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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi de avaliar a contagem bacteriana total e identificar bactérias encontradas no leite de
ovelhas, com cria ao pé, em diferentes estagios de lactagdo. Foram utilizadas oito ovelhas, avaliadas em trés fases de
lactagdo (3, 18 e 33 dias ap0s 0 parto). As contagens bacterianas totais encontradas neste trabalho ndo sugerem aumento
ou diminuicdo conforme o tempo de lactacdo, embora demonstrem que 0s animais apresentam variagdes consideraveis
nas contagens bacterianas sem apresentarem alterages fisicas da glandula maméria. Foram identificados
Staphylococcus spp. em todas as amostras e bacilos gram negativos em 87,5%. Além destes, foram encontradas
Streptococcus spp. e cocos gram negativos. Poucos estudos foram realizados sobre contagem bacteriana normal em leite
de ovelhas, no entanto, este trabalho sugere que ndo existam muitas diferengas na contagem bacteriana total conforme a
evolucdo da lactacdo e também que diferencas significativas de contagens podem ser encontradas entre animais sem
estarem associadas a mastite clinica.
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SUMMARY

The aim of this study was to evaluate the total bacterial count and identify bacteria found in the milk of sheep, with the
foot creates, at different stages of lactation. We used eight sheep, valued at three stages of lactation (3, 18 and 33 days
after birth). The total bacterial counts found in this study do not suggest an increase or decrease as time of lactation,
while demonstrating that they show considerable variations in bacterial counts showing no physical changes of the
mammary gland. Were identified Staphylococcus spp. in all samples and gram negative bacilli in 87.5%. Besides these,
were found Streptococcus spp. cocci and gram negative. Few studies have been conducted on normal bacterial count in
milk from sheep, however, this work suggests that there are many differences in the total bacterial count as the
development of lactation and also counts significant differences can be found between animals without being associated
with mastitis clinic.
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INTRODUCAO

A ovinocultura tém se destacado no
agronegocio brasileiro e a tendéncia é que se mantenha
em expansdo. Com maior representatividade nos
estados da Bahia, Ceard, Piaui, Pernambuco, Rio
grande do Norte, Rio Grande do Sul, Parand e Mato
Grosso do Sul, a ovinocultura pode produzir 13, carne e
leite, tendo como subprodutos comercializaveis artigos
finos e muito valorizados no  mercado
(AGRICULTURA, 2012).

Alguns fatores relacionados a sanidade sdo
considerados limitantes na producdo de ovinos, dentre
eles, se destaca a mastite, que pode desencadear
prejuizos econdmicos consideraveis tanto limitando a
producdo de leite como a de borregos, ocasionando
mortalidade destes, assim como gastos com assisténcia
veterindria, tratamento e substituicdo de matrizes
(SANTOS et al., 2007).

A mastite é a inflamacdo da glandula mamaria

caracterizada por alteragbes fisicas, quimicas e
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bacterioldgicas no leite e alteracBes no tecido glandular
(BLOOD et al.,, 1994), ocasionada geralmente pela
colonizacdo e infeccdo por diversos tipos de micro-
organismos, destacando-se as bactérias (BRITO et al.,
2007). Compromete a qualidade do leite produzido,
podendo levar a perda total da capacidade de secrecdo
da glandula mamaria.

O micro-organismo instala-se, coloniza e
multiplica-se na glandula mamaéria, nutrindo-se dos
componentes presentes no leite. Esse processo causa
danos ao tecido mamaério devido a producéo de toxinas
pelos micro-organismos, que atraem leucdécitos levando
a um quadro inflamatério. Uma vez que exista
inflamacdo, as paredes dos vasos sanguineos dilatam e
outras substancias presentes no sangue passam para 0
leite. Entre elas estdo os ions de cloro e sédio, que ddo
ao leite um sabor salgado, e enzimas que causam
alteracBes na proteina e na gordura (BRITO et al.,
2007), interferindo nas caracteristicas fisicas, quimicas
e sensoriais do leite (SANTOS et al., 2007).

A inflamacdo na glandula maméria pode
ocorrer nas diversas espécies de mamiferos domésticos
e selvagens e, também, em humanos. Na vida natural,
as fémeas ndo apresentam frequentemente esta
inflamacdo, jA que a produgdo de leite é regulada
conforme a necessidade do filhote. No entanto, na
producdo de animais de espécies e racas com aptiddo
leiteira, promoveu-se, através do melhoramento
genético e do manejo, um aumento significativo na
producdo chegando a 20 vezes a necessidade de leite
dos filhotes (ALVES, 2008).

