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RESUMO
Dindmica da infeccdo intramamaria em ovelhas da raga Santa Inés acompanhadas
durante a lactacéo e seu impacto sobre a composic¢ao fisico-quimica do leite. - Objetivou-
se neste estudo, avaliar a dindmica da infeccdo intramamaria nas diferentes fases da lactacédo
(inicio, meio e final) e seu impacto sobre a composi¢éo fisico-quimica do leite em ovelhas da
raca Santa Inés. Foram acompanhadas 34 ovelhas primiparas e multiparas da raca Santa Inés
criadas em sistema semi-intensivo e submetidas ao mesmo manejo higiénico-sanitario e
nutricional durante todo o periodo de lactacdo, sendo avaliadas aproximadamente 10 dias
antes do parto (fase de formacdo do colostro), 15 dias p6s-parto (dpp), 30 dpp, 60 dpp e 90
dpp (desmame), momentos em que foi realizado exame clinico da glandula mamaéria. O
cultivo bacteriologico e o perfil de sensibilidade dos isolados foram realizados em todos 0s
momentos; e nos momentos pos-parto realizou-se também a contagem direta de células
somaticas (CCS) e avaliacdo fisico-quimica do leite (teor de gordura, proteina, lactose,
densidade, acidez Dornic, condutividade elétrica, pH e teor de cloretos). Baseado no
crescimento bacteriano, as amostras foram caracterizadas como provenientes de glandulas
sadias (G1) ou infectadas (G2) nos respectivos momentos. Foi empregada a analise de
variancia e calculada a estatistica F e seu respectivo nivel de significancia (p), e no estudo
descritivo das varidveis estudadas empregou-se a distribuicdo de frequéncias (%). Todas as
ovelhas foram negativas na sorologia para lentivirus. Foi observada elevacdo (P<0,05) na
contagem de células somaticas caracterizando o processo inflamatorio, com consequente
elevacdo, apesar de pequena intensidade no teor de gordura, proteina e cloretos e pH, e
reducdo no teor de lactose, sendo estas alteragdes mais marcantes na fase final de lactacdo. A
fase que precede o parto apresentou alto percentual de isolamento bacteriano de glandulas
aparentemente sadias, bem como, na fase inicial da lactacdo. O Staphylococcus coagulase
negativo foi o0 agente mais frequentemente isolado dos casos subclinicos, que prevaleceram. O
valor da contagem direta de células somaticas e o percentual de isolamento bacteriano, que
caracterizam a infeccdo intramamaria, apresentaram valores aumentados a medida que se
intensifica a reacdo do CMT. Uma alta sensibilidade antimicrobiana foi verificada para as
bactérias Gram positivas frente a ampicilina, cefalotina e cefoxitina e para as bactérias Gram

negativas houve uma boa sensibilidade frente a ampicilina, cefoxitina e sulfazotrim.

Palavras-chave: Infecc¢do intramamaria, fases da lactacdo, composicdo lactea, contagem de
células somaticas, etiologia, perfil de sensibilidade.



ABSTRACT
Dynamics of the intramammary infection in Santa Inés ewes during lactation and its
impact on the physical-chemical composition of milk. - This study aimed to evaluate the
dynamics of the intramammary infection on different stages of lactation (beggining, middle
and ending) and its impact in the physical-chemical composition of milk from Santa Inés
ewes. Thirty four primiparous and multiparous Santa Inés ewes raised under semi-intensive
and submitted to the same sanitary and nutritional management during all lactation period
were studied. The moments of evaluation and sampling were approximately 10 days before
parturition (colostrum formation phase), 15 days postpartum (dpp), 30 dpp, 60 dpp and 90
dpp (weaning), moments in which it was conducted clinical examination of the mammary
gland. The bacteriological and susceptibility profile of isolates were performed at all times;
and in the postpartum moments also perform the direct counting of somatic cells (SCC) and
physico-chemical evaluation of milk (fat, protein and lactose contents, density, Dornic acidity,
electric conductivity, pH and chloride content). Based on bacterial growth samples were
characterized as being from healthy (G1) or infected mammary glands (G2) in the respective
moments. Variance analysis was employed and the F statistics with its respective level of
significance (p) was calculated; in the descriptive study of the variables studied it was used a
frequency distribution (%).All ewes were seronegative for lentiviruses. It was observed an
elevation (P<0,05) in the somatic cell count, characterizing the inflammatory process with
consequent elevation, although mild, in the fat, protein and chloride contents, pH elevation
and reduction in lactose content, and those alterations were more significant in the final stage
of lactation. The pre-parturition phase showed a high percentage of bacterial isolation from
apparently healthy mammary glands, as well as at the end of lactation. Coagulase-negative
Staphylococcus was the most frequently isolated from subclinical cases, which prevailed. The
value of somatic cell direct count and the percentage of bacterial isolation which characterize
the intramammary infection showed elevated values insofar as it intensifies the reaction of the
CMT. A high antimicrobial sensitivity to ampicilin, cefalotin and cefoxitin was verified for
Gram-positive bacteria. As for Gram-negative bacteria a good sensitivity to ampicilin,

cefoxitin and sulphazotrin was verified.

Key-words: Intramammary infection, lactation stages, milk composition, somatic cell direct

count, etiology, sensitivity profile.
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1. INTRODUCAO

O Brasil apresenta um cenario favoravel a expansdo da ovinocultura, contando com
um rebanho de 16.812.105 animais, destes a regido Nordeste detém 9.566.776, que
corresponde a 56,9% da populacdo nacional. Neste quadro, o Estado de Pernambuco possui o
4° maior rebanho de ovino da regido, com um efetivo de 1.487.228 animais (IBGE, 2009). A
exploracdo de ovinos na regido é uma opcao viavel e rentdvel ndo somente para pequenos e
médios produtores, como também para grandes pecuaristas (ALENCAR & ROSA, 2006).

O rebanho ovino brasileiro apresenta tendéncia de crescimento devido a elevagdo da
demanda e consequente valorizacdo da carne, o que torna a ovinocultuta de corte uma
atividade lucrativa (DIAS et al., 2009). Embora ndo seja tdo recente como atividade pecuéria,
vem sendo adotada como atividade paralela por grandes produtores e se firmando, nos dltimos
anos, como alternativa para os pequenos e médios produtores rurais, pois permite a utilizagéo
de mdo-de-obra familiar e suas instalacdes sdo simples e de baixo custo (AZEVEDO &
ANTONIALLLI, 2008).

Os aspectos geograficos do Nordeste brasileiro, permitem caracteriza-lo como regido
vocacionada para a producdo de pequenos ruminantes, ndo sé por deter grande parte do
rebanho nacional, mas principalmente pela importancia sécio-econdmica que esta atividade
representa (MEDEIROS, 2002). Dentre as racas de ovinos oriundas e criadas na regido
destaca-se a Santa Inés, de aptiddo para corte, por apresentar rusticidade e resisténcia as
condicBes aridas, bom desenvolvimento ponderal e se reproduz o ano todo, representando
excelente opcdo para matrizes em sistemas de produgéo, que envolvam cruzamento industrial.
Por ser originaria das racas Bergamécia e Morada Nova expressa caracteristicas, que
beneficiam a producdo de leite, favorecendo o aleitamento e o peso dos cordeiros, no entanto
em situacdes de manejo semi-intensivo e intensivo, em decorréncia de uma alimentagdo mais
rica, observa-se maior pré-disposicdo para a infeccdo intramamaria, pois o leite excedente ndo
é consumido pelo borrego (SOUSA et al., 2005; OLIVEIRA, 2006).

Paralelamente ao crescimento da ovinocultura observamos o surgimento de algumas
enfermidades, que comprometem a produtividade do rebanho, dentre as quais a mastite
(COSTA et al., 2001), responsavel por 46% dos descartes de ovelhas, fato que muitas vezes
ocorre precocemente, em fungdo das alteracbes do Ubere (LANGONI, 2005). Outro aspecto
importante € a reducdo na producdo de leite que interfere no crescimento do cordeiro. Nos

casos clinicos, ndo havera leite disponivel, e se as duas metades estiverem afetadas, o cordeiro
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estard fatalmente prejudicado, tornando-o suscetivel as infeccbes com aumento da
mortalidade e, consequentemente inviabilizar a producdo (KIRK & GLENN, 1996).

Nos ultimos anos a ocorréncia da mastite tem assumido importancia em rebanhos
destinados a producédo de leite, e também com aptiddo para carne, pois algumas formas da
enfermidade tém impacto significativo sobre as ovelhas, outras alteram a producdo e os
componentes do leite e, algumas influenciam no desenvolvimento dos animais lactentes,
acarretando sérias perdas ao criador (WATSON & BUSWELL, 1984; VAZ, 1996; WINTER,
2001; DOMINGUES & LEITE, 2003; OLIVEIRA, 2007; SANTOS et al., 2007; ALMEIDA,
2008), devido o aumento em despesas com assisténcia veterinaria, medicamentos e
substituicdo de matrizes decorrente da reducdo de sua vida Gtil pela perda ou
comprometimento da glandula mamaria e consequente desvalorizacdo comercial do animal
(SANTIAGO et al., 2009). Se comparado aos efeitos na vaca e na cabra, pode acarretar a
perda total da glandula mamaria e até a morte da ovelha e/ou do borrego (MENZIES &
RAMANOON, 2001; OLIVEIRA, 2007; RADOSTITIS et al., 2007; SANTOS et al., 2007).

Na mastite subclinica ndo se detecta alteracGes na secrecdo lactea e no Ubere, embora
possa ser observada reducdo na producdo de leite, alteracbes na sua composicdo fisico-
quimica, aumento do ndmero de células somaéticas e isolamento de microrganismos,
representando um grande entrave na produtividade dos rebanhos por acarretar perdas
qualitativas, que comprometem a alimentacdo dos borregos (GREEN, 1984; NACCARI et al.,
2003; ANDERSON et al., 2005; SANTOS et al., 2007).

A mastite subclinica assume grande importancia pela associacdo significativa entre o
aparecimento de mastite clinica a partir de casos subclinicos anteriores, causada pelo mesmo
agente etioldgico, acarretando o comprometimento da cadeia produtiva, sendo uma das razoes
mais frequentes do descarte de matrizes nos rebanhos ovinos (WATKINS et al., 1991;
MENZIES, 2000; OLIVEIRA, 2006), assumindo elevada relevancia econdmica em virtude
dos prejuizos na producdo e da maior ocorréncia comparativamente as formas clinicas da
doencga, representando um problema em potencial ndo somente para os rebanhos leiteiros,
como também de aptidao para corte (SANTIAGO et al., 2009).

Segundo Watkins et al (1991), a prevaléncia da mastite subclinica aumenta com a
idade, sendo observada associacdo significativa entre a forma subclinica e a ocorréncia de
mastite clinica, causada pelo mesmo agente etioldgico. Dentre os agentes causadores da
mastite em ovelhas, o Staphylococcus spp. séo 0s mais frequentemente diagnosticados. Outros
microrganismos também tém sido relatados como causadores de mastite clinica, entre os quais

Mannheimia (Pasteurella) haemolytica, Corynebacterium bovis, Actinomyces pyogenes,
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Histophilus ovis, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (KIRK & GLENN, 1996;
MENZIES & RAMANOON, 2001; WINTER, 2001, OLIVEIRA, 2007). Como agentes de
mastite subclinica destaca-se os Staphylococcus coagulase-negativo, ja tendo sido também
relatados S. aureus, Corynebacterium spp., Streptococcus spp., Micrococcus spp., Bacillus
spp., enterobactérias, Burkholderia cepacia, Pseudomonas spp. (KIRK & GLENN, 1996;
MENZIES & RAMANOON, 2001; McDOUGALL et al., 2001; COUTINHO et al., 2006,
ALMEIDA, 2008).

As alteracbes fisico-quimicas da composicdo do leite também sdo utilizadas para
diagnosticar indiretamente as mastites, notadamente as subclinicas, por sua forma silenciosa
de manifestacdo (SILVA, 1999), uma vez que as infec¢des da glandula mamaria provocam
reducdo da producdo e mudanca da composicdo do leite, que variam de acordo com a
intensidade e a duracdo das infec¢bes (BRITO et al., 1997). Em funcdo dessa inflamacéo,
podem ocorrer alteracOes significativas nas concentracdes de alguns componentes sintetizados
pela glandula mamaria (RADOSTITS et al., 2007). Essas alteracfes podem ser desencadeadas
pelo aumento da permeabilidade vascular, lesdo do epitélio secretor, acdo de enzimas e
microrganismos no leite (FONSECA & SANTQOS, 2000).

Nas ovelhas, particularmente com aptid@o para corte, os estudos de acompanhamento
de rebanhos durante a lactacdo sdo escassos, restringindo em sua grande maioria a
investigagBes pontuais. Para alguns autores, vérios fatores podem aumentar o risco de
infeccdo em determinadas fases da lactacdo, porém, ainda ndo esta esclarecida a dinamica
celular e o periodo de maior susceptibilidade a infec¢bes durante a lactacdo, assim como o
impacto da infeccdo sobre as caracteristicas qualitativa e quantitativa dos componentes do
leite.
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2. OBJETIVOS

2.1 — Objetivo Geral
Avaliar a dindmica da infecgdo intramamaria nas diferentes fases da lactagéo (inicio, meio e
final) e seu impacto sobre a composicdo fisico-quimica do leite em ovelhas da raca Santa

Inés.

2.2 — Objetivos Especificos

- Avaliar clinicamente a glandula mamaria das ovelhas;

- Avaliar a celularidade do leite por meio da contagem direta de células somaticas;

- Identificar os agentes etioldgicos envolvidos na dindmica do processo infeccioso,
bem como o perfil de sensibilidade destes frente a diferentes antimicrobianos;

- Avaliar a influéncia da infeccao intramamaria sobre as caracteristicas fisico-quimicas
do leite, como gordura, proteina, lactose, densidade, pH, acidez Dornic, condutividade elétrica

e teor de cloretos.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 — Mastite Ovina

O desencadeamento da mastite esta vinculado a complexa triade — animal, agente
etioldgico e meio ambiente. Os fatores determinantes que influenciam na susceptibilidade a
mastite incluem: resisténcia natural da glandula maméria, estagio da lactacdo, genética, idade
do animal, espécie, infectividade e patogenicidade do agente (PRESTES et al., 2002).

A mastite em ovinos é conhecida e estudada ha muitos anos em paises onde a
producdo de leite ovino tem importancia econémica como na Franca e Inglaterra (VAZ,
1996). Pouco se conhece sobre as caracteristicas da glandula mamaéria da ovelha,
particularmente as de aptiddo para corte, em que a mastite pode gerar perdas para o criador
pelo acometimento parcial ou total da glandula mamaria e até a morte da ovelha e/ou do
borrego (MENZIES & RAMANOON, 2001; OLIVEIRA, 2007; RADOSTITIS et al., 2007),
sendo necessario um trabalho de educacdo continuada junto aos produtores, com o intuito de
fortalecer a adog&o de medidas higiénico-sanitarias (ALMEIDA, 2008).

A mastite em ovinos, assim como nas espécies bovina e caprina, representa um fator
limitante na producdo de leite, jA que podem ocorrer modifica¢fes significativas nos teores
dos componentes e diminuicdo na quantidade produzida. A influéncia negativa sobre o leite, é
capaz também de prejudicar a cadeia produtiva da carne comprometendo, desta maneira, a
sustentabilidade da atividade (FIGUEIRO, 1990; LANGONI, 2005), devido ao impacto
econdmico ocasionado pelo abate e mortalidade das ovelhas, mortes por inanigdo do cordeiro,
reducdo na producéo de leite, alteragdo nos componentes do leite, reducéo no crescimento do
cordeiro na auséncia de alimentacdo suplementar, gerando aumento dos custos do trabalho e
diminuicdo dos lucros (KIRK et al., 1996; COSTA et al., 2001; BIANCHI et al., 2004,
MENDONCA et al., 2005; RAYNAL-LJUTOVAC et al., 2007; TANGORRA et al., 2010).

A forma subclinica pode acarretar menor taxa de crescimento e maior mortalidade dos
cordeiros, pela reducdo da producéo de leite. Dessa forma, € necessario maior atencdo dos
criadores e técnicos no periodo apds duas semanas do parto para assegurar desenvolvimento
adequado para as crias (DIAS et al., 2009).

Nos pequenos ruminantes, a diminuicdo da producdo de leite representa a

consequéncia econdémica mais importante das infec¢des intramamarias. Da mesma forma que
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em vacas, as perdas sdo estimadas entre 22,8% a 27,3% nas ovelhas de primeira cria e de
37,3% em fémeas de segunda cria. Estes valores variam segundo as caracteristicas da
infeccdo. Nas infeccOes unilaterais estas perdas situam-se em 11,5% da producdo total,
enguanto que se ocorrerem infecgdes bilaterais estas perdas podem chegar a 58,3% do total do
leite produzido (KIRK et al., 1996; SILVA, 1999).

Em um estudo realizado por Saratsis et al. (1999), a mastite subclinica induzida
experimentalmente por Staphylococcus epidermidis, gerou diminuicdo de até 55% na
producdo de leite de ovelhas leiteiras, representando perdas econdmicas aos criadores,
desclassificacdo do leite devido a alta contagem bacteriana e de células somaticas,
contribuindo para o impacto negativo da doenca.

O indice de prevaléncia da mastite subclinica em pegquenos ruminantes varia de cinco
a 30%, mas a incidéncia anual de mastite clinica é geralmente inferior a 5% (CONTRERAS et
al., 2007). J& para Radostitis et al. (2007), a incidéncia de mastite subclinica variou de 29 a
43% entre os grupos de ovelhas. Segundo Watkins et al (1991), a prevaléncia da mastite
subclinica aumenta com a idade, sendo observada uma associacdo significativa entre a forma
subclinica e a ocorréncia de mastite clinica, causada pelo mesmo agente etioldgico.

McDougall et al. (2002) relataram a incidéncia de nova infec¢do intramaméria e a taxa
de cura espontanea ao longo de um periodo de tempo, onde 27,3% e 25,5% das cabras foram
infectadas no dia do parto e 40 dias depois, respectivamente, enquanto 15,0% e 9,1% das
ovelhas foram infectadas ao parto e 40 dias depois, respectivamente.

Em estudo realizado por Bergonier & Berthelot (2003) a incidéncia observada de
mastite subclinica foi muito variavel, 10 a 50%. Resultados superiores foram verificados por
Batavani et al. (2003) em estudo de frequéncia da mastite subclinica em ovelhas, onde o
California Mastitis Test (CMT) detectou alta prevaléncia da enfermidade, com 71% dos
animais testados de diferentes rebanhos positivos ao teste.

Almeida (2008), pesquisando sobre a mastite subclinica na regido do Agreste
Meridional de Pernambuco, relataram que dentre as amostras analisadas, 29,51% reagiram ao
CMT, obtendo resultados semelhantes aos observados por Domingues et al. (2006) e
Coutinho et al. (2006). O impacto da mastite depende da sua prevaléncia, da forma clinica, do
tempo de ocorréncia, do objetivo e do sistema de criacdo (KIRK & GLENN, 1996).

