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RESUMO

No Brasil o rebanho ovino representa cerca de 17.380.581 animais, sendo uma grande atividade
econOmica, a sua leite tem grande importancia em locais menos favorecidos por apresentar um leite
muito nutritivo, os objetivos desse estudo sdo o isolamento, identificacdo e caracterizacdo das
bactérias presentes no leite de ovelhas de corte e a avaliacdo da sensibilidade a antibiéticos. Os
métodos utilizados para avaliacao foram o CMT para diagnostico de mastite subclinica, contagem de
mesofilos aerdbios para quantificacédo de bactérias e para identificacéo e caracterizacéo das bactérias
presentes foram realizadas diferentes métodos como: tamanho, aspecto, borda, superficie, presenca
de hemdlise, catalase, coloracao de Gram, citologia e coagulase. Para a sensibilidade a antibiéticos
foi realizado o método de difuséo de disco em agar. Os indice de sensibilidade aos antibidticos foram
muito baixos, provando que a resisténcia das bactérias ao uso demasiado de antibioticos vem
acontecendo com frequéncia .
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ABSTRACT

In Brazil the sheep flock is about 17,380,581 animals, being a major economic activity, your milk has
great expressiveness in local disadvantaged by presenting a very nutritious milk, the objectives of this
study are the isolation, identification and characterization of bacteria present in the milk of sheep
cutting and assessment of antibiotic sensitivity. The methods were used to evaluate the diagnostic
CMT subclinical mastitis, aerobes counting for quantification of mesophilic bacteria and for
identification and characterization of bacteria present different method was: performed as size, aspect
rim surface hemolysis, catalase, staining gram, cytology and coagulase. For antibiotic sensitivity was
performed disk diffusion method on agar. The rate of antibiotic sensitivity were low, proving that the
resistance of bacteria to the overuse of antibiotics has been happening frequently.
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INTRODUGCAO
Os ovinos tem seu primeiro relato de existéncia ha mais de 10.000 anos,
hoje sdo encontradas em todos os paises do mundo tendo a China com cerca de
284.728 milhdes de cabecas com a maior populacdo de ovinos do mundo
(HAENLEIN, 2007). O Brasil possui cerca de 17.380.581 ovinos, onde o estado de
Sao Paulo possui 476.253 ovinos (ANUALPEC, 2012).
O leite ovino possui grande importancia em regides menos favorecido por

ser um alimento nutritivo, o leite ovino possui como caracteristica branco ou com cor



de porcelana, apresenta maior concentracdo de extrato seco total, viscosidade e
maior rendimento que o leite de vaca, sendo ideal para a producdo de queijos, a
média de producdo das ovelhas brasileiras € cerca de 0.646 mL/leite/dia
(PELLEGRINI, 2012; LUQUET, 1985; CORREA et. al. 2006).

A mastite subclinica e uma das principais enfermidades que atinge o rebanho
de leite, pois ndo apresentar sinais clinicos, acometendo diversos animais sem
alteragcbes visiveis, com reducdo no volume de leite produzido, o estafilococos
coagulase negativa é a principal bactéria isolada nos casos de mastite subclinica
(LIBERA, 2007; LUCHEIS, 2010; KANH, 2008).

Para o diagnostico da mastite subclinica o CMT (California Mastitis Test) &
um teste que ira ocorrer reagdo com as células somaticas, ocorrendo a formacao de
gel, quanto mais a viscosidade maior a quantidade de células sométicas, o resultado
€ expresso de forma em escala de um a cinco, sendo: 0 sem formacéao de gel; + leve
formacdo de gel (fracamente positiva) ; ++ reacdo fracamente positiva; +++
fortemente positiva. A leitura é realizada por quarto mamario (PAMPLONA, 2003).

Cerca de 70 a 90% dos ovinos submetidos a tratamentos com antibioticos
como amoxilina, estreptomicina, penicilina e penicilina G procaina por via
intramamaria chegam a cura da afeccdo mamaria (KANH, 2008).

O presente trabalho tem como objetivo realizar a comparacdo do Califérnia
Mastitis Test (CMT) com a contagem de mesofilos aerébios e a etiologia e a
sensibilidade antimicrobiana das bactérias presentes no leite de ovelha no final de

lactacao.

MATERIAL E METODOS
O experimento foi realizado no Hospital Veterinario das Faculdades

Integradas de Ourinhos. Foram incluidos neste experimento 24 ovinos fémeas em
periodo final de lactacdo, independente do numero de lactacées e do numero de
crias do periodo de lactacdo, sem sinais clinicos de mastite.