O diagnostico de mastite clinica é simples,
visto que o animal apresenta sinais evidentes de
inflamagdo da glandula e o leite esta visivelmente
anormal. J& o diagndstico de mastite subclinica é mais
complexo, uma vez que o leite tem aspecto normal e
ndo ha sinais visiveis de inflamagdo do Ubere,
caracterizando-se apenas por diminuicdo da produgéo
leiteira e por aumento do nimero de células somaticas
no leite. O diagndstico rapido de mastites subclinicas
em ovelhas pode ser realizado na prdpria propriedade

através de testes como o CMT (California Mastitis
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Test), que detecta de forma indireta o aumento do
numero de leucocitos e células de descamagao no leite
(DRESCHER et al., 2010). Segundo Domingues et al.
(2006) e Peixoto et al. (2010), o CMT é um método
muito utilizado para bovinos, tendo um valor limitado
para a deteccdo de mastite subclinica em ovinos e
caprinos, uma vez que é menos seguro e considerado
subjetivo. Os resultados encontrados para bovinos
apresentam diferencas quando comparados com 0s
encontrados em pequenos ruminantes, apresentando
melhor conjunto de sensibilidade e especificidade
quando empregado em bovinos. Peixoto et al. (2010)
relatam que a utilizacdo do CMT para o diagnéstico da
mastite subclinica em cabras e ovelhas deve ser
associado a técnica da lactocultura. Porém, para uma
maior seguranca, o teste microbiolégico deve ser
utilizado paralelamente ao CMT (SILVA et al., 2010).
Outro teste usado na detec¢do de mastite em animais é
a contagem de células somaticas (CCS) no leite. Este
método é realizado em laboratdrio e apresenta
resultados fidedignos (CLEMENTS et al., 2003). No
entanto, apesar da disponibilidade destes testes, o
padrdo-ouro para o diagnéstico de mastite é a
contagem bacteriana total e diferencial em todas as
espécies animais.

A mastite tem sua importancia reconhecida na
ovinocultura ha muito tempo, tendo descrigdes,
segundo Fernandes e Cardoso (1985) na Europa desde
1836, em locais onde a producéo de leite de ovinos tem
importancia econémica. No Brasil, sdo escassas as
informagdes referentes a mastite em ovinos. A primeira
descri¢do ocorreu em 1985, por estes mesmos autores,
que relataram um surto de mastite causada por
Staphylococcus spp. no Rio Grande do Sul.
Recentemente, o interesse por mastite tem aumentado
também em relagdo a rebanhos destinados a producédo
de carne, pois a doenca pode levar a reducdo no ganho
de peso dos cordeiros e causar aumento na mortalidade
(DOMINGUES e LEITE, 2012).

Segundo  Domingues et al.  (2006),
corroborado por Santos et al. (2007), os principais
agentes etiolégicos responsaveis pela mastite aguda em
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ovinos, em associacdo ou ndo com outros micro-
organismos, sdo Staphylococcus aureus e Pasteurella
haemolytica, abrangendo 80% dos casos. Outros
patégenos de menor frequéncia também ja foram
descritos, entre eles Streptococcus spp., Pseudomonas
aeruginosa, Corynebacterium spp., diversas bactérias
da familia Enterobacteriaceae, entre elas Escherichia
coli, Enterobacter faecalis e Klebsiella spp.
(CONTRERAS et al., 2007; DRESCHER et al., 2010;
PEIXOTO et al, 2010), Acinetobacter spp.,
Aeromonas spp. e Alcaligenes faecalis (DRESCHER et
al., 2010), Micrococcus spp. e fungos (PRESTES et al.,
2002). Na forma subclinica da mastite, além destes
agentes, podem  também  estar  envolvidos
Staphylococcus coagulase-negativos, Corynebacterium
spp. (VAZ, 1996) e Streptococcus spp. (WATKINS et
al., 1991; ALBENZIO et al., 2002; BATAVANI et al.,
2003; SANTOS et al., 2007; SILVA et al., 2010).

A mastite pode afetar tanto racas leiteiras
como racgas produtoras de carne, tendo prevaléncia
baixa, podendo aumentar esporadicamente. Casos de
mastite clinica sdo estimados abaixo de 5%, enquanto
que em mastite subclinica podem chegar entre 5% a
30% (BERGONIER e BERTHELOT, 2003;
CONTRERAS et al., 2003).