A ocorréncia da mastite € mais frequente apds o parto, embora possa ocorrer em
qualquer periodo da lactacdo ou mesmo no periodo seco, estando 0s casos mais graves
verificados entre duas a quatro semanas ap0s o parto coincidindo com o pico de lactagdo e

algumas vezes logo apds o desmame, provavelmente o reflexo de uma infeccdo durante a
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lactacdo que ndo foi detectada (VAZ, 1996; MENZIES & RAMANOON, 2001; OLIVEIRA,
2007). Quando o desenvolvimento da doenca ocorre durante o periodo seco ou no final da
lactacdo, geralmente ndo é percebida até o préximo parto, prejudicando o diagndstico
(MENZIES & RAMANOON, 2001). Para Tatarczuch et al. (1997), o periodo considerado de
maior risco é o final da lactacdo, caracterizado pela involugdo da glandula mamaria, que tem
inicio no momento em que os borregos sdo separados de suas maes e tem seu término em
aproximadamente 30 dias depois.

A mastite clinica é caracterizada por sinais clinicos sistémicos (febre, anorexia,
fraqueza, toxemia, alteracdo das frequéncias cardiaca e respiratdria) ou apenas sinais locais
(inflamacdo do Ubere e edema, gangrena, alteracdo da consisténcia, assimetria e abscessos) e
sinais funcionais (modificacbes macroscopicas e quantitativas da producdo de leite)
(BERGONIER & BERTHELOT, 2003; SEARS & McCARTHY, 2003; MENDONCA et al.,
2005; OLIVEIRA, 2007; RADOSTITS et al.,, 2007). Nas ovelhas de corte, alguns casos
agudos tornam-se crénicos e persistem por varios meses ou por toda a lactacdo (BERGONIER
& BERTHELOT, 2003; OLIVEIRA, 2007). Santos et al. (2007) apds inducdo experimental,
utilizando cepa de S. aureus oriunda de um caso de mastite clinica em ovelha, relataram que a
mama controle, também diminuiu a producédo, bem como, a alteracdo da composicdo do leite.

Batavani et al. (2003) definem mastite subclinica como sendo uma inflamacéo na qual
ndo se observa alteragdes visiveis na glandula maméria e o leite possui aparéncia normal,
porém, as amostras sdo reagentes ao CMT e bacteriologicamente positivas. A presenca de alta
contagem de células somaticas e de patdgenos em amostras de leite, particularmente os
Staphylococcus spp., sdo sinais de mastite subclinica e devem desencadear medidas
profilaticas para evitar a explosao de mastite clinica (MAVROGENIS et al., 1995).

A mastite subclinica ndo é facilmente detectada, pelo menos durante a lactacdo, no
entanto compromete a produgdo do animal (MENZIES & RAMANOON, 2001;
BERGONIER et al., 2003), tanto no que diz respeito a qualidade como a quantidade do leite
(LANGONI, 2005). Em alguns casos pode ocorrer cura espontanea pelo desmame (KIRK et
al., 1996). Em muitos casos, sdo unilaterais (KIRK & GLENN, 1996), pois 0 septo mamario
forma uma barreira efetiva contra a disseminagdo da infeccdo para a outra glandula
(WINTER, 2001).

Perdas de producdo de leite e aumento de CCS em Uberes de cabras e ovelhas
infectadas tem sido amplamente documentada (GONZALO et al., 1994; GONZALO et al.,
2002; LEITNER et al., 2004), sugerindo que as ovelhas sdo mais vulneraveis do que as cabras

nas perdas de rendimento do leite devido a mastite subclinica, porém, apesar da alta
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incidéncia do Staphylococcus coagulase-negativo (SCN) ligados a infecgdo intramamaria em
ovinos e caprinos, 0s mecanismos patogénicos relacionados as infecgdes subclinicas sdo ainda
desconhecidos (CONTRERAS et al., 2007).

3.2 — Diagnostico

Independente da causa, a mastite caracteriza-se por uma série de alteracdes fisicas e
quimicas do leite bem como modifica¢cdes patoldgicas no tecido glandular. As transformacGes
mais importantes, observadas no leite, sdo a sua coloracdo, o aparecimento de coédgulos e a
presenca de grande numero de leucocitos. A glandula mamaria apresenta aumento de volume,
elevacdo da temperatura, dor e endurecimento em muitos casos clinicos. Contudo, uma grande
proporcdo de glandulas acometidas nédo séo facilmente identificadas pela palpacdo manual ou
no exame visual do leite empregando a caneca telada. Em virtude do grande numero de casos
subclinicos, o diagnostico da mastite baseia-se principalmente em testes indiretos, que
dependem, por sua vez, do conteldo de leucécitos do leite. A contagem leucocitaria
aumentada é, na maioria dos casos, uma reacdo do tecido a agressdo, sendo precedida pelas
alteraces fisico-quimicas do leite, resultado direto das lesdes teciduais (RADOSTITS et al.,
2007).

A mastite subclinica é aquela que apresenta resultado positivo ao CMT, ou outros
testes indicativos, sendo confirmada pelo crescimento microbiano, sendo a prevaléncia
estimada por meio de analise bacteriolégica do leite, CCS individual ou por meio do CMT
(KIRK & GLENN, 1996). A mastite subclinica é a que maior prejuizo causa ao produtor.
Tendo em vista que ndo é detectada pelo exame fisico da glandula mamaria ou do leite, e sua
identificacdo é possivel apenas com o auxilio de métodos de diagndstico confidveis, estima-se
uma prevaléncia de 15 a 40 vezes superior & mastite clinica (GRUNET, 1990).

O diagnostico do processo inflamatdrio da glandula mamaria pode ser realizado por
exames indiretos que se baseiam em Varios critérios de evolucdo de intensidade da reacéo
inflamatoria ou por exames diretos que se fundamentam na identificacdo do agente etioldgico
mediante a presenca deste no leite analisado (KIRK & GLENN, 1996).

A contagem de células por microscopia direta ou automatica, 0 CMT, assim como
outros métodos, tém sido utilizados na deteccdo da mastite subclinica, que é a forma
predominante da doengca (McDOUGALL et al., 2001; ALBENZIO et al., 2002). Para

Fthenakis & Jones (1990b), alem da elevacdo na contagem de céelulas somaticas, o diagndstico
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da mastite subclinica é estabelecido também pelo isolamento bacteriano e pelo processo
inflamatorio observado em amostras de biopsia do tecido mamario.

Independente do método de diagnostico ha concordancia de que este deva ser utilizado
de maneira a identificar os animais doentes o mais breve possivel, para que se evite a
disseminacédo da enfermidade, o descarte dos animais, a perda de peso da cria e 0s gastos com
medicamentos (VAZ, 1996; LAS HERAS et al., 1999).

3.2.1 - California Mastitis Test (CMT)

O CMT é um indicador do estado de inflamacdo do Ubere, de realizacdo pratica e
rapida na obtencdo dos resultados que variam entre 0s escores negativo (sem alteracdo na
viscosidade e suspeitos ou tracos) e positivos, 1+ (pequena alteracdo da viscosidade), 2+
(formacéo de viscosidade aparente) e 3+ (formacdo de muco) (SCHALM & NOORLANDER,
1957). O teste se baseia na alteracdo do pH e na presenca de células. O reagente do teste
provoca lise celular e libera 0 DNA, portanto, 0 maior ou menor nimero de células presente
no leite determina a maior ou menor intensidade da resposta (ANDERSON et al., 2005).

O teste é uma prova de facil execucdo no diagnostico das mastites subclinicas,
econdmico e oferece uma idéia muito aproximada da situacdo sanitaria das glandulas
mamarias do rebanho (SMITH & ROGUINSK, 1977). O CMT tem sido bem utilizado para
vacas e € mais acurado nesta espécie, pois, ovelhas e cabras tém uma alta contagem celular,
fragmentos nucleares, particulas citoplasmaticas e gordura em leite normal (RADOSTITS et
al., 2007). A capacidade do teste para predizer a infeccdo intramamaria ovina depende da
prevaléncia e do agente etiolégico presente no rebanho (HUESTON et al., 1986).

E considerado um teste subjetivo que pode ser usado como triagem nas ovelhas para
identificar os animais para cultura bacterioldgica, podendo encontrar dentre os selecionados
um alto percentual de cultura negativa, produzindo resultados falso-positivos ou falso-
negativos, sendo seu emprego, ainda questionado por alguns autores (GREEN, 1984; MAISI
et al., 1987; BATAVANI et al., 2003). No entanto, para a grande maioria dos autores, o CMT
é considerado o teste indireto mais adequado as condi¢fes de campo, como indicador de
infeccbes mastiticas em ovelhas e cabras, e esta associado ao aumento do numero de células
somaticas e isolamento bacteriano, podendo variar de acordo com o operador, raca do animal,
patogenicidade das bactérias e rebanho (McDOUGALL et al., 2001; OLIVEIRA, 2006). Este
teste pode ser muito Gtil como triagem para identificacdo de ovelhas com mastite subclinica,

considerando que as chances de selecdo de animais com infec¢do intramamaria sao maiores
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qguando amostras consideradas escores de CMT de 1+ ou superiores sdo selecionadas
(MENZIES & RAMANOON, 2001).

Almeida (2008) em estudo da mastite subclinica em ovelhas Santa Inés no Agreste
Meridional do estado de Pernambuco verificou forte associacdo entre a prova do CMT e o
resultado bacterioldgico, caracterizando a tendéncia linear crescente entre os resultados
obtidos em ambas as provas, indicando maior probabilidade de isolamento bacteriano a
medida que intensifica a reacdo do CMT.

A intensificacdo do escore de CMT foi positivamente correlacionado com a CCS e
presenca bacteriana (PYORALA, 2003, CONTRERAS et al., 2007). A realizacdo conjunta do
CMT e da CCS pode auxiliar na identificacdo prévia de animais suspeitos de mastite e
colaborar na selecdo de amostras de leite para exames microbioldgicos confirmatorios da
doenca (MARTINS et al., 2009b).

A sensibilidade e especificidade do CMT e CCS foram demonstradas por Berthelot et
al. (2006), excedendo 90%, o que constitui o teste como confidvel e (til para identificacdo de
infeccdo intramamaria em ovelhas. Berriatua et al. (2001) ratificaram este achado quando ao
investigar a ocorréncia de mastite subclinica em um rebanho de ovelhas Ieiteiras,
determinaram que os resultados de CMT positivo foram significativamente associados com 0s
resultados de cultivo bacteriolégico positivo (P<0,01). Hueston et al. (1986) demonstraram
que os resultados positivos ou negativos do CMT depedem da prevaléncia da doenca.

Para Maisi et al. (1987) e Watkins et al. (1991), houve uma boa correlacdo do CMT
com os resultados da contagem de células somaticas e do exame bacterioldgico do leite,
demonstrando que este teste pode ser confiavel e pratico em animais de aptiddo para carne.

Embora muitos autores tenham encontrado uma boa correlagdo entre o CMT e o
cultivo bacteriologico positivo, ainda sdo significativas as culturas negativas em amostras
reagentes ao CMT (SCHALM et al., 1971). Este fato pode ser justificado pela eliminacéo
intermitente dos agentes bacterianos (BURRIEL, 1998; ALBENZIO et al., 2002), pelo nédo
isolamento nos meios de cultura convencionais de microrganismos mais exigentes
(DOMINGUES & LEITE, 2003) como Mycoplasma spp. (ANDERSON et al., 2005) e alguns
virus como o Maedsi-visna que raramente acarreta sinais clinicos (CONTRERAS et al.,
2007), pela participacdo de algumas enzimas ou proteinas do leite (lisozina e lactoferrina),
que poderiam inibir a deteccdo dos patdgenos (ALBENZIO et al., 2002) e pela administracao
prévia de antimicrobianos (CONTRERAS et al., 2007).
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3.2.2 - Células Somaticas

A principal causa do aumento da contagem de células do leite € devido a resposta
inflamatdria da glandula mamaria, que na maioria dos casos, é resultado da infecgédo
bacteriana. Como resultado da inflamacdo, as paredes dos vasos sanguineos se tornam
dilatadas e diversas substancias do sangue, incluindo os leucdcitos, atravessam para o leite. A
CCS no leite individual indica o estado sanitario do Ubere, enquanto que a CCS no tanque é
utilizada como indicativo da qualidade do leite produzido (KORHONEN & KAARTINEN,
1995; BRITO, 2004).

A partir da penetracdo do patdgeno no orificio do teto, uma série de eventos sdo
desencadeados para que o sistema imunoldgico da glandula mamaria impeca a formacdo de
sérias lesdes ao seu parénquima. A resposta imune celular primaria observada na reacao
inflamatoria aguda é o recrutamento de neutrdfilos para a secrecdo lactea, que € evidenciada
por um aumento na contagem de células somaticas, na tentativa de reverter o processo
infeccioso, 0 que acarreta alteracdes no tecido mamario, as quais podem diminuir a
guantidade de leite secretado, modificar a sua composicdo e interferir no desenvolvimento dos
cordeiros (FTHENAKIS & JONES, 1990a).

A CCS também apresenta variacdes devido a fatores ndo infecciosos (tais como,
estagio e 0 numero de lactacdo), porém esses efeitos sdo menores quando comparados aos das
infeccBes intramamarias. No leite de ovelhas bacteriologicamente negativas, as células
epiteliais parecem ser menos do que 2-3% das células somaticas, os neutréfilos constituem
10-35%, os macrofagos 45-85% e os linfocitos 10-17% do total (BERGONIER et al., 2003).

O mecanismo de primeira linha na defesa da glandula mamaria é realizado pelos
leucdcitos polimorfonucleares (PMN), o comprometimento destes no sangue tem sido
associado em maior suscetibilidade a infeccdes bacterianas (MEHRZAD et al., 2002). No
interior da mama, os neutrofilos e macrofagos realizam a fagocitose de bactérias e tecidos
necroticos, e os linfécitos sdo responsaveis pelo reconhecimento de antigenos e por montar a
resposta imunoldgica mediada por células (PEREIRA et al., 2000).

A contagem de células somaticas (CCS) representa uma ferramenta valiosa na
avaliacdo da prevaléncia e no diagndstico da mastite em ovelhas (BERGONIER et al., 2003;
CONTRERAS et al., 2007), sendo um bom indicador da mastite subclinica (GONZALEZ-
RODRIGUEZ et al. 1995).

A contagem de células somaticas no leite de ovelhas e de cabras sdo relativamente

maiores que as de vacas, variando de 0 a 5,0x10° células/mL e em situacdes de inflamago
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moderada pode-se encontrar valores entre 5,0x10° células/mL a 2,0x10° células/mL, sendo
seus valores inversamente proporcionais a producédo de leite, assim, & medida que a producao
diminui no final da lactacdo, a CCS aumenta (ANDERSON et al., 2005). Em ovelhas, as
contagens sdo maiores durante as primeiras semanas de lactacdo e diminui quando ocorre a
maxima producéo de leite (BERGONIER et al., 2003).

As ceélulas somaéticas se elevam em intensidade variavel em detrimento do tipo de
agente etiologico envolvido no processo infeccioso (GREEN, 1984). Valores médios de CCS
foram de 932.000 células/mL segundo relatos de Anderson et al. (2005) em pesquisa com
glandulas mamaérias infectadas por Staphylococcus coagulase-negativo, enquanto infeccGes
por outros patdgenos apresentaram média de 2.443.000 células/mL e a média em amostras
sadias foi de 272.000 células/mL.

Os valores médios da contagem de células somaticas em amostras de leite de
glandulas de ovelhas Chios na Grécia com mastite causada principalmente por
Staphylococcus coagulase-positivo apresentaram contagens acima de 2x10° células/mL, onde
um aumento de 0,5x10° células/mL acima da média resultou em diminuicdo da producdo
diaria individual de 18 g de leite (MAVROGENIS et al., 1995).

Um estudo realizado com vacas leiteiras no Brasil, mostrou que a infeccdo
intramamaria foi o fator responsavel pelo aumento da CCS, sendo o Streptococcus agalactiae
o responsavel pelo maior aumento, quando comparado a infeccdo por S. aureus,
Corynebacterium spp. e Staphylococcus coagulase-negativo (SOUZA et al., 2009), o que
ressalta a grande capacidade deste agente em promover intensa reacdo na glandula mamaria
(DELLA LIBERA et al., 2001). A reposta celular observada em infecgdes por diferentes
especies de Streptococcus spp. foi relatada em vacas por Elias et al. (2005) onde o valor da
CCS nas glandulas infectadas por S. agalactiae foi de 2,29x10° células/mL, e em bufalas
infectadas com cocos catalase-negativos por Vianni (1997) onde verificou valores maximos
de 1,1x10° células/mL, estando este microrganismo responsével por altas CCS.

O limite estabelecido nos Estados Unidos para as cabras e ovelhas é de 1,0x10°
células/mL, pois valores abaixo deste limite foram encontrados em 98,1% das glandulas
sadias analisadas (PAAPE et al., 2001). No Sul do Brasil, Brito (2004) relatou valores médios
de CCS de 1,7x10° células/mL para metades mamérias sadias de ovelhas Lacaune. Almeida
(2008), em estudo com ovelhas da raca Santa Inés no Agreste Meridional do estado de
Pernambuco, verificou valores médios da CCS em amostras ndo reagentes ao CMT de
1,57x10° células/mL, ja em amostras reagentes variaram de 1,01x10° — 8,42x10° células/mL

de acordo com a intensidade da reagéo do teste.
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As amostras que apresentam valores inferiores a 5x10° células/mL com isolamento
positivo e amostras com contagens superiores a 5x10° células/mL e isolamento negativo,
provavelmente se devem a animais portadores assintomaticos, processos inflamatdrios ndo
infecciosos, tratamentos recentes para mastite, além da possibilidade de baixa patogenicidade
do agente, do n&o isolamento do microrganismo em apenas um exame ou da presenca de
agentes infecciosos com exigéncias de crescimento incompativeis com os meios de cultivo
empregados (BURRIEL, 1998; HARTMAN et al., 2007).

Fthenakis (1996) evidenciou o aumento nos valores médios da CCS de ovelhas
leiteiras diante de razdes ndo infecciosas como variagdo diurna e estagio da lactacéo,
enquanto que a raga e o numero de pari¢do ndo afetaram a contagem. O aumento progressivo
na contagem de células somaticas em cabras e ovelhas durante a lactacdo na auséncia de
infeccdo foram relatados por Gonzalo et al. (1994), que atribuiram este efeito da concentracdo
de células a reducéo fisiologica da producao de leite.

Das & Singh (2000) observaram em cabras leiteiras que a tendéncia da CCS em
diferentes periodos da lactacdo é de permanecer elevada no inicio de lactacdo, e com o
estabelecimento da lactacdo a CCS se estabilizar em niveis basais. Para Voltolini et al. (2001),
a CCS em relacdo aos estagios da lactacdo apresentou um acréscimo numérico no inicio e no
final da lactacdo, porém esses valores ndo mostraram diferencas significativas, podendo ser
explicado pelo fato do rebanho bovino estudado apresentar um bom manejo higiénico
sanitario e, principalmente, apresentar uma baixa CCS durante toda a lactacdo, dificultando
oscilacbes da mesma.