As amostras foram coletadas apds antissepsia dos tetos com alcool 70°GL e
remocao com gaze estéril, realizou de ordenha manual e os dois primeiros jatos
foram descartados, apés foi realizado o teste de CMT e anotados os dados em
planilha especifica, para a realizacdo da contagem de mesofilos aerdbios o leite dos
dois tetos foram armazenados em frascos com capacidade de cinco mililitros de vidro

estéril. ApOs a coleta, as amostras foram encaminhadas ao Laboratério de



Microbiologia do Hospital Veterinario das Faculdades Integradas de Ourinhos — FIO,
onde foram armazenadas a -20°C para posterior analise.

Para as andlises laboratoriais, as amostras foram descongeladas a
temperatura ambiente, apés foram realizado a inoculacdo de superficie em Agar
sangue a 5% de carneiro desfibrinado, e incubado a 37°C durante 24 horas.

Apoés a incubacéo foi realizado a identificacdo e caracterizacdo morfologica
das colbnias, provas bioquimicas e identificagéo citoldgica e tintorial pela coloragédo
de Gram.

Para a realizacao da contagem de mesdfilos aerobios foi realizado o método
de diluicdo decimal, em que € diluido um mililitro de leite em nove mililitro de agua
peptonada 0,5 %, sendo considerada estd diluicdo 1/10, na sequéncia foram
realizadas diluicbes de 1/100 e 1/1000. Apés a dilui¢do, foi inoculado 0,1mL em &gar
plate count, e incubacéo por 24horas a 37°C.

Para contagem das unidades formadoras de coldnias, foram utilizadas apenas
as placas que possuiam de 30 a 300 col6nias, ap6s o resultado foi expresso pela
multiplicagéo do total de col6nias pela diluig&o.

A técnica de antibiograma utilizada foi a difusdo de disco em agar Mueller
Hilton realizado de acordo com a metodologia descrita por (BAUER et al.1966 apud
QUINN et al.1994)

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 24 amostras analisadas no experimento 100% das andlises
apresentaram isolamento bacteriano, a maior incidéncia foi de Staphylococcus spp.
em cerca de 60% das amostras, a E.coli e Salmonela spp. em 25%, Bacilos spp. e
Corynebaterium spp. em 20.84% e Proteus spp. com 8,33%. Como ja observado em
estudo de Coutinho et al. (2006), onde o Staphylococcus spp. foi 0 mais incidente
com 57.6% do total de colonias.

Conforme estudos realizados por Domingues et al. (2006), Guarana et al.
(2007) e Zafalon et al. (2010) que realizaram isolamento bacteriano do leite de
ovelhas, seus resultados foram de Staphylococcus coagulase negativo proximos de
70%, diferente aos resultados encontrados por Coutinho et al., (2006) foi de 57.6%
e de Lucheis; Hernandes, Trocarelli (2010) que obteve resultado de 25.4%.

No presente estudo o Corynebacterium spp. esteve presente em 20.84% das

amostras, diferente aos resultados obtidos por Domingues et al (2006) com



incidéncia foi de 5.7%, Lucheis; Hernandes, Trocarelli (2010) de 6.7% e Zafalon et
al (2010) com presenca em apenas 0.4% das amostras.

Em estudo de Domingues et al. (2006) a incidéncia de Proteus spp. foi de
3.8% neste trabalho foi de 8.33%.
Tabela 1 - Frequéncias de espécies de bactérias isoladas a partir de amostras de

leite de ovelhas.

Espécie Frequéncia (%)
Staphylococcus spp. 15 62,50%
Corynebacterium spp. 5 20,84%
E. coli 6 25,00%
Salmonella spp. 6 25,00%
Bacilos spp. 5 20,84%
Proteus spp. 2 8,33%

No presente estudo, a gentamicina teve cerca de 50,00% de sensibilidade
sobre o diferente grupo de bactérias, estes resultados sdo menores aos encontrados
por Zafalon et al. (2010) que obtiveram cerca de 92.5%, Silva et al. (2010) obteve
100% de sensibilidade e Domingues et al. (2006) obtiveram 63,4% de sensibilidade
em relacdo as Staphylococcus spp. e 41,6% dos Corynebacterium spp.

Conforme Zafalon et al. (2010) que avaliaram a sensibilidade dos
Staphylococcus spp. e Corynebacterium spp. a Penicilina G, apresentou 23,2% e
25,0% respectivamente, ja Coutinho et al., (2006) para Staphylococcus coagulase
negativa e Sthaphylococcus aureus apresentaram sensibilidade de 57,9% e de 20%
respectivamente, diferente aos resultados encontrados ao mesmo antibiético que foi
de apenas 12,50% para todos as bactérias .