Considerando o reduzido nimero de artigos
com a etiologia e prevaléncia de mastite ovina na
regido, o presente trabalho tem como objetivo avaliar a
contagem bacteriana total e identificar bactérias
encontradas no leite de ovelhas, com cria ao pé, em

diferentes estagios de lactacao.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Campus Avanc¢ado
de Umuarama da Universidade Estadual de Maringa
(UEM). Foram utilizadas oito ovelhas em lactacdo do
Laboratério de Criacdo e Reproducdo Animal - UEM.
As coletas foram feitas em trés diferentes fases de
lactacdo das ovelhas, a primeira coleta (dia 1) foi
realizada no terceiro dia pds-parto, a segunda no 18°
dia (dia 2), e a terceira (dia 3) no 33° dia. Os tetos

foram higienizados com &lcool etilico 70° e secos com
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papel toalha descartdvel. A ordenha foi feita
manualmente e a coleta individual para cada teto sendo
0s primeiros jatos  desprezados. O exame
microbiolégico foi realizado no Laboratério de
Microbiologia Animal — UEM, onde as amostras
recém-coletadas foram semeadas por esgotamento em
agar sangue desfibrinado de ovelha a 5%, &gar
MacConkey e agar Baird Parker (Himedia) e semeados
em superficie (100uL) em agar para contagem padréo —
PCA (Himedia). Todas as placas foram incubadas a
37°C por 24/48 horas. As colbnias foram identificadas
por caracteristicas morfotintoriais e bioquimicas.

Para avaliacdo do efeito do tempo
sobre a contagem bacteriana total no leite de
ovelhas, com cria ao pé, em diferentes estagios de
lactacdo, foi considerado um delineamento
inteiramente casualizado com oito repeticdes.
Antes da anéalise estatistica, os dados foram
transformados pela funcdo log(y) e, como a
hipotese de normalidade dos mesmos ndo foi
verificada, pelo teste de Shapiro-Wilk (p<0.05),
realizou-se uma analise ndo paramétrica. A fim de se
verificar o efeito do teto, comparou-se, em
cada tempo, os tetos direito e esquerdo pelo
teste das ordens assinaladas de Wilcoxon e,
como esses ndo diferiram estatisticamente
entre si (p>0,05), calculou-se a média entre os
mesmos para cada animal, em cada tempo
observado. A partir desses resultados, foi
realizada a analise de varidncia através do
teste de Friedman, com pos-teste de Dunn, ao
nivel de significancia de 5% de probabilidade
(Graphpad Prism® v.5.03 (2009) - GraphPad
Software©, USA). Os resultados para a
identificagdo bacteriana estdo descritos em
funcéo da

prevaléncia  das espécies

encontradas nas amostras coletadas.

RESULTADOS E DISCUSSAO
As contagens bacterianas totais encontradas
neste trabalho (Tabela 1) ndo sugerem aumento ou
diminuicdo das contagens bacterianas totais (CBT)
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conforme o tempo de lactagdo, ndo sendo encontrada
diferenca estatisticamente significativa entre
as CBT nos trés dias observados (p>0,05). Ou
seja, ha fortes evidéncias de que o nimero de

bactérias totais, encontradas neste estudo, nao

sofre alteracdo em funcdo do
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tempo de

lactacdo avaliado, embora demonstrem que 0s

animais apresentam variagOes

contagens bacterianas.

consideraveis nas

Tabela 1. Contagem bacteriana total (CBT) em amostras de leite de ovelha em diferentes fases de lactacdo (UFC/mL)

(Umuarama, 2012).

Dia 1 Dia 2
Animal Direito Esquerdo Direito Esquerdo Direito Esquerdo
A 0,27 x 10° 0,76 x 10° 0,13 x 10° 0,11 x 10° 0,16 x 10° >15,0 x 10°
B 0,04 x 10° 0 2,00 x 10° 1,40 x 10° 0,70 x 10° 0,87 x 10°
C >15,0 x 10° 0,01 x 10° 5,00 x 10° 2,20 x 10° >15,0 x 10° 12,0 x 10°
D - >15,0 x 10° - 5,00 x 10° - 6,00 x 10°
E 0,03 x 10° 0,12 x 10° 0,39 x 10° 0,26 x 10° 0,01 x 10° 0,01 x 108
F 0 0 0,05 x 10° 0,01 x 10° 0,36 x 10° 0,13 x 10°
G 10,54 x 103 0 0,02 x 10° 0,16 x 10° 0,01 x 103 0,02 x 103
H 0,18 x 10° 0,30 x 10° 0 0,36 x 10° 0 0,01 x 10°

Dia 1, 2 e 3=13° 18° ¢ 33° dias pds-parto, respectivamente.