A CCS ¢ a base dos programas de controle de leite para vacas, cabras e ovelhas em
outros paises (PYORALA, 2003) podendo ser realizada por microscopia Optica direta
(PRESCOTT & BREED, 1910) e por métodos automatizados (GREEN, 1984). Schalm et al.
(1971) citaram o método microscopico direto de Prescott & Breed (1910) como um dos
melhores testes para avaliacdo precisa do numero de celulas somaticas do leite. Para
Madureira et al. (2010), a contagem por microscopia direta € 0 método quantitativo mais
confidvel para a determinacdo da celularidade do leite de cabras, quando comparado aos
métodos automatico ou qualitativo (CMT) de contagem celular.

A CCS por métodos eletronicos tem sido discutida por alguns autores como passiveis
de adequacdo, considerando que a padronizacdo dos aparelhos costuma ser realizada
utilizando-se leite de vacas, 0 que, apesar de garantir menor custo na realizagdo do teste
desconsidera as diferencas entre as caracteristicas celulares das espécies. Aliado ao custo de

calibracdo com leite de ovelha, ainda existe a dificuldade de aceitacéo deste procedimento por
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parte dos laboratorios que rotineiramente trabalham com amostras de leite de vaca
(OLIVEIRA, 2006).

A alta contagem de células somaticas e a diminuicdo da producdo de leite estdo
associadas as infecgcdes subclinicas, onde se faz necessaria a implantacdo de programas de
controle da enfermidade para melhoria da qualidade do leite e aumento do retorno econdmico
da producdo. A mensuracdo da CCS em leite de ovelhas pode ser um recurso efetivo para
monitoramento de mastite subclinica (GONZALO et al., 2002).

3.3-ETIOLOGIA

O relaxamento fisioldgico do canal do teto apds a mamada do cordeiro ou apés a
ordenha facilita a instalacdo de patégenos na glandula. Assim como em outras espécies
animais, a mastite em pequenos ruminantes desenvolve-se principalmente quando os
microrganismos conseguem romper as barreiras de defesa imunolégica do animal.
Normalmente, o ingresso dos agentes microbianos ao interior da glandula ocorre pelo 6stio do
teto, podendo colonizar apenas a membrana mucosa da cisterna do teto ou até mesmo
progredir por toda a glandula mamaria (RADOSTITS et al., 2007).

Um estimulo inflamatério, infeccioso ou ndo, determina a reacdo local, representada
pela liberacdo, ativacdo e sintese de mediadores quimicos, que se manifesta por alteracdes
hemodinamicas e hematoldgicas. A grande quantidade de mediadores derivados do plasma ou
das células, assim como a atuacdo dos mecanismos de defesa da glandula mamaria, podem
influenciar a sobrevivéncia de microrganismos como o Staphylococcus aureus e, desta
maneira, modificar as taxas de recuperacdo espontdnea de quartos mamarios com mastite
subclinica (SOL et al., 1997). A literatura varia consideravelmente no que se refere ao nivel
patogénico da doenca, no entanto, se a infeccdo e/ou a presenca de inflamacdo afeta
negativamente o nivel de producdo ou a qualidade dos produtos lacteos de ovelhas, entdo é
importante para a industria (MENZIES, 2000).

O padrdo ouro para o diagnostico de infecgdes intramamarias € a cultura bacteriana
(CONTRERAS et al., 2007). Caso o leite de uma das metades do Ubere apresente reacdo
fortemente positiva ao CMT ou alta CCS, comparada com a glandula contralateral, justifica-
se 0 diagndstico de mastite subclinica, devendo-se realizar a cultura bacterioldgica
(ANDERSON et al., 2005). Devido a impossibilidade de observacdo de sintomatologia nas
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mastites subclinicas, sempre que possivel, deve ser realizado o isolamento para a identificacdo
do agente etiologico (OLIVEIRA, 2006).

As bactérias sdo os principais agentes etioldgicos, onde, o género Staphylococcus spp.
é isolado com maior frequéncia. Destes, 0 S. aureus € comumente isolado nos casos clinicos
enquanto que os Staphylococcus coagulase-negativo (SCN) nas infeccdes subclinicas. Ha
também relatos de outros agentes isolados, como o0s Streptococcus spp., coliformes,
corinebactérias, dentre outras (ARIZNABARRETA et al., 2002; BERGONIER et al, 2003;
CONTRERAS et al, 2007). Infec¢bes intramamarias causadas por S. aureus devem merecer
atencdo especial, por serem responsaveis tanto por mastite clinica quanto subclinica, e por sua
importadncia na Salde Publica, uma vez que produzem enterotoxinas termoestaveis
responsaveis por contaminacao de produtos lacteos (CONTRERAS et al. 2007).

Véarios microrganismos também tém sido relatados como causadores de mastite
subclinica, destaca-se 0os SCN, com relatos também de S. aureus, Corynebacterium spp,
Streptococcus spp., Micrococcus spp., Bacillus spp., enterobactérias, Burkholderia cepacia e
Pseudomonas spp. (KIRK & GLENN, 1996; KIRK et al., 1996; McDOUGALL et al., 2001;
MENZIES & RAMANOON, 2001; BATAVANI et al., 2003; COUTINHO et al., 2006,
DOMINGUES et al., 2006, ALMEIDA, 2008). Como agentes de mastite clinica, além do
Staphylococcus spp., foram descritos casos por Mannheimia (Pasteurella) haemolytica,
Corynebacterium bovis, Actinomyces pyogenes, Histophilus ovis, Enterobacter cloaceae,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (MAVROGENIS et al. 1995; KIRK & GLENN,
1996; MENZIES & RAMANOON, 2001; WINTER, 2001, CONTRERAS et al., 2007;
OLIVEIRA, 2007).

Coutinho et al. (2006) realizaram um estudo etioldgico da mastite em ovelha no estado
da Bahia, sendo observada elevada frequéncia de Staphylococcus coagulase-negativo
(57,6%), seguido do S. aureus (15,2%), Micrococcus spp., (15,2%) e Streptococcus spp.
(12%). Ebrahimi et al. (2007) realizaram o cultivo bacteriolégico em amostras de leite de
ovelhas que reagiram ao CMT, e observaram que as bactérias isoladas foram: Mycoplasma
spp. (47,37%), SCN (36,8%), S. aureus (10,5%), Streptococcus spp. (10,5%) e Pasteurella
spp. (5,26%).

Tradicionalmente, o SCN é considerado como ndo-patogénico ou de baixa
patogenicidade para a glandula mamaria de ruminantes domeésticos, podendo destacar a
importancia desta bactéria como agente etiol6gico da mastite ovina, pois sdo isolados de casos
de campo em mastite clinica, bem como, o principal agente causador da mastite subclinica
(FTHENAKIS & JONES, 1990b; BERGONIER et al. 2003; ALMEIDA, 2008). Devido a
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persisténcia de alguns casos subclinicos, que acarretam aumento significativo do nimero de
células sométicas e, consequentemente, ddo origem a casos clinicos (ARIZNABARRETA et
al., 2002; McDOUGALL et al., 2002; CONTRERAS et al., 2007) devendo desencadear
medidas profilaticas em detrimento da esperada reducdo na producdo diaria de leite
(MAVROGENIS et al., 1995).

Fthenakis (1998), relatou que o SCN esta presente em 43,5% dos tetos e 24,5% da
cisterna do teto de glandulas sadias (sem parénquima infectado), sendo a possivel razéo de
bactérias isoladas de amostras com CCS menores que um milhdo, podendo-se considerar
como possiveis sitios de origem. Varias espécies desta bactéria sdo relatadas tanto em
isolamentos de amostras de leite como da pele dos tetos de ruminantes domésticos, tais como,
o S. epidermidis, S. simulans, S. warneri, S. xylosus e algumas cepas de S. hyicus, sdo 0s mais
importantes (BURRIEL, 1998; LAS HERAS et al., 1999).

Arsenault et al. (2008) sugerem a existéncia de um elo que relacione a mastite clinica a
mastite subclinica de ovelhas, ja que se observa uma predominéncia de SCN e de S. aureus
nas duas apresentacdes da mastite, podendo haver a possibilidade da existéncia de fatores de
risco em comum ou de uma forma atuar como predisponente da outra.

O S. aureus desperta muito interesse entre os pesquisadores mundiais, pois se
caracteriza por colonizar o canal do teto, situando-se em posicao estratégica para penetracao
na glandula mamaria e ao penetrar burla as defesas celuares, pois € fagocitado por neutréfilos,
e permanece viavel no interior destes, ao destrui-los, inicia novas infeccdes. Este mesmo
agente ainda possui a capacidade de encistamento, formando focos encapsulados e de dificil
acesso a antibioticoterapia que ndo possua boa dispersdo, o que favorece o desenvolvimento
de processos subclinicos e cronicos (SEARS & McCARTHY, 2003).

Outro agente das infeccBGes intramamaérias subclinicas e clinicas em ovinos é o
Streptococcus spp., sendo detectado por Hartman et al. (2007) como segundo género de
bactéria mais encontrado nas amostras de leite de ovelhas da raga Bergamécia. Varios
pesquisadores evidenciaram a presenca de Streptococcus spp. em rebanhos ovinos e
obtiveram isolamentos em leite de glandulas mamarias clinicamente sadias, com percentuais
variaveis entre 4% e 25% (GONZALEZ-RODRIGUEZ et al., 1995; BATAVANI et al., 2003;
COUTINHO et al., 2006).

Ja Albenzio et al. (2002) observaram em seu estudo que a Escherichia coli foi o
microrganismo mais frequentemente isolado, principalmente no estagio final da lactagéo; e

ainda, observaram baixa prevaléncia de mastite subclinica, bem como, baixa frequéncia de
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microrganismos contagiosos, provavelmente devido ao sistema intensivo de criagédo e aos
cuidados higiénicos aplicados durante a ordenha.

O isolamento de microrganismos da familia Enterobacteriaceae, tais como Escherichia
coli, Enterobacter aerogenes e Klebsiella spp., associado a auséncia de sinais clinicos nos
animais ndo é um achado comum, j& que as mastites causadas por enterobactérias geralmente
demonstram evidéncias clinicas (DRESCHER et al., 2010). Em estudo realizado por Oliveira
(2006), analisando o leite de ovelhas da raca Santa Inés de um rebanho do Estado de Sergipe,
evidenciou que 14% das amostras positivas ao isolamento bacteriano eram de enterobactérias.
Almeida (2008), verificou que as enterobactérias representaram 4,7% do total de bactérias
isoladas de casos subclinicos de mastite em ovelhas. A presenca de enterobactérias no leite de
ovelhas com mastite subclinica chama a atencdo para a possibilidade destas bactérias
desencadearem quadros clinicos de mastite, tendo em vista os fatores de viruléncia inerentes a
estes agentes, aliado a condic&o de estresse do animal (SANDHOLM & PYORALA, 1995).

No controle de mastite estafilocdcica (clinica e subclinica) em ovinos, a terapia
antimicrobiana continua a desempenhar um papel importante, sendo estes utilizados
predominantemente durante a lactacdo e, menos frequentemente, durante o periodo seco
(ONNI et al., 2011). No entanto, o uso indiscriminado de agentes antimicrobianos para
tratamento de mastite pode ocasionar o aumento dos niveis de resisténcia de muitos
microrganismos a estas drogas (CONTRERAS et al., 2007).

Para Domingues et al. (2006), onde o microrganismo mais frequente no estudo em
metades mamarias de ovelhas Santa Inés foi o Staphylococcus spp., as drogas de melhor
eficacia foram o florfenicol (87,5%), gentamicina (81,2%), cefalexina (79,5%) e
enrofloxacina (70,5%), no entanto, nos Streptococcus spp. evidenciou-se que as drogas que
obtiveram melhor eficacia foram o florfenicol, gentamicina e cefalexina.

A maioria das cefalosporinas e cloxacilina sdo eficazes contra a 3-lactamase produzida
pelo Staphylococcus spp., mas as cefalosporinas tém a vantagem de serem eficazes contra
Escherichia coli e Streptococcus spp. e sdo, portanto, Gteis no tratamento precoce da mastite
aguda, onde o agente causal ainda ndo foi identificado. Clindamicina e lincomicina também
sdo eficazes contra Mycoplasma agalactiae, este organismo é um agente altamente prevalente
na etiologia da mastite em ovelhas, em paises da peninsula dos Balcas e no Meédio Oriente.
Embora esses agentes antimicrobianos devam ser usados com cautela e de forma restritiva
para evitar a selecdo de bactérias resistentes; eles sdo cada vez mais prescritos, porque 0s
problemas diérios da infeccdo prevalecem aos de infec¢des futuras (FTHENAKIS, 1998).
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As maiores taxas de susceptibilidade foram observadas para a associagdo de
lincomicina com estreptomicina (86,02%), josamicina com trimetoprim (67,44%) e
doxiciclina (61,44%) nos testes de sensibilidade in vitro contra os agentes da mastite ovina
(DRESCHER et al., 2010). As associacdes entre antimicrobianos aumentam as taxas de
susceptibilidade dos isolados bacterianos, devido ao aumento do espectro de acéo, fato este
importante, ja que a mastite € uma enfermidade de etiologia multipla, sendo isolados
microrganismos Gram positivos e Gram negativos (LANGONI et al., 2000).

O desenvolvimento de resisténcia aos antimicrobianos € um processo de selecdo, que
ocorre com o tempo e o uso indiscriminado. O emprego de principios mais antigos ndo deve
ser excluido, pois em algumas fazendas a sua eficidcia pode ainda ser elevada. As
combinagbes de agentes antimicrobianos (por exemplo, penicilina e neomicina) também
devem ser consideradas, porque podem ser simultaneamente eficazes contra muitas bactérias
que causam mastite, permitindo assim um amplo espectro de eficicia. A mastite subclinica
ndo é clinicamente detectavel e geralmente permanece sem tratamento, dai o fato do maior
namero de isolados serem sensiveis, talvez por ndo serem expostos a antimicrobianos tao

frequentemente quanto os isolados da mastite clinica (FTHENAKIS, 1998).

3.4 - ALTERACOES NOS COMPONENTES FiSICO-QUIMICOS DO LEITE

A qualidade do leite produzido € altamente influenciada pela saude da glandula
mamaria. As ovelhas Santa Inés parecem ser mais susceptiveis a mastite devido a sua aptidao
de producéo de leite (originaria da raca Bergaméacia e Morada Nova) associada a realizacdo de
desmame precoce por exigéncia do mercado consumidor e pela falta de cuidados higiénico-
sanitarios nas criacbes (OLIVEIRA, 2006).

A composicdo do leite é influenciada principalmente pelo estado sanitario do rebanho,
manejo dos animais e principalmente pela presenca de microrganismos (DURR et al., 2001).
Diversos outros fatores podem ocasionar variagdes no leite, tais como: ambiente, raga, idade,
estagio da lactacdo e numero de crias. Pode-se citar ainda, o tipo de ordenha, manejo e
nutricdo durante a gestacao, porcdo da ordenha, estacdo do ano, produtividade e persisténcia
da lactacéo, tamanho do animal e prenhez (ASSENAT, 1991; BENCINI & PULINA, 1997).

Reacdes inflamatorias alteram a composicdo do leite em termos de quantidade e
qualidade, onde varios fendbmenos relacionados com a inflamagdo ocorrem simultaneamente,

como a seguir: a permeabilidade dos vasos sanguineos aumenta resultando na passagem de
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ions e proteinas do sangue para o leite; as células inflamatorias passam do sangue para o leite;
as células que produzem leite se tornam menos eficientes, podendo ainda ser destruidas e
haver liberacdo de enzimas ocasionando diminui¢do da quantidade de leite (KORHONEN &
KAARTINEN, 1995).

As consequéncias deletérias da mastite no leite sdo mais significativas em pequenos
ruminantes em comparagdo as vacas leiteiras (LEITNER et al., 2004), sendo, as alteracOes
fisico-quimicas da composicdo do leite, também utilizadas para diagnosticar indiretamente as
mastites, notadamente as mastites subclinicas, por sua forma silenciosa de manifestacao
(SILVA, 1999).

Os principais fatores relacionados a alteragdo dos componentes do leite sdo as lesGes
das células produtoras de leite, que podem resultar em altera¢fes da concentracdo de lactose,
proteina e gordura, e aumento da permeabilidade vascular, que determina o aumento da
passagem de substancias do sangue para o leite, tais como sodio, cloro, imunoglobulinas e
outras proteinas séricas (STEFFERT, 1993).

Nas mastites subclinicas, o leite € caracterizado pela alcalinizacdo do pH, aumento do
namero de células somaticas e diminui¢do da producdo (RADOSTITS et al., 2007). Tronco
(2003) justifica estas alteracbes pelo fato do leite ter uma composicdo que favorece o
desenvolvimento de diversos grupos de microrganismos, que podem provocar alteracgdes.

Segundo Vivar-Quintana et al. (2006), o aumento da CCS no leite de ovelha, acarreta
elevacdo do pH e diminuicdo da teor de lactose, porém segundo Rodrigues et al. (1995), os
valores obtidos da acidez titulavel e dos teores de gordura, proteina e solidos totais ndo foram
significativamente influenciados pela CCS e, em poucos casos, a infeccdo na glandula
mamaria pode provocar o aparecimento de leite com maior acidez titulavel.

Nunes et al. (2007) concluiram que a mastite em ovelhas acarretou em menor
producdo de lactose e um aumento do pH e do contetdo de cloretos, 0 que indica um aumento
da permeabilidade vascular e uma redugdo na biossintese de lactose pelas células alveolares,
porém, ndo foram observadas diferengas estatisticas entre as outras varidveis (gordura,
proteina e sélidos totais), o que pode estar influenciado por outros fatores como estagio
lactacional, numero de paricGes e dieta.

A gordura é o componente do leite que tem maior amplitude de variacdo e dependendo
da dieta dos animais pode variar entre duas e trés unidades percentuais (BRITO, 2004). O teor
de gordura tende a ser menor no inicio e aumentar conforme se aproxima o final da lactag&o,

ja que a producdo de leite diminui nesta fase (BIANCHI et al., 2004). Os teores de gordura ao
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longo da lactacdo de ovelhas da raca Lacaune foram citados por Assenat (1991), variam de
5,97% no comeco da lactacdo progredindo até 8,38% no final do periodo.

A maior parte das alteragdes que ocorrem no teor da gordura do leite, como
consequéncia do processo inflamatorio sdo discretas e, em muitos casos, ndo detectadas até
que a infeccdo se torne grave (KITCHEN, 1981). O aumento da gordura nas glandulas
infectadas pode ser justificado pela reducdo do volume de leite, conhecido como “efeito
diluicao”, em conjunto com a elevagao do teor de soroproteinas (KITCHEN, 1981; LEITNER
etal., 2004; MARTINS et al., 2009a).

Densidade é o peso especifico do leite, determinado pela concentracdo de elementos
em solucdo e suspensdo e pela porcentagem de gordura. Como a dgua apresenta densidade de
1g/mL, a gordura possui densidade abaixo desse valor e a densidade dos solidos néo
gordurosos apresenta valor superior, a densidade final do leite depende do balan¢o desses
componentes. A densidade sofre influéncia direta da diminuicdo dos sélidos totais do leite,
apresentando uma sutil diminuigdo do seu valor (FONSECA & SANTOS, 2000; TRONCO,
2003). A densidade do leite ainda sofre efeito do estagio da lactacdo, pois esta inversamente
relacionada com o teor de gordura, apresentando diminuicdo do valor médio durante a
lactacdo, coincidindo com o aumento do teor de gordura durante 0 mesmo periodo (BRITO,
2004). Assenat (1991) relatou que a densidade média do leite de ovelha varia entre 1.036g/mL
e 1.037g/mL. Avaliando a influéncia da mastite subclinica sobre a densidade do leite de cabra,
Lima Junior (1991) observou que ndo houve diferenca significativa entre as médias da
densidade do leite de animais sadios ou infectados.