Em experimento realizado por Silva et al. (2010) os Staphylococcus
coagulase negativa foi sensivel 91.7% a penicilina, diferente aos resultados obtidos
por Domingues et al. (2006), que apenas 23.2% dos Staphylococcus spp. e 25%
dos Corynebacterium spp. foram sensiveis a penicilina.

Diferente dos resultados obtidos por Lucheis et al. (2010), a sensibilidade a
ampicilina foi de 74.1% aos Staphylococcus coagulase negativo, no presente estudo
nao houve sensibilidade a este agente.

No presente experimento a sensibilidade das bactérias isoladas foi de 32,3%
para a tetraciclina, resultados parecidos foram obtidos por Lucheis et al. (2010) com



os Staphylococcus coagulase negativo testados a sensibilidade foi de 32,3%,
diferentemente aos resultados obtidos por Domingues et al., (2006) que demonstrou
a sensibilidade de 63.4% da tetraciclina em relacdo a Staphylococcus spp. e a
sensibilidade de 20.8% dos Corynebacterium spp.

Estudo realizado por Silva et al. (2010) a cefalotina foi eficiente em 100% dos
Staphylococcus coagulase negativo isolados, diferem aos resultados do presente
estudo, onde a eficiéncia foi de apenas 37.5%.

Segundo Domingues et al. (2006) a cefalexina teve atuacdo em 79.5% dos
Staphylococcus spp., e de apenas 37.5% sobre os Corynebacterium spp. resultados
proximos foram encontrados no presente experimento quando comparado aos
Corynebacterium spp.

Em estudo realizado por Coutinho et al. (2006) o Staphylococcus coagulase
negativo foram sensiveis a neomicina em 47.4% das amostras, resultados diferente
dos obtidos por Silva et al. (2010) para 0 mesmo antibiéticos, onde 100 % das
amostra foram sensiveis ao mesmo, ja em experimento de Lucheis, et al. (2010)
72.9% dos Staphylococcus spp. foram sensiveis a neomicina.

Segundo Lucheis et al. (2010) o sulfazotrim teve eficiéncia em 43.5% das
amostras, em estudo de Silva et al. (2010) obteve 91,7% e Coutinho et al. (2006)
com 68.4% aos Staphylococcus spp.

As diferentes bactérias isoladas no presente estudo apresentaram 58,33% de
sensibilidade a estreptomicina, resultados diferentemente foram obtidos por Silva et

al. (2010) onde todas as amostras foram resistentes ao mesmo antibidtico.



Tabela 2. Perfil de sensibilidade dos micro-organismos isolados de amostras de leite de ovelhas de
diversas racas.

Agente Resistentes Intermediarios Sensivel
antimicrobiano Concentracao Freq. (%) Freq. (%) Freq. (%)
Estreptomicina 10 pg 9 37,50 1 4,17 14 58,33
Tetraciclina 30 ug 10 41,67 5 20,83 9 37,50
Sulfonamidas 300 pg 21 87,50 1 4,17 2 8,33
Gentamicina 10 pg 11 45,83 1 4,17 12 50,00
Ampicilina 10 pg 23 95,83 1 4,17 0 0,00
Cefalotina 30 pg 12 50,00 3 12,50 9 37,50
Penicilina 10 pg 20 83,33 1 4,17 3 12,50
Cefalexina 30 ug 13 54,17 2 8,33 9 37,50
Neomicina 30 ug 10 41,67 5 20,83 9 37,50

A estreptomicina foi o antimicrobiano que apresentou maior efetividade dentre
0s antimicrobianos seguidos por gentamicina (50%), cefalotina (37.50%), cefalexina
(37.50%), neomicina (37.50%) e a tetraciclina (37.50%). Por outro lado, os maiores
indices de resisténcia foram da penicilina (83,33%), sulfonamidas (87.50%) e a
ampicilina (95.83%).

Figura 1. Média de mesofilos com relacéo ao CMT.
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A relagédo do mesofilo com CMT foi de animais, com o CMT 0 a media de
mesofilo foi de 347,7 UFC/mL, animais com + a média de mesofilo foi de 893
UFC/ML, em ++ a média foi de 335,8 UFC/mL, com +++ a media de mesofilo foi de
5.825 UFC/mL.



CONCLUSAO
A partir dos resultados pode-se concluir que nenhum dos antibiéticos foi totalmente
eficaz sobre as bactérias presentes no leite de ovelhas no final de lactacdo, devendo
assim ser realizado monitoramento periddico das bactérias presentes no leite, para
escolha do melhor antibiético, e que o teste de CMT possui relagdo com os valores

de contagem de mesofilos aerobios.
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