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Etiologia e perfil de sensibilidade antimicrobiana dos
isolados bacterianos da mastite em pequenos ruminantes
e concordancia de técnicas empregadas no diagndstico!
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ABSTRACT.- Peixoto R.M., Franca C.A., Souza Junior A.F., Veschi J.L.A. & Costa M.M.
2010. [Etiology and profile of antimicrobial sensitivity of bacteria from small ruminant
mastitis and relationship of diagnostic techniques.] Etiologia e perfil de sensibilidade
antimicrobiana dos isolados da mastite em pequenos ruminantes e concordancia de técnicas
empregadas no diagndstico. Pesquisa Veterindria Brasileira 30(9):735-740. Campus Ciéncias
Agrarias, Universidade Federal do Vale do Sao Francisco, Rodov. BR 407 Km 12, Lote 543,
Projeto de Irrigacdo Senador Nilo Coelho s/n, Petrolina, PE 56300-990, Brazil. E-mail:
mateus.costa @ univasf.edu.br

Mastitis is an inflammation of mammary gland, that are important in milking breed as well in
meat ones. It is associated with serious reduction in milk production and quality, lambs weight
gain reduction and mortality The goal of this work was determine the major etiologic agents of
goat and sheep mastitis, as well as antimicrobial drug—resistance patterns and the agreement
between two different diagnostic tools. We visit 25 goat, sheep, and goat and sheep farms in
Pernambuco and Bahia State, and a total of 439 goats and 76 sheep milk samples were collected.
To diagnose of small ruminant mastitis were compared two tests: Milk culture and California
Mastitis Test (CMT). The bacterial drug-resistance pattern was determined by Kirby Bauer test.
Staphylococcus spp. was the most frequent bacteria isolated from goat and sheep mastitis
cases. Streptococcus spp., Corynebacterium spp. and gram-negative bacilli were isolated. It
was possible to observe the high sensitivity to antimicrobial drugs in all tested bacteria, being the
lower sensitivity percentage determined to nalidixic acid. Considering caprine mastitis diagnostic
the comparative analysis between microbiologic culture and shown a concordance degree of
K=0,17, although to ovine species these value was K=0,22. The use of CMT to subclinical
mastitis diagnostic in goat and ewes must be associated to milk bacterial culture.

INDEX TERMS: Pathogens, antimicrobial sensitivity, diagnostic, mastitis.

RESUMO.- A mastite é a inflamacéao da glandula mamaria
que acomete ragas de aptidao leiteira como também aque-
las voltadas para producéo de carne. Esta enfermidade
ocasiona sérias alteragdes na producao de leite e na sua
qualidade, redugdo no ganho de peso e mortalidade de
cordeiros. O presente estudo teve por objetivo conhecer
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0s principais agentes causadores de mastite em ovinos e
caprinos, bem como a sua susceptibilidade aos agentes
antimicrobianos, além de avaliar o grau de concordancia
entre testes diagndsticos. Foram visitadas 25 proprieda-
des durante a realizagcao do experimento, sendo criatérios
de caprinos, ovinos e rebanhos mistos, nos estados de
Pernambuco e Bahia. Coletou-se leite de 439 caprinos e
76 ovinos. Foi realizada lactocultura, o California Mastitis
Test (CMT) e o teste de sensibilidade aos antimicrobia-
nos. Além disso, determinou-se o grau de concordancia
entre os testes diagnosticos empregados. Foi constatada
uma maior freqiéncia de Staphylococcus spp. nos casos
de mastite em caprinos e ovinos, sendo observado ainda,
isolados de Streptococcus spp., Corynebacterium spp. e
bacilos gram negativos (BGN). Os isolados apresentaram
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alta sensibilidade aos antimicrobianos testados, sendo o
menor percentual de sensibilidade observado para o acido
nalidixico. Em relagao ao diagndstico da mastite caprina,
a analise comparativa entre o exame microbioldgico e o
CMT demonstrou um grau de concordancia igual a K=0,17,
enquanto que para a espécie ovina, este valor foi de
K=0,22. A utilizagdo do CMT para o diagnéstico da mastite
subclinica em cabras e ovelhas devera ser associado a
técnica da lactocultura.

TERMOS DE INDEXAGAO: Patégenos, sensibilidade antimi-
crobiana, diagndstico, mastite.