Como consequéncia da lesdo no tecido mamario, temos a reducdo de lactose em
aproximadamente 10%, ocasionada pela destruicdo de tecido secretor (KORHONEN &
KAARTINEN, 1995; PRADA e SILVA et al., 2000). O nivel da lactose no leite é pouco
influenciado por fatores nutricionais, exceto nos animais subnutridos, porém o seu nivel esta
diretamente relacionado com a producéo de leite (BRITO, 2004). O teor de lactose sofreu
decréscimo ao longo da lactagéo, oscilando de 50g/Kg no inicio a 42g/Kg no final da lactacdo
em ovelhas leiteiras Lacaune (ASSENAT, 1991), achado também observado por Bianchi et al.
(2004), onde este componente diminuiu durante a lactacdo de ovelhas e também pela presenca
de infeccdo na glandula mamaria.

Sabe-se que no leite de animais com mastite ha um aumento das proteinas oriundas do
sangue, possivelmente devido a alteracdo da integridade do epitélio mamario, pela acdo de
toxinas bacterianas e aumento da permeabilidade vascular (PAAPE et al., 1995). A

composicdo proteica total do leite de ovelha redne varias proteinas especificas, dentre as
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proteinas do leite, a mais importante é a caseina, que perfaz cerca de 85% das proteinas
lacteas, e particularmente no leite de ovelhas Lacaune, os valores médios de proteina véo
desde 4,87% no inicio até 6% no final da lactacdo (ASSENAT, 1991). A porcentagem media
de proteina do leite é de 4,46%, e ainda apresenta avango progressivo ao longo da lactacao
(4,23% no inicio, chegando ao valor de 5,04% no final da lactacdo) (BRITO, 2004).

Conforme Assenat (1991), a acidez do leite de ovelha em graus Dornic (°D), situa-se
entre 18°D e 22°D. Lima Junior (1991) estabelecendo os efeitos da mastite subclinica sobre as
caracteristicas fisico-quimicas do leite, relatou que esta enfermidade em cabras ocasiona na
diminuig&o dos valores de acidez do leite.

Durante o processo inflamatdrio, diversas mudancas ocorrem no tecido mamério,
desencadeando alteracdo na permeabilidade capilar e permitindo que ions bicarbonato passem
para a secrecdo lactea, alcalinizando a secrecdo de glandulas mamarias com mastite, sendo
que as variagcdes do pH serdo proporcionais aos danos sofridos pelas estruturas celulares e
vasculares do tecido mamério (SCHALM et al., 1971).

Em estudo experimental induzindo mastite clinica com Staphylococcus aureus em
ovelhas, Santos et al. (2007) evidenciaram o comprometimento da producdo e as alteracdes
significativas das caracteristicas fisico-quimicas do leite, caracterizadas por reducao da acidez
Dornic e do teor de gordura e a elevacdo do pH e do teor de cloretos. Lima Janior (1991)
estudando os efeitos da mastite subclinica em cabras, sobre as caracteristicas fisico-quimicas,
verificou diferenca entre metades mamarias sadias e infectadas nos valores de pH, sendo
bastante sensivel como indicador de mastite em cabras.

No leite de vacas, a condutividade elétrica (CE) foi introduzida como um indicador de
mastite durante a ultima década (HAMANN & ZECCONI, 1998), sendo determinada pela
concentracdo de ions, particularmente o sédio, o potassio e o cloreto. Na mastite, a
concentracdo de Na* e CI" no leite aumenta, em decorréncia do aumento na permeabilidade
dos capilares sanguineos e da destruicdo dos sistemas de bombeamento ibnico, elevando
consequentemente a CE do leite na glandula infectada (NIELEN et al., 1992; TANGORRA et
al., 2010).

Os valores de condutividade elétrica do leite das glandulas sadias podem apresentar
alta variabilidade devido a influéncias do estagio da lactacdo, da raga, do intervalo de
ordenhas ou fatores relacionados com o estado geral do animal (por exemplo estro)
(HAMANN & ZECCONI, 1998). Nas ovelhas, o emprego desta varidvel como indicador do
processo inflamatério ainda ndo estd bem esclarecido, necessitando de mais estudos,

conforme observacdes feitas por Favero (2010) em rebanho de ovelhas leiteiras ao testar um
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equipamento para medir a condutividade elétrica e, por Barth et al. (2008) em estudo com
ovelhas criadas em sistema organico, onde observaram valores médios de 5,0mS/cm, com
variacdo entre 3,7 mS/cm e 8,6mS/cm.

Segundo Wegner & Stull (1978), a pesquisa do teor de cloretos no leite constitui-se
em um método répido e sensivel para o diagndstico da mastite subclinica, pois o ion cloreto
presente na circulacdo sanguinea, durante os processos inflamatorios, atravessa os capilares e
direciona-se ao Iumen dos alvéolos da glandula mamaria, devido ao aumento da
permeabilidade vascular, destruicdo das juncdes celulares e do sistema de bomba ativa. A
passagem de ions cloretos (CL") para o leite de glandulas infectadas, ocorre como mecanismo
de compensacdo para restabelecer o equilibrio osmético do leite em relacdo ao sangue, uma
vez que a lactose, que desempenha papel importante neste equilibiro, encontra-se diminuida
nos processos inflamatdrios (em torno de 10%), elevando assim o teor de cloretos do leite
(FONSECA & SANTOS, 2000). O valor médio do teor de cloretos observados nas amostras
de leite ndo reagentes ao CMT foi de 73,95 mEqg/L, enquanto que numa reacdo de CMT 3+ 0
valor médio encontrado foi de 105,12 mEg/L (ALMEIDA, 2008).
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5. ARTIGOS CIENTIFICOS

5.1-Artigo 1

_ INFLUENCIA DA INFECCAO INTRAMAMARIA SOBRE AS CARACTERISTICAS
FISICO-QUIMICAS DO LEITE DE OVELHAS SANTA INES ACOMPANHADAS DURANTE
A LACTACAQ!

Eduardo Levi de Sousa Guarané?, Rogério Adriano dos Santos?, Anne Grace Silva Siqueira Camposz,
Natélia da Silva e Silva®, José Augusto Bastos Afonso” e Carla Lopes de Mendonga®

ABSTRACT.- Guarand E.L.S., Santos R.A., Campos A.G.S.S., Silva N.S., Afonso JAB. &
Mendonga C.L. 2011. [Influence of intramammary infection on characteristics physical-chemical
of milk of Santa Inés ewe’s accompanied during lactation.] Influéncia da infeccdo intramamaria
sobre as caracteristicas fisico-quimicas do leite de ovelhas Santa Inés acompanhadas durante a
lactacdo. Pesquisa Veterinaria Brasileira 00(0):00-00. Clinica de Bovinos, Campus Garanhuns,
Universidade Federal Rural de Pernambuco, Av. Bom Pastor s/n, Cx. Postal 152, Mundau, Garanhuns,
PE 55292-901, Brazil. E-mail: carlalopes.mendonca@gmail.com

Alterations due to intramammary infections affect not only production but as well the physical-
chemical charachteristics of ewe’s milk, where the main components can be compromising the quality
of milk to nutrition for lambs. The aim of this work was to evaluate the influence of intramammary
infection over the main physical-chemical characteristics of ewe’s milk Santa Inés during all the
lactation period. Thirty four ewes Santa Inés primiparous and multiparous were accompanied created
in semi-intensive system and submmited to the same sanitary and nutritional management during
lactation. The moments of evaluation were 15 days postpartum (dpp), 30 dpp, 60 dpp and 90 dpp
(weaning). During all evaluation moments a clinical exam of the mammary gland was performed.
Milk samples for bacteriological culture, direct somatic cell count (SCC) and physical-chemical
evaluation (fat, protein and lactose contents, density, Dornic acidity, electrical conductivity, pH and
chloride content) was obtained by hand milking, always in the morning and processed on the
respective moments. Based on bacterial growth, samples were characterized as being from healthy
mammary glands (G1) or infected glands (G2). Results were statistically analyzed by variance
analysis. We evaluated 272 samples of milk from 68 mammary glands examined (n= 34 ewes) during
all the lactation. There was bacterial growth in 58 samples (23,2%), being characterized as coming
from infected glands (G2) and 192 (76.8%) of glands that were considered healthy with no growth
(G1). All sheep were negative for lentivirus serology. Was observed elevation (P <0,05) in the somatic
cell count characterized the inflammatory process, consequently a elevation, although of low intensity
on fat content , protein and chlorides and pH and a reduction of lactose, and these changes are more
marked in the end of lactation.

INDEX TERMS: Subclinical mastitis, milk sheep, lactation phases, milk composition.
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RESUMO.- As alteragbes provocadas pela infec¢do intramamaria refletem ndo somente na produgdo,
como também, nas caracteristicas fisico-quimicas do leite de ovelhas, onde os principais componentes
podem estar alterados, comprometendo a qualidade nutricional deste para a alimentacdo dos borregos.
Objetivou-se neste estudo, avaliar a influéncia da infecgdo intramamaria sobre as caracteristicas fisico-
quimicas do leite de ovelhas Santa Inés durante o periodo de lactacdo. Foram acompanhadas 34
ovelhas primiparas e multiparas da raca Santa Inés criadas em sistema semi-intensivo e submetidas ao
mesmo manejo higiénico-sanitério e nutricional durante todo o periodo de lactagdo, sendo avaliadas
aos 15 dias pés-parto (dpp), 30 dpp, 60 dpp e 90 dpp (desmame); em todos os momentos foi realizado
0 exame clinico da glandula mamaria. As amostras de leite para cultivo bacteriol6gico, contagem
direta de células somaticas (CCS) e avaliagdo fisico-quimica (teor de gordura, proteina, lactose,
densidade, acidez Dornic, condutividade elétrica, pH e teor de cloretos) foram colhidas, por ordenha
manual, sempre pela manhd e processadas nos respectivos momentos. Baseado no crescimento
bacteriano, as amostras foram caracterizadas como provenientes de glandulas mamérias sadias (G1) e
glandulas infectadas (G2). Os resultados foram analisados estatisticamente empregando-se analise de
variancia. Foram avaliadas 272 amostras de leite provenientes das 68 glandulas mamarias examinadas
(n= 34 ovelhas) durante toda lactacdo. Verificou-se crescimento bacteriano em 58 amostras (23,2%),
sendo caracterizadas como oriundas de glandulas infectadas (G2) e 192 (76,8%) de glandulas que
foram consideradas sadias, sem crescimento (G1). Todas as ovelhas foram negativas na sorologia para
lentivirus. Foi observada elevagdo (P<0,05) na contagem de células sométicas caracterizando o
processo inflamat6rio, com consequente elevacdo, apesar de pequena intensidade no teor de gordura,
proteina e cloretos e pH e redugdo da lactose, sendo estas alteragdes mais marcantes na fase final de
lactacéo.

TERMOS DE INDEXAGCAO: Mastite subclinica, leite ovino, fases da lactacdo, composicao lactea.
INTRODUCAO

A ovinocultura tem ampla potencialidade para desenvolvimento no Nordeste do Brasil, dentre as ragas
oriundas e criadas na regido, destaca-se a Santa Inés. De aptiddo para corte, apresenta rusticidade,
resisténcia as condic¢Oes aridas, bom desenvolvimento ponderal e se reproduz o ano todo,
representando excelente opcdo para matrizes em sistemas de producdo, que envolvam cruzamento
industrial. Por ser originaria das racas Bergamacia e Morada Nova apresenta caracteristicas, que
beneficiam a producéo de leite, favorecendo o aleitamento e o peso dos cordeiros, no entanto em
situacbes de manejo semi-intensivo e intensivo, em decorréncia de uma alimentagdo mais rica,
observa-se maior pré-disposicdo para a infeccdo da glandula mamaria, pois o leite excedente ndo é
consumido pelo borrego (Oliveira 2006).

A mastite representa uma limitacdo na criacdo de ovinos, devido as perdas econémicas que
acarreta, uma vez que limita a producdo de borregos, devido ao comprometimento funcional da
glandula mamaria da ovelha, causando sérios prejuizos econdmicos aos criadores, principalmente a
mastite subclinica que de forma silenciosa ocasiona grandes perdas (Oliveira 2006, Oliveira 2007,
Almeida 2008). Algumas formas de mastite tém impacto significativo sobre as ovelhas, outras alteram
a producdo e os componentes do leite e, algumas influenciam o desenvolvimento dos animais
lactentes, acarretando sérias perdas ao criador. Os prejuizos decorrentes dessa enfermidade estéo
diretamente relacionados, nos casos agudos, a morte de ovelhas no pico da lactagdo, tendo um efeito
deletério no desenvolvimento do lactente, podendo levar a morte do borrego, aliado aos custos
adicionais com a utilizacdo de sucedaneos, como também nos casos crénicos o descarte prematuro de
animais (Bergonier et al. 2003, Almeida 2008).

A mastite subclinica tem sido considerada a forma mais preocupante, pois se caracteriza pela
auséncia de sinais clinicos, o que dificulta sua deteccdo e consequente intervencdo terapéutica,
comprometendo a producdo do animal, podendo permanecer silenciosa no rebanho, sem alteracdes
evidentes do Ubere e da secrecdo lactea, porém, com efeitos significativos tanto na produ¢do como na
qualidade do leite, comprometendo seus principais componentes, e consequentemente a qualidade
nutricional para os borregos (Leitner et al. 2003, Almeida 2008). Sendo assim, é responsavel pela
diminuicdo do crescimento pré-desmame e por um aumento na mortalidade de borregos (Bergonier et
al. 2003), pois acarreta diminuicdo da capacidade de sintese da glandula que é acompanhada pela
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alteracdo da permeabilidade vascular comprometendo a composic¢éo do leite (Burriel 1997). Em um
estudo sobre a mastite subclinica induzida experimentalmente com estafilococos coagulase negativo
em ovelhas, a contagem de células somaticas aumentou, a producao de leite diminuiu e 0s cordeiros
apresentaram um retardo no crescimento (Fthenakis & Jones 1990).

Muitos fatores, como a fase da lactacdo, o estado sanitario da glandula mamaria, a producéo e a
variabilidade individual, contribuem para o comprometimento da qualidade do leite de ovelhas
(Bergonier et al. 2003). Tendo em vista a importancia econdmica e social que a ovinocultura
representa, 0 impacto econémico que a mastite acarreta nesta exploracéo e a escassez de estudos nos
quais as ovelhas sejam acompanhadas durante toda a lactacdo e ndo apenas informagfes pontuais, este
estudo teve por objetivo avaliar a influéncia da infecg¢do intramamaria sobre as caracteristicas fisico-
quimicas do leite (qualitativamente e quantitativamente) de ovelhas na lactagao.

MATERIAL E METODOS

Foram acompanhadas, em trés propriedades localizadas na regido de Garanhuns/PE, 34 ovelhas
primiparas e multiparas da raga Santa Inés criadas em sistema semi-intensivo e submetidas ao mesmo
manejo higiénico-sanitario e nutricional durante todo o periodo de lactacdo, sendo avaliadas aos 15
dias pds-parto (dpp), 30 dpp, 60 dpp e os 90 dpp (periodo estabelecido da pratica de desmame na
regido). N&o foi realizada avaliagdo fisico-quimica do leite antes dos 15dpp em decorréncia da
modificagdo gradativa de colostro em leite. Nos momentos estabelecidos acima foi realizado o exame
clinico dos animais, particularmente da glandula mamaria (Diffay et al. 2004) e realizada a colheita do
leite, pela manhd, por meio de ordenha manual, com separacdo prévia dos borregos 12h antes do
exame da glandula mamaria. Foram colhidos em frascos plasticos aproximadamente 80mL de leite de
cada metade mamaria, para realizacdo da contagem direta de células somaticas (CCS) e analise fisico-
quimica. As amostras para o cultivo bacterioldgico foram colhidas apés higienizacao prévia do Ubere,
desprezando-se os primeiros jatos de leite e, em seguida, apds criteriosa antissepsia do 6stio do teto
com alcool a 70%, foram colhidos aproximadamente 3mL de leite em tubos previamente esterilizados.
O material foi transportado para o laboratério em caixas isotérmicas, mantidas sob temperatura de
refrigeracdo com gelo reciclavel para processamento, de acordo com os tipos de andlises a serem
efetuadas.

A contagem direta de células somaticas (CCS) foi realizada de acordo com o método Prescott &
Breed, modificado pelo Subcomittee on Screening Tests, National Mastitis Council (1968) e adaptado
por Santos et al. (2007). Para avaliagdo da densidade relativa do leite a 15°C e da acidez titulavel,
expressa em graus Dornic (°D) empregou-se as recomendacdes do Laboratério Nacional de Referéncia
Animal (Lanara 1981). As amostras utilizadas na determinacdo dos teores de gordura (%), proteina
(%) e lactose (%) foram acondicionadas em frascos estéreis padronizados contendo o conservante
bronopol (2-bromo-2-nitropropano-1,3-diol) e encaminhadas em caixas isotérmicas refrigeradas para
analise em equipamento Bentley 2000 (Bentley instruments Inc®). Na determinacdo do potencial de
hidrogénio (pH) e condutividade elétrica (mS/cm) utilizou-se analisador automatizado de leite
(Ekomilk Total®). O teor de cloretos (mEg/L) foi mensurado quantitativamente por método
colorimétrico empregando kit comercial (Labtest®).

O cultivo bacterioldgico foi realizado seguindo as recomendacdes do National Mastitis Council
(1990) em placas de agar-sangue desfibrinado de carneiro a 5% e agar McConckey e incubadas a
37°C. As leituras foram realizadas as 24, 48, 72 e 96 horas; sendo observadas as caracteristicas
culturais das coldnias (morfologia, producdo de pigmento e hemélise) e morfo-tintoriais, por meio do
método de coloracdo de Gram e posterior caracterizagdo bioquimica (Quinn et al. 1994). Baseado no
crescimento bacteriano, as amostras foram caracterizadas como provenientes de glandulas mamarias
sadias (G1) e glandulas infectadas (G2). Antes do parto e fase final da lactagdo (90dpp) foi realizada a
sorologia para lentivirus, empregando kit para diagnostico (IDGA) (Biovetech Ltda-ME, Recife, PE).