Tabela 2. Média, entre tetos esquerdo e direito, da
contagem bacteriana total (CBT) em amostras de leite
de ovelha em diferentes fases de lactacdo (UFC/mL)
(Umuarama, 2012).

Média (log/mL)

tl 2 3
2,6561 2,0777 3,1901
0,8010 3,2236 2,8923
2,5880 3,6990 4,1276
2,0880 1,8495 1,8891
1,7782 2,5030 1,0000

0 1,9065 2,3351
2,0114 1,1505 1,1505
2,3662 1,2782 0,5000

*dados transformados por log

Considerando a instrugdo normativa nimero
62 de 29 de dezembro de 2011 do Ministério da
Agricultura, Pecuaria e Abastecimento, a CBT maxima
permitida é de 1 x 10* UFC/mL na contagem padrdo
em placas. Das amostras estudadas, quatro
apresentaram crescimentos superiores a 15 x 103
UFC/mL (ndo foram realizadas dilui¢cbes seriadas
acima deste limite). No entanto, esta normativa refere-
se a leite bovino para consumo humano, servindo
apenas como indicador de qualidade e inflamacdo da
glandula mamaria. As demais amostras encontraram-se

dentro do limite estipulado pela normativa, o qual esta

foi extrapolado para leite ovino.

Embora a mastite possa ocorrer em qualquer
momento da lactagdo, segundo Vaz (1996), é mais
frequente ao redor da terceira e quarta semanas apos o
parto, possivelmente pelo pico de producdo de leite
neste periodo. No estudo de Silva et al. (2010), a fase
da lactacdo em que os animais foram mais acometidos
pela mastite clinica e subclinica foi o terco médio da
lactacdo, correspondendo a 70,7% dos animais.
Segundo Watkins et al. (1991), mudangas no
metabolismo enddcrino e no sistema imune de ovelhas
ocorrem com o aumento do nimero de lactacdes,
aumentando assim a susceptibilidade e a sensibilidade
a mastite, o que pode explicar a maior ocorréncia da
enfermidade em ovelhas mais velhas. Casos de mastite
no periodo pds-desmame sdo provavelmente reflexos
de infeccbes ndo detectadas durante a lactagdo
(DOMINGUES e LEITE, 2012).

A importancia dos micro-organismos do leite
revela que o conhecimento sobre o indice de
contaminacdo microbiana neste produto pode ser usado
no julgamento de sua qualidade intrinseca, bem como
das condicGes sanitarias de sua producéo e da salde do
rebanho (GUERREIRO, 2005).

A identificagdo bacteriana (Tabela 3) mostra

os tipos bacterianos encontrados nas amostras de leite
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estudadas. Os resultados encontrados neste trabalho
identificaram cepas de Staphylococcus spp. em todos
0s animais avaliados e em 87,5%, bacilos gram
negativos. Estes resultados aproximam-se dos
apresentados por Domingues et al. (2006), Contreras et
al. (2007) e Santos et al. (2007), que demonstraram S.
aureus e Pasteurella haemolytica em 80% dos casos de
mastite clinica. Além destes micro-organismos, foram
encontradas Streptococcus spp., COC0S gram negativos
e Corynebacterium spp., corroborando com Watkins et
al. (1991), Vaz (1996), Albenzio et al. (2002),
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Batavani et al. (2003); Contreras et al., (2007); Santos
et al. (2007), Drescher et al. (2010), Peixoto et al.
(2010) e Silva et al. (2010). No entanto, todos estes
estudos citados descrevem o0s principais patogenos
bacterianos encontrados em casos de mastite clinica e
subclinica, ao contrario dos micro-organismos aqui
descritos, que foram encontrados também em animais
sem sinais clinicos de mastite, mostrando assim, que
apenas a presenca destes micro-organismos no leite ndo

é caracteristica obrigatoria para a infecgdo clinica.

Tabela 3. Identificagdo bacteriana em amostras de leite de ovelha em diferentes fases de lactacéo.

