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The objective of this paper was to study the etiology of mastitis in sheep at northeastern
Pard, and to establish the sensitivity of isolated bacteria to antibiotics. A total of 176 Santa
Inés nursing sheep kept in semi-intensive system from seven properties were examined.
The mammary gland was clinically examined and the milk was submitted to the Caneca
Telada Test, the California Mastitis Test (CMT), bacteriological examinations and
antibiograms. Out of the 352 mammary halves (176 sheep), 5.9% (21/352) had clinical
mastitis and by the CMT test, 7.39% (26/352) had subclinical mastitis and 86.64% (305/
352) mammary halves did not have mastitis. Most of the animals with mastitis were in the
second third of the lactation period, had less kids and more lactation periods. The following
bacteria were isolated from the clinical mastitis Staphylococcus spp. coagulase negative
(42,9%); Staphylococcus aureus (9.52%); Streptococcus spp. (4.76%) and Escherichia coli
(4.76%). Were observed associations of Staphylococcus aureus and Streptococcus spp.
(4,76%); Staphylococcus spp. coagulase negative nonhemolytic, Staphylococcus spp.
coagulase negative hemolytic and Staphylococcus spp. coagulase negative non hemolytic
pigment (4.76%). Already in subclinical mastitis the bacteria isolated were Staphylococcus
spp. coagulase negative (26.9%); Staphylococcus aureus (15.,4%); Streptococcus spp.
(7.69%); Escherichia coli (7.69%) and Citrobacter freundii (11.5%). Were observed associations
of Staphylococcus spp. coagulase negative nonhemolytic and Staphylococcus spp. coagulase
negative hemolytic (3.85%). The most efficient antibiotics for the Gram positive agents were
penicile/novobiocine (100%), cefalotine (100%) and florfenicol (100%) and for the Citrobacter
freundii were ampicilina (100%) and florfenicol (100%). In relation to Escherichia coli, 66.7%
of isolates to ampicillin, cephalothin, florfenicol and tetracycline were resistant. Mastitis is
present in sheep in the State of Para, and it's necessary to estimate, in future studies, the
economic losses caused by this disease. The CMT show satisfactory results and can be
recommended as a screening test for diagnosing individual cases of subclinical mastitis in
sheep, once had a good relationship with the microbiological examination. In the antibiogram
where most of the isolated agents appear sensitive to different antibiotics tested, the antibiotics
with the best efficiency were florfenicol and cefoxitin.
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RESUMO.- Objetivou-se com este trabalho estudar a etio-
logia da mastite em ovelhas na regido nordeste do Para,
além de estabelecer o perfil de sensibilidade das bactérias
isoladas frente a antimicrobianos. Foram examinadas 176
ovelhas daraca Santa Inés, em lactagao, mantidas em sis-
tema semi-intensivo, pertencentes a sete propriedades
especializadas na criacéo de ovinos. Foi realizado o exame
clinico da glandula maméaria, o exame macroscépico da
secrecao lactea por meio do Teste da Caneca Telada, o
California Mastitis Test (CMT), o exame microbioldgico do
leite e 0 antibiograma. Das 352 metades maméarias estuda-
das (176 ovelhas), 21 (5,97%) apresentaram mastite clini-
ca, 26 (7,39%) apresentaram mastite subclinica e 305
(86,64%) metades mamarias foram negativas. A maioria dos
animais acometidos pela mastite estava no terco médio da
lactagdo, com menor nimero de crias e maior nimero de
lactagbes. Na mastite clinica (MC) as bactérias isoladas
foram Staphylococcus spp. coagulase negativo (42,9%);
Staphylococcus aureus (9,52%); Streptococcus spp. (4,76%)
e Escherichia coli (4,76%). As associacfes observadas fo-
ram Staphylococcus aureus e Streptococcus spp. (4,76%);
Staphylococcus spp. coagulase negativo ndo hemolitica,
Staphylococcus spp. coagulase negativo hemolitica e Sta-
phylococcus spp. coagulase negativo pigmento ndo hemo-
litica (4,76%). Ja na mastite subclinica (MSC), as bactérias
isoladas foram Staphylococcus spp. coagulase negativo
(26,9%); Staphylococcus aureus (15,4%); Streptococcus
spp. (7,69%); Escherichia coli (7,69%) e Citrobacter freundii
(11,5%). A associacéo observada foi Staphylococcus spp.
coagulase negativo ndo hemolitica e Staphylococcus spp.
coagulase negativo hemolitica (3,85%). Os antimicrobianos
com maior eficacia contra os agentes isolados Gram positi-
vos foram penicilina/novobiocina (100%), cefalotina (100%)
e florfenicol (100%) e contra o Citrobacter freundii foram a
ampicilina (100%) e florfenicol (100%). J& em relacdo a
Escherichia coli, 66,7% dos isolados mostraram-se resis-
tentes a ampicilina, cefalotina, florfenicol e tetraciclina. A
mastite esta presente em ovelhas no estado do Para, ha-
vendo a necessidade de estimar, em estudos futuros, as
perdas econdmicas causadas por essa enfermidade. O CMT
apresentou resultados satisfatorios, podendo ser recomen-
dado como teste de triagem para o diagndstico de casos
individuais de mastite subclinica em ovinos, uma vez que
apresentou boa relagdo com o exame microbiolégico. No
antibiograma foi observado que a maioria dos agentes isola-
dos apresenta-se sensivel aos diferentes antimicrobianos
testados, sendo os antibiéticos com melhor eficiéncia o
florfenicol e a cefoxitina.