Os dados da variavel CCS foram submetidos ao teste de normalidade segundo Kolmogorov-
Smirnov e, como nado atendeu a premissa de normalidade, estes foram transformados em log de base
10 (Log10), sendo os dados expressos em média e desvio padréo, porém a estatistica é baseada com os
dados transformados. Foi empregada a anélise de variancia e calculada a estatistica F e seu respectivo
nivel de significancia (p). No caso da estatistica resultar significativa (P<0,05), foi efetuado os
contrastes entre medias pelo método de Tukey (Curi 1997).
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RESULTADOS

Ao longo de toda a lactagdo, nos momentos previamente estabelecidos, foram avaliadas 272 amostras
de leite provenientes das 68 glandulas mamaérias examinadas (n= 34 ovelhas). Destas 272, cinco
amostras (1,84%) foram provenientes de glandulas diagnosticadas com a forma clinica da mastite. No
decorrer do trabalho duas ovelhas morreram e algumas ndo apresentaram leite (secas) na fase final de
lactacdo (90 dpp), totalizando 17 amostras. Das 250 amostras restantes analisadas, empregadas neste
estudo, verificou-se crescimento bacteriano em 58 (23,2%), sendo caracterizadas como oriundas de
glandulas infectadas (G2) e 192 (76,8%) de glandulas sadias (G1). O resultado da sorologia, no
diagnostico de lentivirus, foi negativo em todas as ovelhas estudadas.

Contagem de células somaticas. Foi observada diferenca estatistica (P<0,05) entre 0s grupos
G1 e G2 em todas as fases da lactagdo, no entanto ndo foi verificado efeito de momento (P>0,05),
caracterizando que nao houve influéncia das fases de lactacdo sobre a contagem de células somaticas
em ambos o0s grupos (Quadro 1; Fig. 1), que apresentaram valores médios, ao longo da lactacéo, de
1.160.785,94 células/mL (G1) e 4.372.560,79 células/mL (G2).
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Fig. 1. Valores médios da contagem de células somaticas (CCS) (células/mL) do leite de glandulas
mamarias sadias (G1) e infectadas (G2) de ovelhas da raca Santa Inés durante a lactagao.

Teor de Gordura. Quando se comparou os resultados entre os dois grupos analisados,
observou-se, ao longo de toda a lactagdo, valores superiores do teor de gordura no grupo infectado
(G2), apesar desta elevacgdo ter sido significativa (P<0,05) somente aos 15 dpp e 60 dpp. Apenas no
grupo G1, foi verificado efeito de momento (P<0,05) nos valores desta variavel no final da lactacdo
(90dias) quando comparado aos anteriores, demonstrando um gradativo aumento no decorrer da
lactagdo (4,34% no inicio e 7,14% de gordura no final da lactacdo (Quadro 1; Fig. 2).
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Fig. 2. Valores médios do teor de gordura (%) do leite de glandulas mamérias sadias (G1) e infectadas
(G2) de ovelhas da raga Santa Inés durante a lactacéo.

Teor de Proteina. Quanto ao teor de proteina, verificou-se diferenca significativa (P<0,05)
entre 0s grupos no 30° dpp, 60° dpp e 90° dpp, estando os valores médios do grupo G2 superiores as
glandulas sadias (G1). Quanto ao efeito de momento, no grupo das glandulas sadias (G1), foi
observado um decréscimo (P<0,05) nos valores médios desta variavel no 30° dia da lactagéo. J4 no G2
(glandulas infectadas) houve diferenca (P<0,05) de momento ao comparar 0s momentos iniciais
(15dpp e 30 dpp) com a fase final da lactacdo (90 dpp), observando-se elevagdo gradativa nos valores
do teor de proteinas (Quadro 1; Fig. 3).
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Fig. 3. Valores médios do teor de proteina (%) do leite de glandulas mamarias sadias (G1) e infectadas
(G2) de ovelhas da raga Santa Inés durante a lactacéo.

Teor de Lactose. Ao analisarmos os valores médios do teor de lactose durante as fases da
lactacdo observou-se valores inferiores desta variavel em todos os momentos no grupo das glandulas
infectadas (G2), quando comparado as glandulas sadias (G1), sendo esta diminui¢do significativa
(P<0,05) na fase intermediaria da lactacdo (30° dpp e 60° dpp). Foi observado efeito de momento,
somente no grupo G1, em que se observou diminuicdo significativa (P<0,05) do teor de lactose no
final da lactacdo (Quadro 1; Fig. 4).
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Fig. 4. Valores médios do teor de lactose (%) do leite de glandulas mamaérias sadias (G1) e infectadas
(G2) de ovelhas da raga Santa Inés durante a lactacao.

Densidade. Ndo foi observada diferenga significativa (P>0,05) entre os grupos no decorrer da
lactacdo, com excecdo do momento 15dpp. Com relacdo ao efeito de momento ndo foi observado
alteracdo da densidade ao longo da lactacdo no grupo G2, no entanto nas amostras provenientes de
glandulas sadias (G1), houve um decréscimo significativo (P<0,05) desta varidvel no final da lactagdo
(90 dpp), quando comparado aos momentos anteriores (Quadro 1; Fig. 5).
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Fig. 5. Valores médios da densidade (a 15°C) do leite de glandulas mamarias sadias (G1) e infectadas
(G2) de ovelhas da raga Santa Inés durante a lactagéo.

Acidez Dornic. Os valores médios referentes a acidez Dornic ndo revelaram diferenca
estatistica significativa (P>0,05) entre os grupos, nem entre os momentos (P>0,05) no decorrer da
lactagdo do G1 e G2 (Quadro 1; Fig. 6), obtendo valores médios de 24,47° e 23,52°D, respectivamente.
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Fig. 6. Valores médios da acidez Dornic (°D) do leite de glandulas mamarias sadias (G1) e infectadas
(G2) de ovelhas da raga Santa Inés durante a lactacao.

pH. Com relacédo aos valores médios do pH, foi observado diferenga estatistica (P<0,05) entre
os grupos na fase final da lactacdo (90dpp), sendo os valores desta variavel sempre superiores no
grupo das amostras de leite provenientes de glandulas infectadas (G2). O efeito de momento foi
observado somente no grupo G2, onde os valores aos 90 dpp se elevaram significativamente (P<0,05),
guando comparados aos momentos anteriores (Quadro 1; Fig. 7).
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Fig. 7. Valores médios do pH do leite de glandulas mamarias sadias (G1) e infectadas (G2) de ovelhas da
raga Santa Inés durante a lactacéo.

Condutividade elétrica. Com relacdo a condutividade elétrica ndo foi observado diferenca
significativa entre os grupos G1 e G2 (P>0,05), nem efeito de momento ao longo do periodo de

lactagdo (P>0,05) (Quadro 1; Fig. 8), obtendo valores médios de 4,14 mS/cm e 4,16 mS/cm,
respectivamente.
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Fig. 8. Valores médios da condutividade elétrica (mS/cm) do leite de glandulas mamérias sadias (G1) e
infectadas (G2) de ovelhas da raca Santa Inés durante a lactacéo.

Teor de cloretos. Os valores médios do teor de cloretos foram superiores no grupo em que as
amostras de leite foram oriundas de glandulas infectadas (G2), sendo esta diferenca significativa
(P<0,05) no inicio (15 dpp) e fase intermediéria da lactacdo (60 dpp). Foi verificado efeito de
momento (P<0,05) em ambos 0s grupos, caracterizando um aumento gradativo nos valores médios
desta varidvel ao longo da lactacdo, que atingiu valores maximos de 111,97 mEg/L e 124,08 mEg/L no
estagio final da lactagdo (90 dpp), nos grupos G1 e G2, respectivamente (Quadro 1; Fig. 9).

130,00
120,00 -
110,00 -

100,00

Teor de Cloretos
(mEq/L)

90,00 -
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Fig. 9. Valores médios do teor de cloretos (mEg/L) do leite de glandulas mamarias sadias (G1) e
infectadas (G2) de ovelhas da raca Santa Inés durante a lactacéo.

DISCUSSAO

A forma subclinica da mastite, que neste estudo foi identificada através do isolamento bacteriano, foi
detectada em 23,2% (n=58) das amostras de leite, ao longo da lactacdo. Este percentual foi também
relatado por Bergonier et al. (2003) que verificou ocorréncia de 16 a 35% de mastite subclinica em
ovelhas, como também por Contreras et al. (2007) cujo indice variou de 5-30% em pequenos
ruminantes.

Contagem de celtlas somaticas. Os valores médios obtidos para contagem de células
somaéticas (Fig. 1) no grupo G1 foram pouco superiores (1.160.785,94 células/mL) ao relatado por



55

Almeida (2008), que considera o valor de 1x10° células/mL como o limite superior indicativo de
glandulas mamarias sadias, no entanto inferiores aos relatados por Mavrogenis et al. (1995), onde a
média da CCS do leite de glandulas ndo-infectadas foi de 1,57x10° células/mL. Os valores médios
durante todo o periodo de lactacdo observado no grupo G2 (4.372.560,79 células/mL) foram t&o
elevados quanto os relatados por Fthenakis (1995) que encontrou valor méximo de 5,48 x 10°
células/mL e por Almeida (2008) com valor médio de 8,42x10° células/mL. A infeccio intramaméria é
0 mais importante dos fatores que influenciam o aumento da CCS (Gonzalez-Rodriguez et al. 1995).
Este ocorre como consequéncia da resposta a uma injuria na glandula maméria carreada por
mediadores inflamatdrios (Harmon 1994). Para Leitner et al. (2003) a elevada CCS indica baixa
qualidade do leite, como observado em seu estudo tendo o Staphylococcus coagulase-negativo como
agente infeccioso. Conforme relatado por Pyorala (2003), a sensibilidade do método é de fundamental
importancia na deteccdo da mastite, sendo a CCS um pardmetro basico para andlise do leite. Para
Harmon (1994), a magnitude desta contagem esta também relacionada ao tipo de agente etioldgico
envolvido, atribuindo aos Staphylococcus aureus, Streptococcus agalactiae, entre outros, as contagens
mais elevadas.

Ndo foi observado influéncia do periodo lactacional sobre o valor da CCS, resultados
semelhantes foram relatados em vacas da raca Holandesa (Voltolini et al. 2001), em cabras leiteiras
(Das & Singh 2000) e em bufalas (Bastos 2004), cujos autores ndo encontraram diferencas
significativas entre a CCS e 0 estdgio da lactagdo. No entanto, para Pyodrala (2003), no fim da lactacéo,
a CCS tende a aumentar ligeiramente, devido ao efeito diluicdo causado pelo declinio natural na
producdo, acarretando o aumento da concentracdo celular no leite.

Teor de Gordura. Os valores médios de teor de gordura nas glandulas mamarias sadias (G1)
foram préximos aos relatados por Brito et al. (2006) no inicio e final da lactacéo, de 4,90% a 7,02%,
respectivamente. Apesar da presenca da infecgdo intramamaria (G2), os resultados encontrados para a
porcentagem de gordura estdo dentro do intervalo descrito por Assenat (1991) em ovinos Lacaune, que
observou valores de 5,97% no comeco da lactacdo progredindo até 8,38% no final. A maior parte das
alteracdes que ocorrem no teor da gordura do leite, como consequéncia do processo inflamatério sdo
discretas e, em muitos casos ndo sao detectadas até que a infecgdo se torne grave (Kitchen 1981). A
diferenca observada entre os grupos estudados, nos quais 0 G2 apresenta valores superiores desta
variavel, quando comparado as glandulas sadias (G1), poderia ser justificado pela redugdo do volume
de leite nas glandulas infectadas, como também relatado por outros autores (Kitchen 1981, Leitner et
al. 2003). Dentre os constituintes do leite a gordura é caracterizada por Assenat (1991) como o que
mais sofre alteragOes durante a lactagdo. O aumento gradual do teor de gordura durante a lactagdo
observado no G1 (Fig. 2) também foi demonstrado em outros estudos com leite de glandulas mamarias
sadias de ovelhas de diferentes ragas (Gonzalo et al. 1994, Ochoa-Cordero et al. 2002), assim como
em cabras (Das & Singh 2000) e vacas (Fagan 2006), que atribuiram este aumento a diminuicdo da
producéo.

Teor de Proteina. A diferenca entre os grupos estudados, nos quais se observou valores
elevados nas metades infectadas (G2), corrobora com achados de Leitner et al. (2003) e Bianchi et al.
(2004a), estando estes resultados relacionados a injuria da barreira alveolar do Ubere que permitiu a
passagem de proteina do sangue para o leite. De acordo com observacGes de Leitner et al. (2003) o
leite proveniente de um Ubere infectado apresenta maior atividade proteolitica, reduzindo a
concentracdo de caseina, que é compensada pelo aumento da concentracdo de albumina,
consequentemente da proteina total do leite.

O efeito significativo de momento durante a lactacdo foi observado apenas nas glandulas
infectadas, apesar de no grupo das glandulas sadias 0s momentos iniciais apresentarem valores médios
menores em relacdo ao final da lactacdo, segundo Bencini & Pulina (1997) existe uma correlacio
negativa entre a producdo e a composicdo do leite, onde, na fase de secagem da glandula, a
concentracdo de proteina se eleva. Esta variacdo, em fungdo da fase de lactacdo foi descrita em
ovelhas por alguns autores (Assenat 1991, Brito et al. 2006) e em vacas por Fagan (2006). No entanto,
Das & Singh (2000) ndo observaram influéncia das fases da lactacdo nos valores da proteina em leite
de glandulas sadias de cabras, conforme observado neste estudo.

Teor de Lactose. A diferenga observada no teor de lactose entre glandulas saudaveis (G1) e
infectadas (G2) corroboram com achados de Leitner et al. (2003) e Bianchi et al. (2004b) trabalhando
com ovelhas e Pyoréla (2003) com vacas, sugerindo que a capacidade da biosintese da lactose esteja
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comprometida devido ao estado de saude da glandula mamaria. A diminui¢do da concentragdo de
lactose no leite de metades infectadas por Staphylococcus coagulase-negativo foi relatada também por
Burriel (1997), que atribuiu a baixa qualidade da matéria prima a diminuicdo da sintese deste
componente do leite em glandulas mamarias infectadas.

Né&o foi observado efeito do periodo de lactacdo nos valores da lactose no leite de ovelhas com
mastite subclinica, apenas no leite de glandulas sadias, onde houve um decréscimo no teor de lactose
durante a lactagdo, comportamento semelhante ao relatados em ovelhas sadias por Assenat (1991),
Ochoa-Cordero et al. (2002) e Brito et al. (2006), que atribuiram este comportamento do teor de
lactose estar diretamente relacionado com a producao de leite.

Densidade. Esta variavel apresentou diferenca entre 0s grupos apenas no primeiro momento
apos o parto (15 dpp). Esta similaridade entre grupos ao longo da lactagdo corrobora os resultados
obtidos por Almeida (2008) que ndo verificou alteracfes entre glandulas sadias e infectadas por
bactérias Gram positivas em ovelhas da raga Santa Inés, bem como, resultados semelhantes foram
citados por Lima Junior (1991) ao avaliar a densidade de leite caprino e por Nicolau et al. (1996) e
Zafalon et al. (2005) em estudo da mastite subclinica com vacas de leite, cuja variavel parece sofrer
pouca influéncia quando se trata deste tipo de mastite.

A lactacdo exerceu efeito no grupo das metades sadias, acarretando diminui¢do gradativa da
densidade até o momento de secagem, estando esse comportamento ligado especificamente aos
resultados do teor de gordura no mesmo grupo citado. O intervalo dos valores obtidos para a variavel
de densidade se encontra similar aos relatados por Assenat (1991) e Brito et al. (2006) que atribuiram
esta variagdo ao fato do valor da densidade ser inversamente proporcional ao teor de gordura,
relatando menor percentual de gordura no leite na fase inicial da lactagdo, acontecendo o inverso no
final, onde o leite é mais rico em gordura.

Acidez Dornic. Ndo ocorreu diferenca entre grupos estudados, resultados semelhantes em
vacas foram observados por Nicolau et al. (1996) trabalhando com leite de glandulas infectadas
(Staphylococcus spp.) e ndo infectadas e por Elias et al. (2005) com vacas naturalmente infectadas por
Streptococcus spp. Diferentemente, Almeida (2008) encontrou diminuicdo significativa nos animais
infectados por diferentes agentes bacterianos, sugerindo que as alteragcGes ocorrem como consequéncia
da elevacéo de cloreto e sodio no leite, oriundos do sangue, pela alteragdo de permeabilidade capilar
existente no processo inflamatério (Afonso & Vianni 1995).

Os valores médios da acidez Dornic, ao longo da lactacdo ndo sofreu diferenca entre os
grupos. Em estudo realizado por Fagan (2006) com vacas leiteiras, foi observado que as esta¢fes do
ano e fases de lactacdo nao alteram a acidez do leite ficando evidente que, a acidificacdo do leite esta
associada a contaminagdo primaria por microrganismos e as condi¢des de armazenamento. Brito et al.
(2006) nao observaram diferenca desta variavel até os 60 dias de lactacdo de ovelhas Lacaune sadias,
porém aos 140 dias houve uma aumento que segundo o0 autor poderia estar relacionado com o aumento
do teor de proteina, fato este ndo observado neste estudo.

pH. Apesar de ndo significativo, com excecdo do final da lactagdo, os valores superiores do
pH do leite proveniente de glandulas infectadas é justificado pela alteragdo na permeabilidade capilar,
acarretada pela reacdo inflamatéria. Como consequéncia, ocorre passagem de ions como o cloreto de
sodio e o bicarbonato de sodio que favorecem a alcalinidade do leite (Santos et al. 2007).

A influéncia do periodo de lactacdo sobre os valores de pH foi observada somente no grupo
das glandulas infectadas nos 90 dpp, onde verificou-se elevacdo desta variavel, provavelmente como
consequéncia do processo inflamatdrio. Em estudo com leite de vacas sadias da raca Holandesa foi
observado aumento gradual dos valores do pH durante a lactacdo (Estrella 2001). Essa variabilidade
nos valores de pH ao longo da lactacdo ainda ndo estad bem esclarecida, conforme também observado
por Assenat (1991) e por Brito et al. (2006), que relataram diminui¢do nos valores de pH do leite aos
30 dias de lactacao, recomendando novos estudos para justificar este significado.

Condutividade elétrica. Os resultados obtidos neste estudo ndo caracterizaram esta variavel
como boa indicadora de infeccdo da glandula mamaéria em casos subclinicos de mastite, conforme
também observado por Favero (2010) em rebanho de ovelhas leiteiras ao testar um equipamento para
medir a condutividade elétrica. O emprego desta varidvel em vacas e cabras, como indicadora de
infeccdo da glandula, é estudado e recomendado ha alguns anos conforme relatado por Fernando et al.
(1985), zafalon et al. (2005) e Tangorra et al. (2010), tendo como principio as alteracGes na carga
ibnica do leite em decorréncia do comprometimento da sintese e/ou da permeabilidade vascular
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resultante do processo inflamatério, aumentando a transferéncia de certos ions, como o bicarbonato de
sodio e o cloreto de sodio para o leite. Em ovelhas ainda ndo esta bem estabelecido o emprego desta
variavel sendo ainda divergente a sua indicacdo (Barth et al. 2008), necessitando de mais estudos.

Os valores encontrados situam-se no intervalo relatado por Peris et al. (1991) para valores no
periodo de colostro e secagem, de 4,33 e 3,83 mS/cm, respectivamente. Barth et al. (2008) em estudo
com ovelhas criadas em sistema organico, a média encontrada foi de 5,0 mS/cm, com variacao entre
3,7-8,6 mS/cm. Das & Singh (2000) verificaram elevacéo nos valores desta varidvel no leite de cabras
ao longo da lactagdo, particularmente no final, atribuindo esta alteracéo a elevagdo nos teores de sodio
e cloro.

