensibilidade isolados de mastite para a novo-
biocina (71%). Contudo, foi observada concordancia
para os valores elevados de resisténcia tanto para a
amoxicilina quanto para a penicilina. A amoxicilina
pertence ao mesmo grupo de antibidticos betalactami-
cos e geralmente os isolados de Staphylococcus spp.
sdo bastante resistentes (acima de 70%) a penicilina
G, bem como ampicilina e carbenicilina (TAVARES,
2000). Porém, LANGONI et al. (2000), avaliando a
eficacia do tratamento da mastite por meio da admi-
nistragdo da amoxicilina, enrofloxacina e a associag¢ao
de ambos, encontraram 84,6% e 75% de sensibilidade
para agentes isolados de casos de mastite subclinica e
clinica, respectivamente.

As maiores taxas de susceptibilidade foram
observadas para a associagao de lincomicina com es-
treptomicina (86,02%), josamicina com trimetoprim
(67,44%) e doxiciclina (61,44%) (Figura 1). As asso-
ciacdes entre antimicrobianos aumentam as taxas de
susceptibilidade dos isolados bacterianos, devido ao
aumento do espectro de agdo, fato este importante, ja
que a mastite ¢ uma enfermidade de etiologia multipla,
sendo isolados microrganismos gram positivos e gram
negativos (LANGONI et al., 2000).

FIGURA 1. Percentual de sensibilidade
aos antimicrobianos de isolados de mastite
ovina. NOV (novobiocina); LIN (lincomi-
cina); ERI (eritromicina); AMO (amoxici-
lina); JOS (josamicina); EFT (ceftiofur);
JOT (josamicina + trimetoprim); DOX
(doxiciclina); CFE (cefalexina); LIS
(lincomicina + estreptomicina).
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CONCLUSOES

Neste estudo, observou-se que os Staphylo-
coccus spp sao os agentes comumente envolvidos nos
casos de mastite subclinica em ovelhas. A associagio
entre lincomicina + estreptomicina e josamicina +
trimetoprim foi a mais eficiente nos testes de sensibi-
lidade in vitro contra os agentes da mastite ovina.
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