TERMOS DE INDEXA(;/:\O: Infeccéo intramamaria, ovinos, eti-
ologia, antibiograma.

INTRODUCAO

O Brasil conta com um rebanho ovino de aproximada-
mente 15 milhdes de cabecas e naregido norte, o Para é
0 maior produtor com um rebanho em torno de 178.000
ovinos (MAPA 2006).
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Na ovinocultura alguns fatores relacionados a sanida-
de sdo considerados como limitantes na sua exploracao.
Dentre eles destaca-se a mastite que além de alteracdes
guantitativas e qualitativas no leite, é responsavel por sé-
rios prejuizos econdmicos devido ao descarte precoce das
ovelhas, diminui¢&o na producéo de leite e consequente
subdesenvolvimento dos cordeiros ou mesmo sua morte,
além de despesas com medicamentos e com assisténcia
veterinaria (Winter 2001). Alguns trabalhos atribuem como
causa priméaria da mortalidade de borregos a producéo in-
suficiente de leite nas ovelhas devido & mastite clinica
(Costa et al. 2001, Mendonga et al. 2005).

No Brasil sdo poucas as informacdes referentes a
mastite em ovelhas. O primeiro relato da doenca na espé-
cie ovina foi feito por Fernandes & Cardoso (1985) no Rio
Grande do Sul, que descreveram um surto de mastite por
Staphylococcus aureus.

Em um levantamento realizado em algumas regides do
Rio Grande do Sul e Santa Catarina, Vaz (1996) identificou
mastite crdnica e subclinica causada por diversos agen-
tes, inclusive S. aureus. No estado de Pernambuco, Cos-
taetal. (2001) observaram que dos 167 ovinos atendidos
na Clinica de Bovinos, Campus Garanhuns, Universidade
Federal Rural de Pernambuco, no periodo de junho de 2000
a junho de 2001, foram diagnosticados sete casos de
mastite clinica. Oliveira (2007), também em Pernambuco,
encontrou um indice de 15,5% de mastite clinica em 135
ovelhas analisadas.

Entre os agentes etioldégicos mais frequentemente as-
sociados a infeccdo da glandula mamaria em ovelhas, S.
aureus e Mannheimia (Pasteurella) haemolytica séo res-
ponsaveis, isoladamente ou em associacado, por 80% dos
casos de mastite clinica aguda (Scott & Jones 1998, Winter
2001). Na forma subclinica, além destes agentes, ha a
participacao de espécies do género Staphylococcus coa-
gulase negativo e Streptococcus spp. (Watkins et al. 1991,
Albenzio et al. 2002, Batavani et al. 2003).

As alteracdes provocadas pela mastite em ovelhas no
tecido mamario se refletem ndo somente na producéo de
leite, mas também no conteddo celular e nas caracteristi-
cas fisico-quimicas e comprometem a qualidade nutricio-
nal deste para a alimentacao dos borregos. As células so-
maticas sofrem elevacdes, com intensidade variavel da
resposta em funcéo do tipo e da viruléncia do agente etio-
I6gico envolvido no processo infeccioso (Fthenakis & Jones
1990, Fthenakis et al. 1991, Gonzalo et al. 2002, Suarez
et al. 2002, Winter et al. 2003).