Teor de cloretos. Os valores superiores do teor de cloretos nos casos subclinicos de mastite,
quando comparados as glandulas sadias ocorre como mecanismo de compensagdo no restabelecimento
do equilibrio osmotico do leite em relagdo ao sangue, fazendo com que os ions cloreto e os ions sodio
presentes na circulagdo sanguinea, atravessem o0s capilares sanguineos durante 0 processo
inflamatdrio, direcionando-se ao limen dos alvéolos da glandula mamaria, como consequéncia do
aumento na permeabilidade vascular, da destruicdo das jungdes celulares e do sistema de
bombeamento idnico acarretado pela infecgdo (Afonso & Vianni 1995, Elias et al. 2005). Resultados
semelhantes foi relatado por Almeida (2008), que evidenciou a influéncia da infeccdo intramamaria
sobre os valores mais elevados do teor de cloretos das amostras de leite microbiologicamente positivas
guando comparadas as negativas.

O aumento gradativo nos valores médios desta variavel, que atingiu valores maximos de
111,97 mEQ/L e 124,08 mEg/L na fase final da lactacdo (90 dpp), nos grupos das glandulas sadias e
infectadas, respectivamente, caracteriza a influéncia da lactagdo sobre o teor de cloretos, conforme
também descrito por Estrella (2001) e Zafalon et al. (2005) em vacas, Tonin & Nader Filho (2002) em
cabras, e Bastos (2004) em bdfalas. De acordo com Vasconcelos et al. (1997), tais achados podem ser
atribuidos as alteragdes fisioldgicas descamativas das células secretoras da glandula mamaéria, as quais
ocorrem, principalmente, no final da lactagdo. Podendo haver desenvolvimento de processo
inflamatério que propicia aumento da permeabilidade capilar acompanhado de diminuicdo da
capacidade secretora, dessa forma os ions cloretos podem passar para o leite mantendo o equilibrio
eletrolitico (Tonin & Nader Filho 2002).

Os resultados obtidos neste estudo permitiram concluir que a infecgdo intramamaria acarreta
elevacdo na contagem de células somaticas caracterizando o processo inflamat6rio, com consequente
elevagdo, apesar de pequena intensidade no teor de gordura, proteina e cloretos e pH e reducédo da
lactose, sendo estas alteragdes mais marcantes na fase final de lactacéo.
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Quadro 1. Valores médios e desvios padrao (x £ s) da contagem direta de células sométicas (CCS) e das caracteristicas fisico-quimica de amostras de
leite (n=250) de ovelhas da raca Santa Inés em diferentes fases da lactacéo.

) FASES DA LACTACAO
VARIAVEIS GRUPOS 15 DIAS 30 DIAS 60 DIAS 90 DIAS
(G1 n=50; G2 n=17) (G1 n=50; G2 n=17) (G1 n=53; G2 n=13) (G1 n=39; G2 n=11)
CCS G1 1,49x10° + 2,14x10°Aa* 1,18x10%+ 2,01x10°Aa 1,07x10°% + 1,61x10%Aa 0,88 x10° + 1,59x10°Aa
(células/mL) G2 5,08x10° +2,29x10°Ba 3,74x10°% + 3,09x10°Ba 4.28x10° + 3,11x10°Ba 4.37x10° + 2,77x10°Ba
TEOR DE G1 4,34 + 1,53Aa 4,94 +3,11Aa 5,59 + 2,01Aa 7,14 + 2,44Ab
GORDURA (%) G2 6,55 + 3,03Ba 6,34 +2,11Aa 7.42 + 3,08Ba 7,82 +2.64Aa
TEOR DE G1 5,70 + 0,67Aa 5,21 + 0,73Ab 5,67 + 0,78Aa 5,89 + 0,71Aa
PROTEINA (%) G2 5,57 + 0,65Aa 5,70 + 0,74Ba 6,39 + 0,87Ba 6,73 + 0,52Bb
TEOR DE G1 4,69 + 0,52Aa 4,86 + 0,37Aa 4,56 + 0,37Ab 4,24 + 0,49Ac
LACTOSE (%) G2 451 +0,63Aa 4,42 + 0,53Ba 4,19 + 0,45Ba 4,11 + 0,53Aa
DENSIDADE G1 1039,41 + 2,27Aa 1037,32 + 4,15Ab 1037,17 + 2,21Ab 1034,76 + 3,62Ac
(a15°C) G2 1037,13 + 4,63Ba 1036,33 + 3,04Aa 1037,63 + 2,95Aa 1035,77 + 5,43Aa
ACIDEZ DORNIC G1 23,97 + 3,46Aa 23,87 + 2,74Aa 24,78 + 4,30Aa 25,24 + 4,45Aa
(°D) G2 22,29 + 3,89Aa 24,27 + 4,52Aa 24,50 + 3,46Aa 23,00 + 4,38Aa
. G1 6,88 + 0,20Aa 6,87 + 0,29Aa 6,91 + 0,24Aa 6,97 + 0,16Aa
P G2 6,96 + 0,17Aa 6,92 + 0,22Aa 6,96 + 0,16Aa 7,21 +0,34Bb
CONDUTIVIDADE Gl 4,21 +0,84Aa 4,12 +0,39Aa 4,15 + 0,49Aa 4,09 +0,42Aa
ELETRICA
(mS/cm) G2 4,23 + 0,48Aa 4,08 + 0,43Aa 4,12 + 0,56Aa 4,20 + 0,64Aa
TEOR DE G1 86,71 + 19,56Aa 93,02 + 24,34Aa 101,30 + 26,16Ab 111,97 + 21,23Ab
CLORETOS
(mEg/L) G2 99,47 +24,45Ba 104,28 + 14.43Aa 120,76 + 34,74Ba 124,08 + 18,52Ab

Letras maiusculas diferentes nas colunas indicam diferenca significativa (P<0,05) entre os grupos Gle G2.
Letras minusculas diferentes nas linhas indicam diferenca significativa (P<0,05) entre os momentos de observacao.
* Valores médios com estatistica expressa pela transformacéo em Log10.
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5.2 — Artigo 2

DINAMICA CELULAR E MICROBIOLOGICA DO LEITE DE OVELHAS SANTA INES
ACOMPANHADAS DURANTE A LACTAGCAO?

Eduardo Levi de Sousa Guarana®, Rogério Adriano dos Santos®, Anne Grace S. Siqueira Campos?,
Natélia da Silva e Silva®, José Augusto Bastos Afonso” e Carla Lopes de Mendonga®

ABSTRACT.- Guarand E.L.S., Santos R.A., Campos A.G.S.S., Silva N.S., Afonso JAB. &
Mendonga C.L. 2011. [Cellular dynamics and microbiological of milk of Santa Inés ewe’s
accompanied during lactation.] Dinamica celular e microbiolégica do leite de ovelhas Santa Inés
acompanhadas durante a lactagdo. Pesquisa Veterinaria Brasileira 00(0):00-00. Clinica de Bovinos,
Campus Garanhuns, Universidade Federal Rural de Pernambuco, Av. Bom Pastor s/n, Cx. Postal 152,
Mundau, Garanhuns, PE 55292-901, Brazil. E-mail: carlalopes.mendonca@gmail.com

The aim of this study was to evaluate the dynamics of intramammary infection in ewes by
means of clinical examination, direct somatic cell count and the isolation of bacterial agents involved
in the process during lactation, as well as the sensitivity profile of these isolates to different
antimicrobial. Thirty four ewes from the Santa Inés breed, raised under semi-intensive handling and
submitted to the same sanitary and nutritional management were evaluated before and after
parturition: approximately 10 days before parturition, 15 days after parturition (dap), 30 dap, 60 dap
and 90 dap (weaning). In the respective moments a clinical exam of the mammary gland was
accomplished. The direct somatic cell count (SCC) and the California Mastitis Test (CMT) were
carried out in the moments postpartum (15 dap, 30 dap, 60 dap and 90 dap) as well as the
bacteriological analysis which was also accomplished in the experimental moment that preceded
parturition when the ewes were not milked. Milk sampling was achieved by manual means. All ewes
were submitted to lentivirus serology test. Variance analysis was used and in cases where the statistics
were significant (P<0,05) a contrast between means was accomplished by Tukey test. Mann-Whitneys
non-parametric test was used for independent samples and Friedmans non-parametric test for
dependent samples. A descriptive study of the variables studied was done by a frequency distribution
(%). Results allowed to conclude that subclinical mastitis represents a great sanitary concern in the
raising of Santa Inés ewes, being the phase that precede parturition worth the attention therewith the
high percentage of bacterial isolation from mammary glands apparently healthy combined to the
observation, in the lactation phase, of the highest percentage of isolates in the first 30 days of lactation
namely the beginning of lactation, ie at the initial stage, being negative coagulase Staphylococcus the
agent isolated in higher percentage. Somatic cell count was elevated in subclinical cases, however it
was influenced by the different stages of lactation.

INDEX TERMS: California Mastitis Test, somatic cell direct count, intramammary infection,
Staphylococcus spp., sensitivity profile.
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RESUMO.- Objetivou-se neste estudo, avaliar a dindmica da infeccdo intramamaria de ovelhas por
meio da avaliacdo clinica, da contagem direta de células sométicas e do isolamento dos agentes
bacterianos envolvidos no processo ao longo de toda a lactacdo, bem como o perfil de sensibilidade
destes isolados frente a diferentes antimicrobianos. Foram acompanhadas 34 ovelhas da raga Santa
Inés criadas em sistema semi-intensivo e submetidas ao mesmo manejo higiénico-sanitario e
nutricional acompanhadas antes/durante o periodo de lactacdo: aproximadamente 10 dias que precedeu
ao parto, 15 dias pds-parto (dpp), 30 dpp, 60 dpp e 90 dpp (desmame). Nos respectivos momentos foi
realizado o exame clinico da glandula. A contagem direta de células sométicas (CCS) e 0 CMT foram
realizados nos momentos seguintes ao parto (15dpp, 30dpp, 60dpp e 90dpp), assim como a analise
bacterioldgica, que foi realizada além dos momentos citados, também no momento que precedeu ao
parto o qual foi estabelecido por ndo ordenhar as ovelhas. A colheita do leite foi realizada por meio de
ordenha manual. Todas as ovelhas foram submetidas a sorologia para lentivirus. Foi empregada a
analise de variancia, no caso da estatistica resultar significativa (p<0,05), foi efetuado os contrastes
entre médias pelo método de Tukey. Foi utilizado o teste ndo paramétrico de Mann-Whitney para
amostras independentes e a prova ndo paramétrica de Friedman para amostras dependentes. Foi
realizado um estudo descritivo das variaveis estudadas empregando-se a distribuicdo de frequéncias
(%). Os resultados obtidos, permitiu-nos concluir que a mastite subclinica representa uma preocupagao
sanitaria na criacdo de ovelhas Santa Inés, sendo particularmente a fase que precede o parto
merecedora de maior atencdo tendo em vista o alto percentual de isolamento bacteriano de glandulas
aparentemente sadias, aliado a observacao, ja na fase de lactacdo, do maior percentual de isolamento
ocorrer nos primeiros 30 dias da lactacdo, ou seja, na fase inicial, sendo Staphylococcus coagulase-
negativo o agente isolado em maior percentual. A contagem de células somaéticas foi caracterizada
pelo seu aumento nos casos subclinicos sem entretanto, ser influenciada pelas diferentes fases da
lactacdo.

TERMOS DE INDEXA(;AO: California Mastitis Test, contagem direta de células sométicas, infeccéo
intramamaria, Staphylococcus spp., perfil de sensibilidade.

INTRODUCAO

A exploracdo de ovinos na regido Nordeste € uma opgéo viavel e rentvel ndo somente para pequenos
e médios produtores, mas também para grandes pecuaristas (Alencar & Rosa 2006). Dentre as racas
oriundas e criadas na regido, destaca-se a Santa Inés, de aptiddo para corte, por sua rusticidade,
resisténcia as condi¢des aridas, bom desenvolvimento ponderal e por se reproduzir o ano todo,
representando excelente raca para matrizes em sistemas de producdo, que envolvam cruzamento
industrial. Por ser originaria das racas Bergamacia e Morada Nova apresentam caracteristicas, que
beneficiam a producdo de leite, favorecendo o aleitamento e 0 peso dos cordeiros, no entanto em
situacBes de manejo semi-intensivo e intensivo, em decorréncia de uma alimentacdo mais rica,
observa-se maior pré-disposicdo para a infeccdo da glandula maméria, pois o leite excedente ndo é
consumido pelo borrego (Oliveira 2006).

Pouco se conhece sobre as particularidades da glandula mamaria da ovelha, principalmente as
de aptiddo para corte. A mastite nas ovelhas tem um grande impacto econémico para o criador se
comparado aos efeitos na vaca e na cabra, pois a doenca pode levar a reducdo no ganho de peso dos
cordeiros e causar aumento na mortalidade. Os prejuizos decorrentes dessa enfermidade estdo
diretamente relacionados, nos casos agudos, & morte de ovelhas no pico da lactagdo, tendo um efeito
deletério no desenvolvimento do lactente, podendo levar a morte do borrego, aliado aos custos
adicionais com a utilizacdo de sucedaneos, como também nos casos crénicos o descarte prematuro de
animais, muitas vezes de alto valor genético (Menzies & Ramanoon 2001, Oliveira 2007). Os casos
clinicos de mastite podem ocorrer em qualquer periodo da lactacdo ou mesmo no periodo seco. As
situacbes mais graves ocorrem duas a quatro semanas apds o parto e algumas vezes logo apds o
desmame (Menzies & Ramanoon 2001). Oliveira (2007) observou na regido do Agreste Meridional de
Pernambuco maior ocorréncia da doenca logo ap6s o parto. Um periodo considerado de maior risco é
o final da lactacéo, caracterizado pela involugdo da glandula mamaria, que tem inicio no momento em
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que os borregos sdo separados de suas maes e tem seu término em aproximadamente 30 dias depois,
conforme relatado por Tatarczuch et al. (1997).

A mastite subclinica ndo é facilmente detectada na ovelha, no entanto compromete a producao
do animal (Menzies & Ramanoon 2001). As alteracGes provocadas no tecido mamario refletem nédo
somente na producdo, como também nas caracteristicas fisicas e quimicas do leite, onde os principais
componentes podem estar alterados, comprometendo a qualidade nutricional deste para a alimentacdo
dos borregos (Almeida 2008). Segundo Watkins et al. (1991), a prevaléncia da mastite subclinica
aumenta com a idade, sendo observada associacao significativa entre a forma subclinica e a ocorréncia
de mastite clinica, causada pelo mesmo agente etioldgico. Dentre os agentes causadores da mastite em
ovelhas, o Staphylococcus spp. € o mais frequentemente diagnosticado. Outros microrganismos
também tém sido relatados como causadores de mastite clinica, entre os quais Mannheimia
(Pasteurella) haemolytica, Corynebacterium bovis, Actinomyces pyogenes, Histophilus ovis,
Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa (Menzies & Ramanoon 2001, Oliveira 2007). Como
agentes de mastite subclinica destaca-se os Staphylococcus coagulase-negativo (SCN), ja tendo sido
também relatados S. aureus, Corynebacterium spp., Streptococcus spp., Micrococcus spp., Bacillus
spp., enterobactérias, Burkholderia cepacia, Pseudomonas spp. (McDougall et al. 2001, Menzies &
Ramanoon 2001, Coutinho et al. 2006, Almeida 2008).

Muitos fatores, entre os quais a fase da lactacdo, o estado sanitario da glandula mamaria, a
producdo, a variabilidade individual e a patogenicidade do agente etioldgico, contribuem para o
comprometimento da qualidade do leite (Bergonier et al. 2003). Nas ovelhas, principalmente com
aptiddo para corte, os estudos sdao escassos e oriundos de informagfes pontuais, conforme também
ressaltado por Lafi et al. (1998), resultantes de uma Unica visita a propriedade, devido a dificuldade do
acompanhamento durante a lactacdo. Com o proposito de melhor compreender a dindmica da infeccéo
intramamaria, caracterizada pela presenca do agente etiolégico e pelo aumento da celularidade, foi
realizado o monitoramento de ovelhas submetidas a um mesmo sistema de criacdo acompanhadas a
partir do periodo que precedeu ao parto, assim como ao longo de todo o periodo de lactacéo.

Este estudo teve por objetivo avaliar a dindmica da infec¢éo intramamaria de ovelhas por meio
da avaliagdo clinica, da contagem direta de células somaticas e do isolamento dos agentes bacterianos
envolvidos no processo ao longo de toda a lactacdo, bem como o perfil de sensibilidade destes
isolados frente a diferentes antimicrobianos.

MATERIAL E METODOS

Foram acompanhadas, em trés propriedades localizadas na regido de Garanhuns/PE, 34 ovelhas
primiparas e multiparas da raca Santa Inés criadas em sistema semi-intensivo e submetidas ao mesmo
manejo higiénico-sanitario e nutricional acompanhadas antes/durante o periodo de lactacéo,
compreendendo 0s seguintes momentos de avaliacdo: 10 dias que precedeu ao parto, 15 dias pds-parto
(dpp), 30 dpp, 60 dpp e 90 dpp. O exame clinico do animal e especificamente da glandula mamaéria foi
realizado seguindo as recomendagdes Diffay et al. (2004).

Os resultados do California Mastitis Test (CMT) foram classificados em escores: negativo
(reacdo negativa ou tracos) e positivo (1+, 2+ e 3+) (Schalm et al. 1971). As analises das variaveis
propostas neste estudo foram efetuadas nos momentos seguintes ao parto (15dpp, 30dpp, 60dpp e
90dpp), com excecdo da andlise bacterioldgica, que foi realizada também no momento que precedeu
ao parto (10 antes), fase esta de formagdo do colostro, a qual foi estabelecido por ndo ordenhar as
ovelhas.

A colheita do leite foi realizada logo apds a realizagdo do exame clinico, pela manh&, por meio
de ordenha manual, com separacdo prévia dos borregos 12h antes. A contagem direta de células
sométicas (CCS) foi realizada de acordo com o método Prescott & Breed, modificado pelo
Subcomittee on Screening Tests, National Mastitis Council (1968) e adaptado por Santos et al. (2007).
As amostras para o cultivo bacteriolégico foram colhidas apds higienizagdo prévia do Ubere, apds
desprezar os primeiros jatos e criteriosa antissepsia do dstio do teto com alcool a 70%. As amostras
(aproximadamente 3mL) foram acondicionadas em tubos previamente esterilizados e transportadas ao
laboratério, sob refrigeragdo em caixa de material isotérmico. O cultivo bacterioldgico foi realizado
seguindo as recomendagdes do National Mastitis Council (1990) em placas de &agar-sangue
desfibrinado de carneiro a 5% e agar McConckey e incubadas a 37°C. As leituras foram realizadas as
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24, 48, 72 e 96 horas; sendo observadas as caracteristicas culturais das col6nias (morfologia, producao
de pigmento e hemdlise) e morfo-tintoriais, por meio do método de colora¢do de Gram e posterior
caracterizacdo bioquimica (Quinn et al. 1994). Os isolados bacterianos foram mantidos
criopreservados (-80°C) em caldo BHI, adicionado de glicerol a 15%.