INTRODUCAO

A producéo de ovinos e caprinos no semi-arido € uma ativi-
dade relacionada a agricultura familiar, possuindo um forte
compromisso com o desenvolvimento regional. No entanto,
alguns problemas de ordem sanitaria acarretam diminuigéo
do potencial produtivo dos animais. Dentre estes proble-
mas, destaca-se a mastite, que se caracteriza por um pro-
cesso inflamatdrio da glandula mamaria, provocado na sua
maioria por microrganismos (Silva et al. 2001). Dentre as
formas de mastite, a mastite clinica é facilimente diagnosti-
cada por alteragbes no leite e no Ubere, enquanto que a
subclinica necessita de ferramentas diagnésticas para de-
teccdo do aumento da contagem de células somaticas (CCS)
(Ladeira 1998, Anderson et al. 2004).

Segundo Contreras et al. (2007), a incidéncia da mastite
clinica em pequenos ruminantes & inferior a 5%, no entan-
to para a subclinica este percentual situa-se entre 5 e 30%.
Os principais géneros bacterianos encontrados em casos
de mastite em pequenos ruminantes sao: Staphylococcus
spp., Streptococcus spp., Corynebacterium spp., Pseudo-
monas sp., a Mannheimia haemolytica e algumas espéci-
es de fungos, porém menos frequentes (Bergonier &
Berthelot 2003, Gonzalo et al. 2004, Contreras et al. 2007).
Em ovinos, Staphylococcus aureus e Pasteurella haemo-
lytica sao responsaveis por 80% dos casos de mastite
aguda, enquanto que Staphylococcus coagulase negativa
(SCN) e Corynebacterium spp. séo causadores da maioria
dos casos de mastite subclinica (Vaz 1996).

Na mastite clinica, embora envolva os sinais clinicos
caracteristicos da enfermidade como dor, edema nos quar-
tos afetados, o diagndstico nem sempre é facil. Da mes-
ma forma, o diagndstico da mastite subclinica é bastante
complicado e envolve a deteccao de células somaticas e
o cultivo bacteriano (Klaas et al. 2004). Os métodos dire-
tos empregados no diagndstico da mastite baseiam-se na
identificacao do agente etioldgico mediante a demonstra-
¢c&o da presencga de microrganismos nas amostras de leite
encaminhadas aos laboratdrios. Por outro lado, os testes
indiretos se fundamentam em varios critérios de evolucao
de intensidade da reagao inflamatdria (Mota 2008).

Varios testes podem ser utilizados para determinar a
contagem de CCS no leite, como o California Mastitis Test
(CMT), o Wisconsin Mastitis Test(WMT) e a CECS (Conta-
gem eletronica de células somaticas) (Schroder & Hamman
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2005). A contagem de células somaticas constitui a base
das técnicas de diagndstico indireto das mastites em todas
as espécies de ruminantes leiteiros (Mota 2008). A maioria
das diferencas entre caprinos e ovinos que afetam o diag-
ndéstico da mastite é relacionada ao CCS. Estas diferengas
sa0, principalmente, em virtude da alta CCS em cabras nao
infectadas, o alto componente apécrino na secregéo do lei-
te e 0 elevado numero de fatores nao infecciosos que po-
dem incrementar a contagem de células somaticas em ca-
bras quando comparado com ovelhas (Paape et al. 2001).

Dessa forma é importante o conhecimento dos agentes
causadores da mastite em ovinos e caprinos, bem como a
determinagéo de sua sensibilidade aos agentes antimicrobia-
nos, a fim de permitir o estabelecimento de uma terapia pla-
nejada com maiores chances de sucesso. Além disso, faz-
se necessario estudo acerca da correlacdo entre técnicas
diagnésticas voltadas para a mastite, principalmente na es-
pécie caprina em decorréncia das particularidades encontra-
das na fisiologia da glandula maméria nesta espécie.