No estado do Para sédo escassas as informacgbes so-
bre as manifestacdes clinicas e subclinicas da mastite
ovina. Portanto, o presente trabalho teve por objetivo estu-
dar a etiologia da mastite em ovelhas na regido nordeste
do Para, além de estabelecer o perfil de sensibilidade das
bactérias isoladas frente a antimicrobianos.

MATERIAL E METODOS

Foram examinadas 176 ovelhas da raca Santa Inés, em lacta-
¢do, mantidas em sistema semi-intensivo de criagdo, perten-
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centes a sete propriedades, localizadas na regido nordeste do
estado do Para. Inicialmente realizou-se o exame clinico da
glandula mamaria de acordo com Grunert (1993) e Diffay et al.
(2004), o teste da caneca telada de acordo com Grunert (1993)
e o California Mastitis Test (CMT) seguindo as recomenda-
¢Oes descritas por Schalm & Noorlander (1957), consideran-
do-se as amostras de leite positivas com escores 2+ e 3+.

Foram coletadas amostras de leite das metades mamarias
positivas ao teste da caneca telada e CMT. Para isso, foram
desprezados os primeiros jatos e em seguida realizada criteri-
osa antissepsia do 6stio do teto com algodao embebido em
alcool a 70%; as amostras (aproximadamente trés mililitros)
foram acondicionadas em tubos de vidro com tampa rosqueada
previamente esterilizados e transportadas a Central de Diag-
néstico Veterinario (Cedivet/UFPA), sob refrigeracdo em caixa
de material isotérmico, contendo gelo reciclavel. As amostras
de leite foram congeladas por um periodo maximo de 30 dias,
até o inicio da andlise microbioldgica.

Em cada uma das propriedades visitadas foi realizado um
inquérito clinico-epidemioldgico, assinalando as principais ca-
racteristicas do manejo higiénico-sanitario, bem como uma
anamnese das ovelhas estudadas, principalmente no que diz
respeito as informacdes relacionadas ao estudo, como esta-
gio da lactacdo, nimero de partos, estagio de gestacéo, ocor-
réncia anterior de mastite, nUmero de glandulas afetadas, uso
de antimicrobianos como medida terapéutica, entre outras in-
formacodes.

Para a realizagcdo do exame microbioldgico, as amostras de
leite foram semeadas em placas de Petri contendo agar sangue
desfibrinado de ovino a 5% e agar MacConkey e incubadas a
37°C. As leituras foram realizadas as 24, 48, 72 e 96 horas;
nestas foram observadas as caracteristicas culturais das coloni-
as (morfologia, producdo de pigmento e hemdlise) e morfotinto-
riais por meio do método de coloragdo de Gram que permite
uma visdo preliminar das bactérias envolvidas no processo
(Quinn et al. 2004). O teste de sensibilidade aos antimicrobia-
nos foi realizado pelo método de difusdo por discos (Bauer et al.
1966), seguindo-se as especificacdes do Clinical and Laboratory
Standards Institute (2005). Desta forma, 3 a 5 colénias com as
mesmas caracteristicas morfolégicas foram transferidas para
tubos de ensaio contendo 4-5 mililitros de caldo Casoy (Caldo
Casoy-Vetec) e incubadas a 37°C por um periodo de 2-6 horas
para obter uma turbidez equivalente a 0,5 da escala padréo de
McFarland. Em seguida foi realizada a semeadura com swab
estéril sobre a superficie do meio de agar Mieller-Hinton (Mueller
Hinton-MicroMED). A etapa seguinte consistiu na deposi¢cdo dos
discos, fazendo-se leve pressdo para permitir o contato entre os
mesmos e a superficie do meio inoculado. Utilizaram-se discos
(Sensibiodisc, Cecon/Sensifar-Vet, Cefar Diagnéstica) impreg-
nados com o0s seguintes antimicrobianos: Amoxicilina (AMO,
10pg), Ampicilina (AMP, 10ug), Cefalotina (CFL, 30ug), Cefoxitina
(CFO, 30ug), Enrofloxacina (ENR, 5ug), Eritromicina (ERI, 15ug),
Estreptomicina (EST, 10pug), Florfenicol (FLF, 30ug), Gentamicina
(GEN, 10pg), Kanamicina (KAN, 30ug), Neomicina (NEO, 30ug),
Oxacilina (OXA-1pg), Penicilina G (PEN, 10 Ul), Penicilina/No-
vobiocina (PNM-40ug), Sulfazotrim (SUT, 25ug) e Tetraciclina
(TET, 30pg). Para o controle na qualidade de execucgéo e confi-
abilidade dos resultados obtidos, cepas padrédo (Escherichia
coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseu-
domonas aeruginosa ATCC 27853 e Enterococcus faecalis
ATCC 29212) foram testadas sob as mesmas condi¢Bes de meios
de cultivo e incubacdo. A incubag&o ocorreu a temperatura de
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37°C por um periodo de 24 horas, quando entéo foi realizada a
leitura de acordo com o diametro de sensibilidade apresentado
por cada amostra frente aos diversos antimicrobianos utiliza-
dos.