O teste de susceptibilidade aos antimicrobianos foi realizado pelo método de difusdo por
discos (Bauer et al. 1966), seguindo as especificaces do Clinical and Laboratory Standards Institute -
CLSI/NCCLS (2005). Foram utilizados discos (Sensibiodisc, Cecon/Sensifar-Vet, Cefar Diagndstica)
impregnados com os seguintes antimicrobianos: Ampicilina (AMP-10 ug), Cefalotina (CEP-30 ug),
Cefoxitina (FOX-30 ug), Enrofloxacina (ENR-5 pg), Eritromicina (ERY-15 pg), Estreptomicina
(STR-10 pg), Gentamicina (GEN-10 pg), Kanamicina (KAN-30 pg), Neomicina (NEO-30 pg),
Oxacilina (OXA-1 pg), Penicilina G (PEN-10 Ul), Sulfazotrim (SXT-25 pg) e Tetraciclina (TCY-30
Mg). Para o controle na qualidade de execucdo, cepas padrdo (Escherichia coli ATCC 25922,
Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 e Enterococcus faecalis
ATCC 29212) foram testadas sob as mesmas condices de meios de cultivo e incubacdo. No momento
que antecedeu ao parto (10 dias antes) foram resgatadas informagdes referentes as ovelhas estudadas
como, numero de pari¢cBes anteriores, numero de crias, ocorréncia anterior de mastite, nimero de
glandulas acometidas e utilizagdo prévia de antimicrobianos intramamario. Neste mesmo momento
que antecedeu ao parto e na fase final da lactacdo (90dpp) foi realizada a sorologia para lentivirus,
empregando kit para diagnostico (IDGA) (Biovetech Ltda-ME, Recife, PE).

Os dados da varidvel CCS foram submetidos ao teste de normalidade segundo Kolmogorov-
Smirnov e, como ndo atendeu a premissa de normalidade, estes foram transformados em log de base
10 (Logl0). Por conseguinte efetuou-se a analise de variancia e contraste de médias pelo teste de
Tukey com nivel de significancia de p<0,05. Os dados da CCS foram expressos em média e desvio
padrdo, porém a estatistica é baseada com os dados transformados. Foi realizado um estudo descritivo
das variaveis estudadas empregando-se a distribuicao de frequéncias (%) (Curi 1997).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante os cinco momentos de observacdo, antes e ao longo de toda a lactagdo, foram
avaliadas 340 amostras de leite provenientes das 68 glandulas mamarias examinadas (n=34 ovelhas).
Destas 340, cinco amostras (1,47%) foram provenientes de glandulas diagnosticadas com mastite
clinica. No decorrer do trabalho duas ovelhas morreram por motivos outros que ndo mastite e outras
ndo apresentaram leite, tinham secado, na fase final de lactacdo aos 90 dpp, totalizando 17 amostras. O
resultado do exame soroldgico para o diagnostico de lentivirus foi negativo em todas as ovelhas
estudadas.

Das 318 amostras restantes analisadas, 68 foram provenientes do momento que antecedeu ao
parto, correspondente a fase de formacdo do colostro, empregadas apenas para realizagdo do cultivo
bacteriol6gico, e as outras 250 restantes foram amostras provenientes de glandulas que foram
submetidas no exame clinico ao CMT durante todos 0s momentos estabelecidos na lactacéo.

Das 250 amostras de leite submetidas ao CMT 163 (65,2%) ndo reagiram ao teste e 87
(34,8%) foram reagentes, distribuidos ao longo de toda a lactacdo, conforme pode ser observado no
Quadro 1.
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Quadro 1. Percentual de amostras de leite de ovelhas da raca Santa Inés néo reagentes e
reagentes (1+, 2+, 3+) no CMT em diferentes fases da lactacéo.

FASES DA LACTACAO

Reacéo do

CMT 15 dpp 30 dpp 60 dpp 90 dpp TOTAL
%(n) %(n) %i(n) %:(n) %(n)
N&o reagente 64,18(43) 65,67(44) 63,64(42) 68,0(34) 65,2(163)
1+ 5,97(04) 16,42(11) 13,63(09) 14,0(07) 12,4(31)
2+ 10,45(07) 5,97(04) 15,15(10) 6,0(03) 9,6(24)
3+ 19,40(13) 11,94(08) 7,58(05) 12,0(06) 12,8(32)
Reagente
(1+, 2+, 34) 35,82(24) 34,33(23) 36,36(24) 32,0(16) 34,8(87)
TOTAL
(reagentes e n=67 n=67 n=66 n=50 n=250

ndo reagentes)

Os resultados obtidos neste estudo foram semelhantes aos verificados por Coutinho et al.
(2006), Domingues et al. (2006) e Almeida (2008), que relataram percentuais entre 30% e 36% e
inferiores aos relatados por Oliveira (2006) de 41,1%. Por outro lado, Bolsanello et al. (2009)
trabalhando com 482 amostras de leite de ovelhas relataram um percentual de 4,36% de amostras
reagentes, muito inferior ao observado neste estudo, atribuindo este baixo percentual aos cuidados
higiénicos adotados durante a ordenha, ndo sendo observado neste rebanho nenhum caso clinico.

Considerando todas as 68 glandulas mamarias submetidas ao exame clinico em cada uma das
fases da lactacdo, p6de-se constatar um percentual de ocorréncia de mastite subclinica que variou de
23,53% a 35,29%. Observa-se uma equidistribuicdo destes percentuais nos primeiros dois meses de
lactacdo, com valores inferiores na fase final, aos 90 dias, conforme pode ser observado no Quadro 2.
A frequéncia de ocorréncia da mastite subclinica durante todo o periodo da lactacdo permaneceu
dentro do intervalo relatado em estudos que levam em consideragéo resultados isolados, independente
da fase de lactacdo, como descritos por Bergonier & Berthelot (2003) que verificaram a ocorréncia de
10 a 50% de mastite subclinica em ovelhas e, com valores pouco acima dos relatados por Contreras et
al. (2007) cujo indice variou de 5-30% em ovelhas e cabras.

Das ovelhas acompanhadas, 26 (76,47%) eram multiparas, estando principalmente entre a 2° e
4° paricdo, corroborando com achados de Albenzio et al. (2002), que relataram elevagéo da ocorréncia
da mastite subclinica com o aumento do nimero de lactacbes, sendo mais comum em ovelhas
multiparas que em primiparas. E em 52,94% das ovelhas estudadas observou-se a paricdo de apenas
uma cria, resultado semelhante foi observado por Almeida (2008). De acordo com Menzies &
Ramanoon (2001) a predisposicéo para a ocorréncia de mastite deve-se ao fato da succéo incompleta
do leite da glandula pelo borrego.

Quadro 2. Percentual de ocorréncia de mastite subclinica nas glandulas mamarias de ovelhas da
raca Santa Inés acompanhadas durante as fases da lactacéo.

FASES DA LACTACAO

CMT 15 dpp 30 dpp 60 dpp 90 dpp
n (%) n (%) n (%) n (%)
(ﬁeagf”;i) 24 (35,29%) 23 (33,82%) 24 (35,29%) 16 (23,53%)

n=68 n=68 n=68 n=68
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Observou-se durante todas as fases da lactacdo diferenca estatistica significativa (P<0,05) nos
valores médios da CCS quando comparados os escores do CMT (negativo, 1+, 2+ e 3+), estando estes
valores sempre mais elevados quanto maior a intensidade da reacdo (Quadro 3).

Ao longo de toda a lactacdo observou-se diferenca significativa (P<0,05) apenas na CCS do
grupo que ndo reagiu ao CMT, porém ndo observou-se elevacdo nas diferentes fases. As amostras de
leite com reacdo 1+, 2+ e 3+, apresentaram durante a lactacdo valores médios de 2.133.914,19
células/mL, 5.255.667,72 células/mL e 6.730.514,50 células/mL, respectivamente. Estes resultados
divergem dos relatados por Fthenakis (1996), Anderson et al. (2005) e Paape et al. (2007), que
relataram valores superiores da CCS na fase final da lactacdo, atribuindo este achado a concentragéo
de células no periodo de secagem.

Quadro 3. Valores médios e desvios padréo (x £ s) da contagem de células somaticas (CCS) de
acordo com as respectivas reagfes no CMT do leite de ovelhas da raga Santa Inés em diferentes
fases da lactacgao.

REACAO FASES DA LACTACAO
DO CMT 15 dpp 30 dpp 60 dpp 90 dpp
620.611,11 + 387.896,08 + 594.052,39 + 389.970,39 +
NEGATIVO 557 704 60 ac* 409.709,05 bC 908.019,56 abC 429.700.12 bC
" 2.673.397,38 + 2.450.213,02 + 1.643.660,62 + 1.759.385.75 +
506.947, 98 aB 1.904.199.21 aB 1.024.197,70 aB 570.550,15 aB
. 5.652.199,98 + 5.711.609,10 + 3.561.173.36 + 6.097.688 43 +
2.038.87047aAB  2.735.780.20 aA 2.788.922,00 aB 1.936.630.38 aA
o 6.423.864,93 + 7.000.000,00 7.000.000,00 6.498.193,00 +
1.109.517 49aA + 0,0aA%* + 0,0aA%* 1.229.170 89aA

Letras maiUsculas diferentes nas colunas indicam diferenca significativa (P<0,05) entre os grupos.

Letras minusculas diferentes nas linhas indicam diferenca significativa (P<0,05) entre os momentos de observagao.
*Valores médios com estatistica expressa pela transformagéo em Log10.

**CCS>7,0x10°

Nas glandulas sadias, o valor médio da CCS em cada um dos momentos da lactacéo encontra-
se acima do relatado por Almeida (2008) de 157.622,54 em ovelhas da raga Santa Inés; porém situado
entre 171.750 e 630.000 células/mL, conforme preconizado por diversos autores para leite de ovelhas
(Fthenakis 1994, McDougall et al. 2001, Brito et al. 2006).

Durante a lactacdo, dependendo da intensidade da reacdo nas amostras de leite que reagiram
ao CMT, os valores da CCS foram semelhantes aos citados por Fthenakis (1995) que observou
resultados de 1,57 x 10° a 5,48 x 10° células/mL, exceto na reacdo 3+ que ultrapassou esta margem. No
entanto, McDougall et al. (2001) relataram valores médios para esta mesma reacdo de 8,8x10°
células/mL, considerando que a diferenca entre estudos possivelmente é devido diferengas na
interpretacdo do CMT.

Ao considerar o limite minimo de 1,0x10° células/mL como indicativo de infeccdo, conforme
relatado por Fthenakis (1996), Paape et al. (2007) e Almeida (2008), os resultados obtidos neste estudo
foram superiores, com valores médios de 2.133.914,19 células/mL em amostras de leite com reacéo
1+. Este resultado pode ser atribuido provavelmente a patogenicidade dos agentes etioldgicos
envolvidos (McDougall et al. 2001)

Diante da diferenca estatistica (P<0,05) observada na CCS para os diferentes escores do CMT
pode-se afirmar que o aumento na contagem, paralelamente a intensidade da reacdo € desencadeada
pela resposta celular oriunda da acdo do microrganismo envolvido, ratificando os relatos de Paape et
al. (2007), demonstrando que os resultados obtidos no CMT podem ser confiaveis e praticos em
animais de aptidao para carne (Almeida 2008).

Das 250 amostras de leite submetidas ao CMT durante a lactacdo, observou-se crescimento
bacteriano em 58 (23,2%). Das amostras reagentes no CMT (1+, 2+, 3+) (n=87), observou-se
crescimento em 44 (50,58%), enquanto nas ndo reagentes (n=163) verificou-se 14 (8,59%) amostras
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bacteriologicamente positivas. A medida que se intensifica a reacdo no CMT, aumenta a frequéncia de
isolamento (Quadro 4).

Quadro 4. Frequéncia de isolamento bacteriano (%) nas amostras de leite de ovelhas Santa Inés
de acordo com a reacéo na prova do CMT.

FASES DA LACTACAO

CMT 5 5 X X
15 dias 30 dias 60 dias 90 dias
Né&o reagente 6,98% 12,82% 9,52% 5,88%
1+ 50,0% 45,45% 0% 28,57%
2+ 42,86% 50% 40% 66,67%
3+ 69,23% 62,5% 100% 83,33%

A quase que total inexisténcia de achados na inspecdo e palpacdo da glandula maméaria de
ovelhas, portadoras de mastite subclinica, conforme observado em 83,9% e 93,1% das mamas
respectivamente, dificulta o diagnostico desta forma de mastite, particularmente em rebanhos de corte,
que ndo se tem o habito de observar a glandula maméria, mesmo quando em fase de lactacéo
(McFarland et al. 2000), ratificando a importancia da adogdo de métodos indiretos de diagndstico em
virtude da maior prevaléncia da mastite subclinica nos rebanhos (Nunes et al. 2008).

Alguns autores relataram que a capacidade do CMT em apresentar-se como ferramenta
confiavel para o diagnoéstico da mastite ovina depende da prevaléncia e dos agentes presentes no
rebanho (Nunes et al. 2008). Neste estudo observou-se que a medida que aumenta a intensidade de
reacdo do CMT aumenta o percentual de isolamento do agente envolvido na infeccdo intramamaria,
corroborando com resultados de Menzies & Ramanoon (2001) que indicaram este teste de triagem
para identificagdo dos animais acometidos, estando a maior probabilidade de isolamento nas amostras
de leite com reagdes superiores a 1+.

Do total de amostras submetidas ao exame bacteriol6gico (n=323), observou-se crescimento
bacteriano em 80, isoladas ao longo dos momentos de observacdo (antes do parto e durante a
lactacdo), constatando que a grande maioria dos isolados foram resgatados na fase que precedeu ao
parto (21,25%), e na fase inicial da lactagdo 15dpp e 30dpp, ambos com percentuais de 22,5% (Figura
1).

22,50% 22,50%
25,00% 21,25% (n=18) (n=18)

(n=17 18,75%
20,00% (o) 15,0%
' (n=12)
15,00%
10,00%
5,00%

0,00%

ISOLAMENTO BACTERIANO (%)

ANTES DO 15dias 30dias 60 dias 90 dias
PARTO N
FASES DA LACTACAO

Percentual de isolamento bacteriano das amostras de leite (n=80) de ovelhas da raca Santa Inés
acompanhadas antes do parto e durante a fase da lactaco.

Os agentes isolados, em sua totalidade em cultura pura, foram provenientes de 17 amostras de
leite colhidas no momento que precedeu ao parto (fase de formacdo do colostro), 44 de amostras
reagentes no CMT, 14 de amostras ndo reagentes no CMT e cinco de casos clinicos de mastite.
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Chama-se atencéo para o percentual de isolamento bacteriano de 21,25% (n=17) na fase de
formacdo do colostro, que precedeu ao parto, no qual esperava-se percentuais bem mais inferiores,
sendo isolado neste momento em maior percentual os SCN (n=15). Das 17 glandulas em que se obteve
crescimento bacteriano do leite antes do parto, verificou-se o re-isolamento dos mesmos agentes logo
no momento seguinte (15dpp) em 10 delas. Estes achados corroboram os estudos realizados em vacas
por Dingwell et al. (2002) em que 49% das novas infec¢bes diagnosticadas no periodo seco tiveram
como agente etioldgico o Staphylococcus coagulase-negativo, e por Sandholm & Pyoérald (1995b) que
relataram que as infecgBes por S. aureus e SCN ocorridos durante o primeiro més da lactacdo
geralmente derivam da lactacdo anterior ou do periodo seco.

Na fase final da lactacdo (90 dpp.), podemos verificar que das 12 amostras com crescimento
bacteriano, sete foram provenientes de metades mamarias com isolamento em pelo menos outros trés
momentos anteriores, e destas sete, quatro foram de mamas com isolamento também na fase que
precedeu ao parto. A infeccdo intramamaria observada antes do parto, pode manter-se predispondo a
glandula mamaéria a infec¢des futuras, desde que ocorra queda na imunidade da ovelha, principalmente
logo apo6s o parto (Menzies & Ramanoon 2001), bem como na fase final da lactacdo pelo fato do inicio
do desmame dos borregos (Fthenakis 1994).

A forma clinica da mastite foi diagnosticada em cinco metades mamarias, onde se obteve
crescimento bacteriano em 100% das amostras. Das cinco mamas acometidas, trés eram de uma
mesma ovelha, ou seja, esta foi diagnosticada e tratada no 15% dpp, no momento seguinte nio
apresentou alteracdo no leite, no entanto nos dois momentos restantes (60° e 90° dpp), retornaram os
sinais da infeccdo. O agente etioldégico mais frequente foi o Staphylococcus aureus em 40% dos
isolamentos, seguido dos SCN (20%), Streptococcus spp. (20%) e Escherichia coli (20%). Estes dados
ratificam as citagcGes de Lafi et al. (1998), Bergonier & Berthelot (2003) e Oliveira (2007), que
observaram o S. aureus como 0 agente mais frequente da mastite clinica em ovelhas. O isolamento de
Staphylococcus coagulase-negativo também foi relatado por Oliveira (2007), que chama a atengdo
deste agente considerado de baixa viruléncia ou ndo patogénico como causador de mastite clinica em
ovelhas Santa Inés. A frequéncia de isolamento do Streptococcus spp. neste estudo corrobora o
intervalo citado por Bergonier & Berthelot (2003), cujo valores variam entre 3-26% dos isolados. O
isolamento de E. coli foi também descrito por Lafi et al. (1998) e Bergonier & Berthelot (2003) em
casos clinicos de mastite.

As glandulas diagnosticadas com mastite clinica apresentaram atrofia e fibrose no parénquima
mamario acompanhado ou ndo de aumento de volume e temperatura, corroborando as alteracdes
relatadas por Oliveira (2007), sendo estes achados desencadeados pela reagdo inflamatéria no tecido
glandular devido aos subprodutos do crescimento e metabolismo bacteriano (Schalm 1977). Além dos
achados clinicos, podemos observar que o comprometimento mamario destas glandulas foi em sua
totalidade unilateral e em 80% ocorreram na metade direita, de acordo com Lafi et al. (1998), o maior
comprometimento da glandula direita estaria relacionado ao comportamento do animal (ruminar e
descansar) que favorece a ocorréncia de lesdes e contaminagdo do mesmo.

Nas amostras de leite reagentes no CMT (n=87), verificou-se isolamento em 50,58%. A
auséncia de crescimento bacteriano nas demais amostras reagentes no CMT pode ser justificada pela
eliminacdo intermitente dos agentes bacterianos (Burriel 1997, Albenzio et al. 2002), pelo nédo
isolamento de microrganismos mais exigentes nos meios de cultura convencionais (Domingues &
Leite 2003) como Mycoplasma spp. (Anderson et al. 2005) e alguns virus como o Maedsi-visna que
raramente acarreta sinais clinicos (Contreras et al. 2007), pela participacdo de algumas enzimas ou
proteinas do leite (lisozina e lactoferrina), que poderiam inibir a deteccdo dos patégenos (Albenzio et
al. 2002) e pela administra¢do prévia de antimicrobianos (Contreras et al. 2007).

O microrganismo isolado em maior percentual dos casos subclinicos foi o Staphylococcus
coagulase-negativo (65,9%), seguido por Streptococcus spp. (15,9%), bactérias Gram negativas
(13,65%) e S. aureus (4,55%). O percentual de isolamento de SCN de casos subclinicos foi
semelhante aos descritos por Gonzalez-Rodriguez et al. (1995) e Almeida (2008), de 62,5% e 65,09%,
respectivamente. Vale salientar o efeito negativo deste agente sobre o tecido glandular, podendo
comprometer a composi¢do do leite, conforme relatado por Burriel (1997).