MATERIAL E METODOS

Foram visitadas 25 propriedades, sendo 17 criatérios de capri-
nos, seis de ovinos e dois rebanhos mistos, nos estados de
Pernambuco e Bahia. As criagbes de caprinos eram destina-
das a produgéo de leite, com animais de diferentes idades,
estagios de lactacao, sistemas de criagdo, com o emprego da
ordenha manual. Os ovinos eram criados para a produgéo de
carne, sendo a amostragem constituida por fémeas recém-
paridas, em diferentes idades, ragas e sistemas de criagdo.
Coletou-se leite de 439 caprinos e 76 ovinos, perfazendo um
total de 515 animais e 1.030 metades mamarias.

Para deteccdo da mastite subclinica foi utilizado o teste de
CMT. Este foi realizado conforme descricbes de Schalm &
Noorlander (1957). O leite de cabras e ovelhas foi coletado
apods a lavagem dos tetos, sendo que os trés primeiros jatos
foram desprezados. O leite foi entdo misturado ao reativo, con-
tendo detergente e purpura de bromocresol em uma superficie
plana. Em seguida foi observada a formagcéo de grumos, a
qual se apresentava com maior ou menor intensidade de acor-
do com a quantidade de células somaticas. Para a espécie
caprina a positividade foi considerada a partir do escore >2+,
enquanto que na espécie ovina considerou-se o escore >1+.

O isolamento bacteriano foi realizado a partir de leite cole-
tado antes da ordenha, apds lavagem e cuidadosa anti-sepsia
dos tetos com alcool a 70%, sendo que os trés primeiros jatos
foram desprezados. O leite foi coletado diretamente em fras-
cos estéreis, previamente identificados e colocados em caixas
isotérmicas com gelo e encaminhados imediatamente ao la-
boratdrio de Microbiologia e Imunologia da Universidade Fe-
deral do Vale do Sao Francisco (UNIVASF) para processa-
mento.

Volumes de 10pl de cada amostra foram semeados com
alca calibrada em cada quadrante de uma placa de Blood
Agar Base acrescido de 5% de sangue desfibrinado de carnei-
ro. Assim, foram consideradas positivas as placas que apre-
sentavam uma col6nia hemolitica e/ou aquelas que continham
quatro coldnias ndo hemoliticas ou mais com as mesmas ca-
racteristicas morfolégicas (Anderson et al. 1991). As bactérias
foram identificadas de acordo com caracteristicas morfoldgi-
cas, bioquimicas e tintoriais, conforme descrito por Quinn et al.
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(1994). Para identificagéo dos isolados pertencentes ao géne-
ro Staphylococcus foram realizados testes bioquimicos da co-
agulase, DNAse, utilizagdo da glicose semi-solida e manitol
semi-sélido, além dos meios purple agar base, esculina e
urease (Holt et al. 1994).

O perfil de sensibilidade dos microrganismos foi determi-
nado pelo método de difusdo em disco Kirby-Bauer modifica-
do (CLSI 2006). Os isolados foram semeados em caldo Muller
Hinton e incubados a 37°C até obtencao de turvagéao conforme
a escala 0,5 de Mac Farland. Com auxilio de um swab, os
isolados foram semeados em placas de Petri contendo agar
Muller Hinton. Logo ap6s foram aplicados os discos impregna-
dos com as drogas antimicrobianas que incluiram: gentamicina
(10pg), estreptomicina (10ug), neomicina (30pg), ceftriaxona
(80pg), eritromicina (15ug), lincomicina (02ug), oxacilina
(01pg), ampicilina (10ug), amoxicilina (10ug), acido nalidixico
(30pg), ciprofloxacina (05ug), norfloxacina (10ug), enrofloxa-
cina (5pg), tetraciclina (30pg), doxiciclina (30ug) e rifampicina
(05pg). As placas foram incubadas em estufa por 24h a 37°C.
Ap0s a leitura dos halos foi determinado o perfil de sensibilida-
de e resisténcia dos isolados.

Empregou-se a técnica de estatistica descritiva por meio
da distribuicdo das frequéncias relativa e absoluta para os
achados microbioldgicos. Para o célculo do indice Kappa e da
concordancia entre os testes utilizou-se o WIN EPISCOPE 2.0
(Thrusfield 2004).