RESULTADOS

Das 352 metades mamarias examinadas, 5,97% (21/352)
apresentaram mastite clinica (MC), evidenciada na inspe-
¢do por assimetria das metades mamarias com aumento
de volume ou atrofia da metade afetada; na palpacgéo por
demonstracéo de dor, endurecimento do tecido mamario e
presenca de nddulos de tamanhos variados (Fig.1); leite
com presenca de grumos, pus e/ou sangue também foram
frequentes nesses casos.

— .
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Fig.1. Aumento da glandula mamaria com presenca de nodu-

los de tamanhos variados e fistulas devido a mastite em
ovelha.

2 P -

Por meio do CMT, 7,39% (26/352) das metades mama-
rias apresentaram mastite subclinica (Fig.2), sendo que
84,61% (22/26) apresentaram escore 2+, destas 81,81%
resultaram positivas no exame microbioldgico; 15,39% (4/
26) apresentaram escore 3+, sendo que destas, 75% tam-
bém resultaram positivas no exame microbiolégico.

Das 352 metades mamarias foram realizados 338 tes-
tes da caneca telada, dos quais 93,79% (317/338) apre-
sentaram leite normal e 6,21% (21/338) exibiram altera-
¢Bes macroscopicas no leite, como presenca de grumos,
pus e/ou sangue; por falta de secrecao lactea, ndo foi rea-
lizado o teste em 14 metades mamarias. Foram realiza-
dos 312 exames de CMT, destes, 56,73% (177/312) tive-
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Fig.2. Reacdo positiva no California Mastitis Test em ovelha
com mastite subclinica.

ram reacdo negativa, 20,2% (6/312) reacéo (+), 14,74%
(46/312) 1+, 7,37% (23/312) 2+, 0,96% (3/312) 3+, sendo
que 19 metades mamarias ndo apresentavam secrecao
lactea suficiente para realizacdo do CMT e 21 apresenta-
ram MC. Para o exame microbioldgico, foram coletadas
21 amostras de leite de 16 ovelhas com mastite clinica
(MC) e 26 amostras de 25 com mastite subclinica (MSC).

Na MC as bactérias isoladas foram Staphylococcus spp.
coagulase negativo (42,9%); Staphylococcus aureus
(9,52%); Streptococcus spp. (4,76%) e Escherichia coli
(4,76%). As associacdes observadas foram Staphylococ-
Cus aureus e Streptococcus spp. (4,76%); Staphylococ-
cus spp. coagulase negativo ndo hemolitica, Staphylococ-
cus spp. coagulase negativo hemolitica e Staphylococcus
spp. coagulase negativo pigmento ndo hemolitica (4,76%).

Na MSC, as bactérias isoladas foram Staphylococcus
spp. coagulase negativo (26,9%); Staphylococcus aureus
(15,4%); Streptococcus spp. (7,69%); Escherichia coli (7,69%)
e Citrobacter freundii (11,5%). A associacéo observada foi
Staphylococcus spp. coagulase negativo ndo hemolitica e
Staphylococcus spp. coagulase negativo hemolitica (3,85%).