O isolamento de Streptococcus spp. apresentou percentual similar aos descritos por Coutinho
et al. (2006) e Gonzalez-Rodriguez et al. (1995), com valores entre 12% e 16,2%, respectivamente. As
bactérias Gram-negativas fermentadoras e ndo fermentadoras foram isoladas em 13,65% das amostras
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subclinicas, sendo o agente mais frequente deste grupo de bactérias, a E. coli. A presenca de
enterobactéria no leite de ovelhas com mastite subclinica chama a atencéo para a possibilidade destas
desencadearem um quadro clinico de mastite, tendo em vista os fatores de viruléncia inerentes a este
agente, aliado a condicdo de estresse do animal (Sandholm & Pyordld 1995a), o que torna o
isolamento de microrganismos da familia Enterobacteriaceae em glandula com auséncia de sinais
clinicos, um achado incomum (Drescher et al. 2010).

Das 163 amostras de leite que ndo reagiram ao CMT durante a lactacdo, foi observado o
crescimento bacteriano em 14 (8,59%), cujo isolamento provavelmente esteja relacionado a presenca
destas bactérias na cisterna do teto de glandulas sadias, podendo considerar como possiveis sitios de
origem (Fthenakis 1988), funcionando estes animais como portadores assintomaticos (Burriel 1997).
Outra possibilidade foi descrita por Albenzio et al. (2002), ao relatarem que o isolamento pode néo ser
acompanhado por um aumento na celularidade, pois em muitos casos o processo infeccioso progride
lentamente sem expressar um estagio agudo ou tem uma fase aguda de curta duragdo. O agente isolado
em maior percentual foi o0 SCN (78,57%), seguido do Streptococcus spp (14,29%) e Acinetobacter
Iwoffii (7,14%). Vérias espécies de Staphylococcus coagulase-negativo sao comumente encontradas
nos canais do teto e sobre a pele do teto de ruminantes domésticos e podem ser introduzidas na
glandula mamaéria no ato de suc¢do do cordeiro, sem contudo existir infeccdo do parénquima mamario
(Fthenakis 1988, Batavani et al. 2003).

Os resultados obtidos no teste de susceptibilidade aos antimicrobianos das amostras de
Staphylococcus coagulase-negativo revelaram de maneira geral que os isolados apresentaram
percentual de sensibilidade elevado frente as drogas empregadas (Quadro 5), com valores variando de
64,3% (penicilina G) a 98,2% (cefoxitina). O perfil de sensibilidade antimicrobiana revelou que as
cepas de Staphylococcus aureus (Quadro 5) apresentaram sensibilidade de 75% diante de oito das 12
drogas testadas e com 100% dos isolados sensiveis a cefoxitina. Dos Streptococcus spp. isolados das
amostras de leite de ovelhas da raga Santa Inés 72,7% foram sensiveis a ampicilina, cefalotina e
cefoxitina, e 63,6% sensiveis a eritromicina. As demais drogas demonstraram percentuais variados de
resisténcia (Quadro 5).

Quadro 5. Sensibilidade antimicrobiana dos Staphylococcus aureus, Staphylococcus coagulase-
negativo e Streptococcus spp. isolados do leite de ovelhas da raca Santa Inés.

S. aureus (n=4) SCN (n=56) SIreprococcs spp.

Antimicrobianos (n=11)
500 I(%) R (%) 509 I(*0) R (%) 5(%0) I(%) R (%)
AMP (10 ng) 75 - 25 76.8 - 23.2 72.7 - 27.3
CEP (30 ng) 75 - 25 96.4 - 3.6 72,7 9.1 18.2
FOX (30 ng) 100 - - 98.2 1.8 - 72,7 18.2 9.1
ERY (15 ng) - 75 25 143 76,8 8.9 63.6 9.1 27.3
STR (10 pg) - - 100 42.8  26.8 304 - - 100
GEN (10 pg) 75 23 - 94.6 1.8 3.6 9.1 18.2  72.7
KAN (30 ng) 75 25 - 85,7 8.9 3.4 - 9.1 90.9
NEO (30 ng) 30 30 - 82.1 107 7.1 - 9.1 90.9
OXA (1 ug) 75 - 25 87.5 - 12.5 - - 100
PEN (10 UI) 75 - 25 64.3 - 35.7 36.4 364 27.2
SXT (25 pg) 75 25 - 80.4 8.9 10,7 36.4 - 63.6
TCY (30 ng) 75 - 25 82.1 1.8 16.1 - 9.1 90.9

Resultados semelhantes foram também descritos por Fernandez Riera et al. (2000) que
observaram um alto percentual de sensibilidade antimicrobiana das cepas de S. aureus isoladas de
mastite clinica e subclinica ovina.

O perfil de sensibilidade dos isolados de SCN frente a gentamicina foram semelhantes aos
descritos por Coutinho et al. (2006) e Domingues et al. (2006), que consideram a gentamicina uma das
drogas de melhor eficacia. A alta sensibilidade das cepas de Staphylococcus spp. frente a maioria das
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drogas antimicrobianas, também foi relatada por Almeida (2008). Este achado pode ser justificado
pela pouca utilizagdo destas drogas no momento de secagem da ovelha, sendo mais amplamente
utilizado no tratamento das mastites clinicas.

Maior resisténcia as drogas estreptomicina, kanamicina e tetraciclina, também foram relatadas
por Almeida (2008) no perfil de sensibilidade dos Streptococcus spp., porém com resultados
percentuais menores. Divergindo dos resultados deste estudo, Coutinho et al. (2006) evidenciaram a
tetraciclina como droga 100% eficiente para as cepas testadas.

As bactérias Gram negativas fermentadoras (Quadro 6) foram sensiveis apenas a cefoxitina
(83,3%), ampicilina e sulfazotrim (100%). Os agentes Gram negativos foram 0s que apresentaram o
maior percentual de amostras resistentes com valores entre 50% (neomicina) a 100% (estreptomicina).
A alta resisténcia apresentada por bactérias pertencentes a familia Enterobacteriaceae, particularmente
E. coli, vem sendo relatadas por alguns autores apés isolarem cepas do leite de vacas resistentes a
guatro ou mais drogas. (Ribeiro et al. 1999; Ribeiro et al. 2006).

As bactérias Gram negativas nao fermentadoras apresentaram sensibilidade frente a nove
drogas testadas, com valores de 66,7% a 100% (cefoxitina e sulfazotrim). O comportamento de
sensibilidade das bactérias Gram negativas ndo fermentadoras foi similar ao descrito por Almeida
(2008), porém com valores percentuais menores.

Quadro 6. Sensibilidade antimicrobiana das bactérias Gram negativas isoladas de leite de
ovelhas da racga Santa Inés.

Gram negativas

Antimicrobianos fermentadoras (n=6) nio fermentadoras (n=3)
S(%) I(%) R (%) S (%) I1(%) R (%)
AMP (10 pg) 100 - - 66.7 - 333
CEP (30 ng) 16,7 - 83.3 66,7 - 33.3
FOX (30 pg) 83.3 16.7 - 100 - -
ENR (5 pg) 16,7 50 33,3 66,7 333 .
STR (10 pg) - - 100 333 - 66,7
GEN (10 pg) 33,3 - 66.7 66.7 - 33.3
KAN (30 ng) 16,7 - 83.3 66,7 333 -
NEO (30 pg) - 50 50 66.7 333 -
SXT (25 pg) 100 - - 100 - -
TCY (30 pg) - 33.3 66,7 66,7 - 333

O acompanhamento das ovelhas antes e durante toda a lactacéo, permitiu-nos concluir que a
mastite subclinica representa uma preocupacdo sanitaria na criacdo de ovelhas Santa Inés, sendo
particularmente a fase que precede o parto merecedora de maior atencdo tendo em vista o alto
percentual de isolamento bacteriano de glandulas aparentemente sadias, aliado a observacéo, ja na fase
de lactacdo, do maior percentual de isolamento ocorrer nos primeiros 30 dias da lactacéo, ou seja, na
fase inicial, sendo o SCN o agente isolado em maior percentual. A contagem de células somaticas foi
caracterizada pelo seu aumento nos casos subclinicos sem, entretanto, ser influenciada pelas diferentes
fases da lactacdo. Uma alta sensibilidade antimicrobiana foi verificada para as bactérias Gram
positivas frente a ampicilina, cefalotina e cefoxitina e, para as bactérias Gram negativas uma boa
sensibilidade frente a ampicilina, cefoxitina e sulfazotrim.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O acompanhamento das ovelhas Santa Inés, criadas em sistema semi-intensivo, antes e

durante toda a lactacdo, permitiu-nos considerar que:

A mastite subclinica representa uma preocupacao sanitaria na criacdo de ovelhas Santa
Inés;

O alto percentual de isolamento bacteriano na fase que precedeu ao parto e na fase
inicial da lactacdo (15 e 30 dias pds-parto), chama atencdo para a implantacdo de um
manejo higiénico-sanitario mais adequado nestes periodos;

A contagem direta de células somaticas foi caracterizada pelo seu aumento nos casos
subclinicos sem, entretanto, ser influenciada pelas diferentes fases da lactacdo;

A infeccdo intramamaria acarretou em elevacdo nos teores de gordura, proteina,
cloretos e pH, e reducdo no teor de lactose, com maior expressividade na fase final da
lactacao;

O Staphylococcus coagulase-negativo foi o agente bacteriano isolado em maior
percentual na fase que precedeu ao parto, bem como, durante a lactagéo;

As bactérias Gram positivas apresentaram sensibilidade frente a ampicilina, cefalotina

e cefoxitina e, as Gram negativas frente & ampicilina, cefoxitina e sulfazotrim.
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7. ANEXO (Normas da Revista Pesquisa Veterinaria Brasileira)
INSTRUGOES AOS AUTORES

0s trabalhos para submissao devem ser enviados por via eletronica, através do
e-mail <jurgen.dobereiner(terra.com.br>, com oS arquivos de texto na ver-
a0 mais recente do Word. Havendo necessidade (por causa de figuras “pesa-
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Jirgen Dabereiner, Revista PESQUISA VETERINARIA BRASILEIRA, Caixa Postal
74.591, Seropédica, RJ 23890-000. Devem constituir-se de resultados de pesqui-
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Embora sejam de responsabilidade dos autores as opinioes e conceitos emiti-
dos nos trabalhos, o Conselho Editorial, com a assisténcia da Assessoria Cientifi-
ca, reserva-se o direito de sugerir ou solicitar modificagdes aconselnéveis ou ne-
cessdrias. Os rabalhos submetidos sdo aceitos através da aprovagao pelos pares
(peer review).

NOTE: Em complementacao aos recursos para edicao da revista (impressa
e online) e distribuicao via correio & cobrada taxa de publicacao (page charge)
no valor de RS 120,00 por pagina editorada e impressa, na ocasiao do envio da
prova final, ao autor para correspondéncia.
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ABSTRACT, RESUMO, INTRODUCAO, MATERIAL E METODOS, RESULTADOS, DIs-
CUSSAD, CONCLUSOES (ou combinagéo destes dois (iitimos}, Agradecimentos e
REFERENCIAS:

a) o Titulo do artigo deve ser conciso e indicar o contetido do trabalho; porme-
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nham o maximo de 8 autores:

c) o ABSTRACT devera ser apresentado com os elementos constituintes do
RESUMO em portugués, podendo ser mais explicativos para estrangeiros. Ambos
devem ser sequidos de “INDEX TERMS™ ou “TERMOS DE INDEXAGCAOQ", respecti-
vamente;

d) o RESUMO deve apresentar, de forma direta e no passado, o que foi feito e
estudado, indicando a metodologia e dando 0s mais importantes resuitados e con-
clusdes. Nos trabalhos em inglés, o titulo em portugués deve constar em negrito e
entre colchetes, logo apds a palavra RESUMO;

e) a INTRODUCAQ deve ser breve, com citagdo bibliografica especifica sem
que a mesma assuma importancia principal, e finalizar com a indicacéo do objetivo
do trabalho; )

f) em MATERIAL E METODOS devem ser reunidos os dados que permitam a
repeticdo do trabalho por outros pesquisadores. Na experimentacao com animais,
deve constar a aprovacao do projeto pela Comissdo de Etica local;

g) em RESULTADOS deve ser feita a apresentacdo concisa dos dados obti-
dos. Quadros devem Ser preparados sem dados supérfluos, apresentando, sem-
pre que indicado, médias de varias repeticoes. E conveniente, s vezes, expres-
sar dados complexos por graficos (Figuras), ao invés de apresenta-los em Qua-
dros extensos;

h) na DISCUSSAO devem ser discutidos os resultados diante da literatura. Nio
convém mencionar trabalhos em desenvolvimento ou planos futuros, de modo a
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i) as CONCLUSOES devem basear-se somente nos resultados apresentados
no trabaiho;

J) Agradecimentos devem ser sucintos e nao devem aparecer no texto ou em
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K) a Lista de REFERENCIAS, que s6 incluird a bibliografia citada no rabalho
e a que fenha servido como fonte para consulta indireta, devera ser ordenada
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todos os autores, em caixa alta e baixa (colocando as referéncias em ordem
cronoldgica quando houver mais de dois autores), o titulo de cada publicacdo e,
abreviado ou por extenso (se tiver duvida), o nome da revista ou obra, usando as
instrugdes do “Style Manual for Biological Journals™ (American Institute for
Biological Sciences), 0 “Bibliographic Guide for Editors and Authors™ (American

Chemical Society, Washington, DC) e exemplos de fasciculos ja publicados
WWW.pvb.com.br).

2. Na elaboragao do texto deverao ser atendidas as seguintes normas:

a) 0s trabalnos devem ser submetidos seguindo o exemplo de apresentacao
de fasciculos recentes da revista e do modelo constante do site sob “Instrugoes
a0s Autores™ (www.pvb.com.br). A digitalizacdo deve ser na fonte Helvética,
corpo 11, entrelinha simples; a pagina deve ser no formato A4, com 2cm de
margens (superior, inferior, esquerda e direita), o texto deve ser corrido e ndo deve
ser formatado em duag colunas, com as legendas das figuras e os Quadros no final
(logo apos as REFERENCIAS). As Figuras (inclusive graficos) devem ter seus ar-
quivos formnecidos separados do texto. Quando incluidos no texto do trabalho, de-
vem ser introduzidos atraveés da ferramenta “Inserir™ do Word; pois imagens copia-
das e coladas perdem as informacdes do programa onde foram geradas, resultan-
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b) a redacdo dos trabalhos deve ser concisa, com a linguagem, tanto quanto
possivel, no passado e impessoal; no texto, 0s sinais de chamada para notas de
rodapé serao numeros arabicos colocados em sobrescrito apos a palavra ou frase
que motivou a nota. Essa numeracdo serd confinua por todo o trabalho; as notas
Serao langadas ao pé da pagina em que estiver o respectivo sinal de chamada.
Todos os Quadros e todas as Figuras serdo mencionados no texto. Estas remissoes
serao feitas pelos respectivos nimeros e, sempre que possivel, na ordem crescen-
te destes. ABSTRACT e RESUMO serdo escritos corridaments em um so paragrafo
e nao deverao conter citagdes bibliograficas.

t) no rodapé da primeira pagina devera constar endereco profissional com-
pleto de todos os autores e o e-mail do autor para correspondéncia, bem como
e-mails de outros autores;

d) siglas e abreviagoes dos nomes de instituicdes, ao aparecerem pela prime-
ra vez no trabalno, serdo colocadas entre parénteses e precedidas do nome por
extenso;

e) citagdes bibliogrficas serdo feitas pelo sistema “autor e ano™; trabalhos de
até trés autores serdo citados pelos nomes dos trés, & com mais de trés, pelo nome
do primeiro, seguido de “et al.”, mais 0 ano; se dois frabalhos ndo se distinguirem
por esses elementos, a diferenciacdo serd feita através do acréscimo de letras
minusculas ao ano, em ambos, Trabalhos nao consultades na integra pelo(s)
autor(es), devem ser diferenciados, colocando-se no final da respectiva refe-
rencia, “(Resumo)” ou “(Apud Fulano e o ano.)”; a referéncia do trabalho que
serviu de fonte, sera incluida na lista uma so vez. A mencdo de comunicacdo
pessoal e de dados ndo publicados é feita no texto somente com citacdo de Nome
e Ano, colocando-se na lista das Referéncias dados adicionais, como a Instituigdo
de origem do(s) autor(es). Nas citagoes de trabalnos colocados entre parénteses,
nao se usara virgula entre o0 nome do autor e 0 ano, nem ponto-e-virgula apds
cada ano; a separacgao entre trabalhos, nesse caso, se fard apenas por virgulas,
exememplo: (Christian & Tryphonas 1971, Priester & Haves 1974, Lemos et al.
2004, Krametter-Froetcher et. al. 2007);

) a Lista das REFERENCIAS devera ser apresentada isenta do uso de caixa
alta, com os nomes cientificos em italico (grifo), e sempre em conformidade com
0 padrao adotado nos ultimos fasciculos da revista, inclusive quanto 4 ordenacdo
de seus varios elementos.

3. As Figuras (graficos, desenhos, mapas ou fotografias) originais devem ser
preferencialmente enviadas por via eletronica. Quando as fotos forem obtidas
através de cameras digitais (com extensao “jpg”), 0s arquivos deverao ser envia-
dos como obtidos (sem Iratamento ou alteracdes). Quando obtidas em papel ou
outro suporte, deverao ser anexadas ao frabalho, mesmo se escaneadas pelo au-
tor. Nesse caso, cada Figura serd identificada na margem ou no verso, a fraco leve
de lapis, pelo respectivo nimero ¢ o nome do autor; havendo possibilidade de
duvida, deve ser indicada a parte inferior da figura pela palavra “pé”. A chave das
convencoes adotadas serd incluida preferentemente, na drea da Figura; evitar-se-a
0 uso de titulo ao afto da figura. Fotografias deverao ser apresentadas preferentemente
em preto e branco, em papel brilhante, ou em diapositivos (“slides™). Para evitar
danos por grampos, desenhos e fotografias deverao ser colocados em envelope.

Naversao online, fotos e graficos poderdo ser publicados em cores; na versao
impressa, somente quando a cor for elemento primordial a impressao das figuras
podera ser em cores.

4. As legendas explicativas das Figuras conterdo informagdes suficientes para
que estas sejam compreensiveis, (até certo ponto autoexplicativas , com indepen-
déncia do texto) e serao apresentadas no final do trabalho.

5. Os Quadros deverao ser explicativos por si mesmos e colocados no final
do texto. Cada um terd seu fitulo completo e serd caracterizado por dois trages
longos, um acima e outro abaixo do cabegalho das colunas; entre esses dois tra-
¢os poderd haver outros mais curtos, para grupamento de colunas. Nao ha tragos
verticais. Os sinais de chamada serao alfabéticos, recomecando, se possivel,
com “a" em cada Quadro; as notas serdo langadas logo abaixo do Quadro respec-
tivo, do qual serdo separadas por um trago curto a esquerda.