Animal Dial Dia 2 Dia 3
A Staphylcécgﬁlcus SPp- Staphylococcus spp. Staphylococcus spp.
Staphylococcus spp.
CGN Streptococcus spp.
B BGN Corynebacterium spp. CGN
Corynebacterium spp.
c BGN Staphylococcus spp. Staphylgcg;ilcus SPp.
Neisseria spp. CGN CGN

Staphylococcus spp.

D Staphylococcus spp. Corynebacterium spp. Staphylococcus spp.
E BGN Staphylcéc((;)’c\lcus spp. CGN
= BGN BGN Staphyl?:cgﬁlcus spp.
Staphylococcus spp. BGN
G Staphylococcus spp. BGN Corvnebacterium s
Corynebacterium spp. y Pp-
Staphylococcus spp.
H BGN BGN Staphylococcus spp.
CGN CGN BGN

Corynebacterium spp.

BGN: bacilos gram negativos; CGN: cocos gram negativos

Poucos estudos e relatos de prevaléncia e
incidéncia de mastite foram realizados em ovinos.
Segundo Contreras et al. (2007), a incidéncia da
mastite clinica é inferior a 5%, enquanto que a
subclinica apresenta valores entre 5 e 30%. A mastite
clinica foi estudada na Inglaterra por Madel (1981),
que encontrou lesGes clinicas em 12,8% dos Uberes de
ovelhas abatidas. Segundo Blood e Radostits (1991),
pesquisa realizada no Reino Unido mostrou que a
mastite foi responsavel por 8,4% das mortes de ovelhas
e mais de 34% das mortes de cordeiros.

Segundo Ladeira (1998), a incidéncia de
mastite ovina no Brasil é pouco conhecida. O primeiro
relato foi realizado por Fernandes e Cardoso em 1985

no Rio grande do Sul, descrevendo um surto de 10%

dos animais com mastite clinica e 8,75% com fibrose
da glandula mamaria, causados por Staphylococcus
aureus. Apos este, relatos foram feitos em alguns
estados brasileiros caracterizando mastite clinica em
ovinos com diferentes prevaléncias (LADEIRA, 1998;
COSTA et al., 2001; OLIVEIRA, 2007; SILVA et al.,
2010). A mastite subclinica, com prevaléncias variadas
causadas por diversos micro-organismos foi estudada
no Brasil por Vaz (1996), Coutinho et al. (2006) e
Domingues et al. (2006).

Segundo Vaz (1996), duas sdo as situacbes
epidemiolGgicas de mastite em ovinos: a primeira
relata a grande presenca de Pasteurella haemolytica
associada a mastite em ovelhas com borrego ao pé; a

segunda relata maior prevaléncia de Staphylococcus
Rev. Cién. Vet. Saude Puabl., v. 1, n. 1, p. 022-028, 2014



aureus para ordenha manual. A pasteurela pode ser
encontrada na boca e faringe do cordeiro, fazendo com
que seja transmitida diretamente ao teto durante o ato
de mamar quando a ovelha esta com o cordeiro ao pé.
Segundo Blood e Radostits (1991), durante surtos de
mastite causada por esta bactéria, podem ocorrer casos
de pneumonia em cordeiros associados. Também a
ocorréncia de surtos pela P. haemolytica em ovelhas,
quando criadas no pasto, podem estar relacionados com
0 habito dos ovinos dormirem, diretamente no chao em
cama ou terra contaminada. Apesar de ndo identificado
pela auséncia de provas bioquimicas, bacilos gram
negativos foram encontrados neste estudo, sugerindo
que apenas a sua presenga nao € fator necessario para a
ocorréncia de mastite, podendo fazer parte da
microbiota normal do tecido mamario.

Segundo Fagundes e Oliveira (2004), o
isolamento de S. aureus em mastite ovina demonstra a
necessidade da implantacdo de medidas sanitarias
visando minimizar os danos causados por esta bactéria
e também considerando que este micro-organismo €
um agente importante para a sadde publica.

N&o existem ainda muitos estudos sobre a
contagem bacteriana normal em leite de ovelhas no
Brasil e no Mundo, no entanto, este trabalho sugere
que ndo ocorram muitas diferengas na contagem
bacteriana total conforme a evolucdo da lactacdo e
também que diferencas significativas de contagens
podem ser encontradas entre animais sem estarem
associadas a mastite clinica, no entanto, sdo necessarias
mais pesquisas relacionadas a glandula maméria sadia
e com mastite clinica e subclinica em ovinos no Estado

do Parana.
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