No antibiograma, 100% dos isolados de Staphylococcus
spp. coagulase negativo foram sensiveis a amoxilina,
cefalotina, cefoxitina, enrofloxacina, florfenicol, gentamicina,
kanamicina, neomicina, oxacilina e penicilina/novobiocina;
91,7% sensiveis a penicilina G, sulfazotrim e tetraciclina;
50% intermediarios a eritromicina. Dos isolados de S. aureus,
100% foram sensiveis a cefalotina, cefoxitina, florfenicol,
gentamicina, penicilina/novobiocina e sulfazotrim. Os isola-
dos de Streptococcus spp. foram 100% sensiveis aos antibi-
Gticos: amoxilina, cefalotina, cefoxitina, florfenicol, penicilina
G e penicilina/novobiocina; 50% sensiveis a oxacilina e
tetraciclina; 100% resistentes a enrofloxacina, estreptomici-
na, gentamicina, kanamicina e neomicina; 50% resistentes e
50% intermedidrios a sulfazotrim. Dos isolados de Citrobacter
freundii, 100% mostraram-se sensiveis a ampicilina, florfeni-
col, sulfazotrim e tetraciclina; 100% intermediarias a enroflo-
xacina, kanamicina e neomicina; 100% resistentes a
cefalotina, cefoxitina, estreptomicina e gentamicina. Ja os
isolados de Escherichia coli, 66,7% foram resistentes a
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ampicilina, cefalotina, florfenicol e tetraciclina; 33,33% sen-
siveis a enrofloxacina e sulfazotrim; 33,3% intermediarios a
cefoxitina, enrofloxacina, estreptomicina, kanamicina, neo-
micina e sulfazotrim; 33,3% resistentes a cefoxitina, estrep-
tomicina, kanamicina e neomicina.

DISCUSSAO

Segundo Schalm (1977), as alteragBes na MC ocorrem
porque no interior da glandula mamaria, quando o ambien-
te é favoravel a multiplicacdo da bactéria invasora, 0s
subprodutos do crescimento e metabolismo irritam os te-
cidos, causando a reagao inflamatdria do tecido glandular.

Algumas pesquisas relatam que o CMT usado no cam-
po para detectar infec¢des subclinicas em ovelhas € me-
nos seguro e demonstram que a capacidade desse teste
em predizer as infec¢des, depende da prevaléncia e dos
agentes presentes no rebanho (Hueston et al. 1986, Keisler
etal. 1992). Quanto a utilizacédo, o CMT é considerado um
teste subjetivo para ovinos, razao pela qual a padroniza-
¢ao do teste é feita para o leite de bovino, pois 0 CMT é
mais acurado nesta espécie (Green 1984, Maisi et al. 1987).
Porém, para uma maior seguranca, o teste microbioldgico
deve ser utilizado paralelamente ao CMT, como realizado
na presente pesquisa.

Neste trabalho, observou-se uma boa relagéo entre o
CMT e o exame microbioldgico. Trabalhos realizados por
outros autores em bovinos, também demonstraram uma
boa relacéo do CMT com os exames microbioldgicos (Oli-
veira et al. 1999, Costa et al. 1996), ao contrario do obser-
vado em bubalinos, nos quais o CMT nédo apresentou boa
relagdo com os exames microbioldgicos (Oliveira et al.
2004, Kapronezai et al. 2005).

A fase da lactagéo em que os animais foram mais aco-
metidos, tanto pela MC quanto pela MSC foi o terco médio
da lactacéo, correspondendo a 70,7% (29/41) dos animais.
De acordo com Vaz (1996) a maior ocorréncia de mastite
no terco médio da lactacéo esta relacionada ao pico da
producéo de leite das ovelhas que ocorre ao redor da ter-
ceira a quarta semana de lactacdo. Por outro lado,
Fernandes et al. (2006), trabalhando com ovelhas da raca
Santa Inés, ndo observaram diferencas no niumero de ca-
sos de MSC de acordo com as diferentes fases da lactacao.
Na ovelha ocorrem mudancas no metabolismo enddcrino
€ no sistema imune com o aumento do numero de lacta-
¢Oes, 0 que aumenta a susceptibilidade e a sensibilidade
a mastite (Watkins et al. 1991). Isso pode justificar a mai-
or ocorréncia da enfermidade em ovelhas mais velhas no
presente estudo, 61% (25/41), estando essas na terceira
ou quarta lactacéo.