RESULTADOS

Em relagéo ao diagndstico indireto da mastite caprina, das
816 amostras negativas no CMT, 687 (84,2%) também fo-
ram negativas no exame microbioldgico. Levando-se em
consideracao a positividade a partir do escore >1+, obser-
vou-se que das 119 amostras positivas no CMT, 75 (63,0%)
foram negativas no exame microbioldgico. Para a positivi-
dade ao escore 2 ou 3+, das 62 amostras positivas no CMT,
34 (54,8%) foram negativas no exame microbioldgico. Os
valores de concordancia entre o exame microbioldgico e o
CMT foram iguais a 78,6 e 81,4% para a positividade partir
dos escores >1+ e >2+, respectivamente. O indice Kappa
foiigual a K= 0,17, indicando uma concordancia pobre.
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Para a espécie ovina, observou-se que das 138 amos-
tras negativas no CMT, 101 (73,2%) também foram nega-
tivas no exame microbioldgico. A partir do escore >1 +,
das 14 amostras positivas no CMT, quatro (28,6%) foram
negativas no exame microbioldgico. A concordancia entre
0 exame microbioldgico e o CMT a partir do escore >1+ ou
>2+ foi de 73%, sendo o indice Kappa igual a K = 0,22,
sendo indicativo de uma concordancia fraca.

Os principais microrganismos isolados das amostras
de leite sdo listados no Quadro 1. No exame microbioldgico
do leite, na espécie caprina, das 878 amostras de leite
analisadas, observou-se que 17,9% (n=157) foram positi-
vas no exame microbioldgico. Nesta espécie animal foram
isolados Staphylococcus spp. (29,9%), Staphylococcus
aureus (16,9%), Staphylococcus hyicus (11,7%), Staphylo-
coccus caprae (7,8%), Staphylococcus intermedius (7,1%),
Staphylococcus epidermidis (6,5%), Staphylococcus
simulans (1,9%), Micrococcus spp. (9,7%), Streptococcus
spp. (2,6%), Corynebacterium spp. (1,9%) e enterobactérias
(3,9%). Na espécie ovina, das 152 amostras de leite ana-
lisadas, observou-se uma positividade de 30,9% (n=47),
sendo isolados Staphylococcus spp. (28,6%), Staphylo-
coccus aureus (14,3%), Staphylococcus hyicus (10,7%),
Staphylococcus intermedius (16,1%), Staphylococcus
epidermidis (12,5%), Staphylococcus saprophyticus (1,8%),
Streptococcus spp. (3,6%), Corynebacterium spp. (5,4%)
e enterobactérias (7,1%).

O perfil de sensibilidade antimicrobiana dos isolados
obtidos de casos de mastite caprina e ovina estdo na Fig.1.
Foram observados os seguintes percentuais de sensibili-
dade: aminoglicosideos (gentamicina = 92,39%, estrepto-
micina = 75,00% e neomicina = 56,74%); macrolideo
(eritromicina = 83,25%); lincosamida (lincomicina =
82,99%); beta-lactamicos (ceftriaxona = 81,60%, oxacilina
= 84,85%, ampicilina = 72,28% e amoxicilina = 61,49%);
quinolonas (enrofloxacina = 89,35%, norfloxacina = 84,81%,
ciprofloxacina = 87,82% e acido nalidixico = 21,74%);
tetraciclinas (doxiciclina = 95,11% e tetraciclina = 87,43%)
e rifampicina = 81,42%.

Quadro 1. Frequéncias? absoluta e relativa de bactérias de leite de cabras e
ovelhas nos estados de Pernambuco e Bahia, 2009

Caprinos Ovinos Caprino + Ovino
Bactéria isolada FA FR FA FR FA FR
Staphylococcus spp. 46 29,9 16 28,6 62 29,5
Staphylococcus aureus 26 16,9 08 14,3 34 16,2
Staphylococcus hyicus 18 11,7 06 10,7 24 11,4
Staphylococcus intermedius 11 71 09 16,1 20 9,5
Staphylococcus epidermidis 10 6,5 07 12,5 17 8,1
Staphylococcus caprae 12 7,8 - - 12 5,7
Staphylococcus simulans 03 1,9 - - 03 1,4
Staphylococcus saprophyticus - - 01 1,8 01 0,5
Micrococcus spp. 15 9,7 - - 15 71
Streptococcus spp. 04 2,6 2 3,6 06 2,9
Corynebacterium spp. 03 1,9 3 5,4 06 2,9
Enterobactérias 06 3,9 4 71 10 4,8
Total 154  100,0 56  100,0 210 100,0