Observou-se que a maioria das ovelhas, com mastite,
78% (32/41), possuia apenas um borrego ao pé. Oliveira
(2000) também observou maior frequéncia de MSC nos
casos em que a ovelha produz somente um cordeiro, pois
quando o parto é duplo ou triplo o consumo de leite aumen-
ta 0 que favorece o melhor esvaziamento das glandulas
mama@rias.

A bactéria isolada com maior frequéncia nas amostras
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de leite com MC e MSC foi o Staphylococcus ssp. coagu-
lase negativo. Batavani et al. (2003) estudaram 209 amos-
tras de leite e também relataram o Staphylococcus ssp.
coagulase negativo como a bactéria mais prevalente com
taxa de 41%. Este microrganismo tem sido considerado o
maior causador de infec¢des subclinicas intramamarias
de acordo com as pesquisas realizadas por Fthenakis &
Jones (1990), Keisler et al. (1992), Fthenakis (1994), Ste-
fanakis et al. (1995) e Burriel (1997).

O Staphylococcus coagulase negativo é considerado,
por alguns autores, como patégeno secundario ou oportu-
nista presente na microbiota da pele do teto dos animais.
Porém, quando presente no interior da glandula mamaria
pode provocar infec¢do e reducéo significativa na produ-
¢ao de leite (Domingues et al. 1998).

Apesar de poucos relatos, a mastite causada por Es-
cherichia coli é conhecida como uma das formas graves
da enfermidade em ovelhas lactantes e sua ocorréncia em
rebanhos tem sido atribuida as precarias condicées de hi-
giene do ambiente no local de pari¢éo (Kirk & Glenn 1996,
Lafi 1998, Wens 2001).

Observou-se, neste estudo, que ndo houve crescimen-
to microbiano em 28,6% (6/21) das metades mamarias com
MC e 26,9% (7/26) com MSC. E descrito na literatura que
15% a 40% das amostras de leite de casos de mastite
clinica podem dar resultados negativos apos cultivo mi-
crobioldgico, mesmo quando a coleta e os métodos de
isolamento sdo aplicados de maneira correta (Bartelett et
al. 1992, Olde Reikerink et al. 2008). O n&o isolamento do
agente da mastite nestes casos pode ser por diversos
motivos. Entre esses, citam-se a eliminacao espontanea
dainfeccéao, a baixa concentragao dos patégenos no leite,
0 padréo de eliminacdo dos microrganismos, que pode al-
ternar entre nimeros elevados e mais baixos, a localiza-
¢ao intracelular de determinados patégenos e a presenca
de substancias inibitdrias no leite. Os resultados negati-
vos sdo reduzidos, mas ndo sdo eliminados quando se
empregam técnicas que procuram aumentar as chances
de isolamento.

As associagoes de bactérias isoladas na MC e MSC
demonstram a importancia do estudo microbiolégico das
amostras de leite de um rebanho, pois existe a possibilida-
de de infeccdo mista e, muitas relacionadas com o
insucesso nos tratamentos, principalmente nas mastites
clinicas.

A alta sensibilidade da maioria dos agentes isolados,
frente aos antimicrobianos testados, pode ser justificada
pelo baixo uso de antimicrobianos como medidas terapéuti-
cas em ovelhas com mastite nas propriedades estudadas.

CONCLUSOES

A mastite esta presente em ovelhas no estado do Para,
havendo a necessidade de estimar, em estudos futuros,
as perdas econémicas causadas por essa enfermidade.

O CMT apresentou resultados satisfatérios, podendo
ser recomendado como teste de triagem para o diagnoésti-
co de casos individuais de mastite subclinica em ovelhas,
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uma vez que apresentou boa relacdo com o exame micro-
biolégico.

Os agentes causadores de mastite isolados neste tra-
balho foram semelhantes ao isolados em estudos realiza-
dos em outras regides.

No antibiograma foi observado que a maioria dos agen-
tes isolados apresentou-se sensivel aos diferentes antimi-
crobianos testados, sendo os antibiéticos com melhor efi-
ciéncia o florfenicol e a cefoxitina.
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