2 FA = Frequéncia absoluta; FR= Frequéncia relativa.
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Fig.1. Percentual de sensibilidade aos antimicrobianos de iso-
lados de mastite ovina e caprina. GEN (gentamicina), EST
(estreptomicina), NEO (neomicina), CRO (ceftriaxona), ERI
(eritromicina), LIN (lincomicina), OXA (oxacilina), AMP
(ampicilina), AMO (amoxicilina), NAL (acido nalidixico), CIP
(ciprofloxacina), NOR (norfloxacina), ENO (enrofloxacina),
TET (tetraciclina), DOX (doxiciclina) e RIF (rifampicina).

DISCUSSAO

Quando se relacionou as técnicas empregadas no diag-
néstico da mastite em cabras, observou-se uma maior con-
cordancia entre o exame microbiolégico e o CMT para o
limiar >2+. Péssoa et al. (1999) encontraram os seguintes
valores de concordancia para os limiares >1+ e >2+, 59,85
e 71,43%, respectivamente. Em decorréncia do maior nu-
mero de células somaticas no leite de fémeas caprinas,
estudos apontam uma maior confiabilidade do CMT quan-
to a sua sensibilidade a partir do nivel de 2+. Contudo,
varios trabalhos demonstram uma ampla variacao para os
valores de concordéancia entre a positividade no CMT e a
lactocultura (Contreras et al. 1996, Bezerra et al. 20086,
Almeida 2009). Tonin & Nader Filho (2005), observaram
gue a concordancia entre o CMT e o0 exame microbiolégico
do leite para o escore tragos na espécie caprina foi o0 mais
elevado, denotando a importancia de se considerar qual-
quer grau de reatividade ao CMT, principalmente quando
se pretende realizar a triagem de casos de mastite subcli-
nica em cabras.

Na espécie ovina, nao foi observada variagao nos valo-
res de concordancia entre o exame microbioldgico e o CMT
para os limiares >1+ e >2+, sugerindo que o limiar de >1+
pode ser empregado. Avaliando amostras de leite de fé-
meas ovinas, Domingues et al. (2006) observaram que das
88 amostras positivas ao teste CMT, 14 (16,0%) apresen-
taram resultados negativos no cultivo microbioldgico. O
uso do CMT também apresenta limitagdes quando aplica-
do na espécie ovina, ja que o teste foi inicialmente desen-
volvido para espécie bovina, apresentando melhor conjun-
to de sensibilidade e especificidade quando empregado
nesta espécie (Maisi et al. 1987). Nunes et al. (2008) reco-
mendam o escore 1+ do CMT para a discriminacao entre
as fémeas ovinas positivas e negativas para a mastite
subclinica, considerando que este escore apresenta boa
especificidade sem comprometer demasiadamente a sen-
sibilidade.

Os microrganismos mais frequentes neste estudo fo-
ram os Staphylococcus spp. 0 que corrobora com varios
outros estudos sobre a etiologia da mastite caprina e ovi-
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na no Brasil (Mota et al. 2000, Langoni et al. 2006, Coutinho
et al. 2006, Domingues et al. 2006, Almeida 2009, Bolsa-
nello et at. 2009). O isolamento de microrganismos do gé-
nero Staphylococcus reforga a sua importancia na etiologia
de mastite subclinica (Contreras et al. 2007).

Observou-se neste estudo, elevada frequéncia da es-
pécie Staphylococcus aureus (16,2%). Na Nigéria, Ameh
& Tari (2000) evidenciaram maior frequéncia de S. aureus
(87%) em rebanhos de cabras leiteiras em contraste com
a presenca dos SCN (6%). O isolamento de S. aureus de-
monstra a necessidade da implantagédo de medidas sani-
tarias visando minimizar os danos causados por esta es-
pécie. Além disso, trata-se de um agente relevante para a
saude publica, principalmente devido a presencga de toxi-
nas (Fagundes & Oliveira 2004). De acordo com Freitas et
al. (2004), varios trabalhos foram realizados sobre este
microrganismo, contudo outros estudos sdao necessarios
para se compreender melhor o envolvimento desta bacté-
ria na etiologia de doencgas que acometem humanos e ani-
mais, desde o tecido cuténeo até infeccdes sistémicas.

Neste trabalho, 12,5% dos isolados provenientes do
leite de ovelhas pertenciam a espécie S. epidermidis. De
acordo com Bergonier et al. (2003), dentre as espécies de
SCN mais prevalentes em ovelhas tem-se em ordem de-
crescente de importancia o Staphylococcus epidermidis,
S. xylosus, S. chromogenes e S. simulans. Com relagao a
espécie caprina, 7,8% dos isolados eram Staphylococcus
caprae, sendo esta considerada a espécie de maior ocor-
réncia dentre os SCN (Bergonier et al. 2003).

Neste trabalho também foram isolados bacilos gram
negativos (4,76%) pertencentes a familia Enterobacteria-
ceae. O isolamento de microrganismos da familia Entero-
bacteriaceae associada a mastite clinica € um achado
comum. As enterobactérias sao consideradas importan-
tes agentes das mastites ambientais (Prestes et al. 2002).
Ribeiro et al. (2007) relataram a primeira ocorréncia de um
caso de mastite gangrenosa causada por trés agentes in-
fecciosos distintos em uma fémea da espécie caprina, na
qual foi observado um quadro clinico com alteragdes sis-
témicas, sendo constatada a presenca de Staphylococ-
cus aureus, Clostridium perfringens e E. coli.

Observou-se alta frequéncia de isolados sensiveis aos
antimicrobianos avaliados neste trabalho, sendo o menor
percentual de sensibilidade para o acido nalidixico. Pou-
cos sao os trabalhos que tém como resultados a identifi-
cacao de cepas com pouca sensibilidade ao grupo das
quinolonas, sendo relatado o desenvolvimento de resis-
téncia apenas em casos experimentais, depois de repeti-
das passagens, aparecendo de forma lenta e gradual
(Scheer 1987). Alguns estudos realizados no Brasil de-
monstraram a presenca de sensibilidade entre os diferen-
tes patdgenos isolados de casos de mastite em caprinos
e ovinos (Silva et al. 2004, Coutinho et al. 2006, Almeida
2009), principalmente para a gentamicina (Mota et al. 2000,
Langoni et al. 2006, Domingues et al. 2006).

Os grupos de antimicrobianos utilizados na terapia hu-
mana e veterinaria sdo os mesmos e com isto a resistén-
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cia cruzada pode ocorrer. Desta forma, estes patdgenos
podem representar um risco a saude publica, especialmente
pelo consumo de queijo cru (Contreras et al. 2007). Aliado
aisto, o uso indiscriminado de antibiéticos pode favorecer
a selecao de microrganismos resistentes e tem se tornado
um problema de saude publica. A detecgao de cepas de
S. aureus resistentes aos aminoglicosideos deve ser con-
siderada uma preocupac¢éao para saude publica, dado ao
mecanismo similar para cepas isoladas em humanos (Goni
et al. 2004).

Lollai et al. (2008) analisaram o perfil e a evolucao da
resisténcia antimicrobiana de patdgenos da mastite ovina
entre o periodo de 1995 e 2004, identificando que a resis-
téncia de Staphylococcus spp. a penicilina foi menor do
que o relatado em outros estudos (4,1% de cepas resis-
tentes de S. aureus e 15,3% para Staphylococcus coagu-
lase negativa). Indices maiores de resisténcia foram ob-
servados para aminoglicosideos. Os autores concluiram
que o perfil encontrado parece confirmar a menor resistén-
cia dos patdgenos de ovinos, quando comparados aos de
origem bovina.

Os resultados demonstram que na caprinocultura lei-
teira do sertdo da Bahia e Pernambuco, os principais paté-
genos envolvidos em casos de mastite subclinica séo
aqueles pertencentes ao género Staphylococcus spp. Os
rebanhos ovinos voltados para produgao de carne também
demonstram susceptibilidade a mastite. Os isolados bac-
terianos obtidos de casos de mastite deste estudo apre-
sentam um elevado percentual de sensibilidade para a
maioria dos grupos antimicrobianos. Entretanto, demons-
tra-se baixa sensibilidade para o acido nalidixico. A utiliza-
¢ao do CMT para o diagnéstico da mastite subclinica em
cabras e ovelhas devera sempre ser associado a técnica
da lactocultura.
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