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Efeito do congelamento e da pré-incubação sobre o isolamento de 
estafilococos coagulase-negativo em amostras de leite de ovelhas

Effect of freezing and preincubaton on isolation of coagulase-
negative staphylococci from ewes’ milk samples
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Nogueira de Souza4; Milton Ricardo Azedo5; Viviani Gomes6; Alice Maria Melville 

Paiva Della Libera6

Resumo
O objetivo do presente trabalho foi avaliar o efeito do congelamento e da incubação do leite de ovelhas 
da raça Santa Inês sobre os resultados da cultura bacteriológica. Desta forma, 45 amostras de leite ovino 
foram coletadas, e submetidas aos seguintes tratamentos: cultura bacteriológica (T1), e simultaneamente 
incubadas a 37°C por 18 horas (T2) e congeladas a -20°C por 24 horas (T3). Após esses períodos, 
as amostras dos T2 e T3 foram submetidas à cultura bacteriológica. O T2 possibilitou aumento no 
isolamento de estafilococos coagulase-negativo (ECN) comparadas ao T1, não ocorrendo o mesmo com 
o T3. No entanto, o T2 permitiu o desenvolvimento de bactérias normalmente presentes na microbiota 
dos ductos dos tetos em ovelhas sadias, como o Bacillus spp. Os resultados do presente estudo indicam 
que a incubação pode ser aplicada para a detecção de ECN na tentativa de reduzir resultados falso-
negativos na cultura bacteriológica do leite de ovelhas da raça Santa Inês, determinando o uso mais 
eficiente dos recursos laboratoriais e a redução dos custos para os proprietários. 
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Abstract
Milk samples from 45 halves were collected from lactating ewes to evaluate the effect of freezing and 
incubation of the whole milk on the qualitative results of bacteriologic culture. Thus, these milk samples 
were submitted to the following treatments: standard culture technique (T1), incubation for 18h at 37°C 
(T2) and thawing at -20°C for 24h (T3). After these periods, the milk samples from T2 and T3 were 
submitted to standard culture technique. The T2 showed an increase in the proportion of coagulase-
negative staphylococci (CNS) recovery compared to T1, although the same cannot be predicted by 
T3. Conversely, the T2 allows the growth of some bacteria present in clinically healthy teats ducts as 
Bacillus spp.. The results of the present study indicated that the incubation of the whole milk can be 
applied to detection of CNS in ewes’ milk in attempt to reduce the false-negative culture milk samples 
that can lead to a more efficient use of laboratory resources and reduce costs to herd owners. 
Key words: Mastitis. Ewes. Diagnosis. Culture. Coagulase-negative staphylococci.
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Na ovinocultura alguns fatores relacionados 
à sanidade são considerados como limitantes na 
sua exploração, entre os quais se destaca a mastite 
ovina. A ocorrência da mastite em ovelhas, além 
da redução da produção e da qualidade do leite, 
determina perdas econômicas devido a mortes, 
custos com tratamentos e gastos adicionais com mão-
de-obra, e redução de desempenho de cordeiros. 
Esse último aspecto ganha maior importância nos 
sistemas de produção brasileiros cuja população 
ovina crescente é predominantemente mantida em 
sistemas extensivos e semi-extensivos de criação 
(VERÍSSIMO et al., 2010). 

Entre o grupo de microrganismos causadores 
de mastite em ovinos, destaca-se os estafilococos 
coagulase-negativo (ECN), considerados os 
principais patógenos causadores de infecções 
intramamárias (BERGONIER et al., 2003). Em 
bovinos, os ECN são considerados patógenos de 
menor importância e determinam discreto aumento 
da celularidade, características que não podem 
ser consideradas para ovinos (PENGOV, 2001). 
Neste contexto, Leitner et al. (2001) demonstraram 
significante aumento da celularidade por este grupo 
de patógenos, sugerindo menor resistência e/ou 
aumento da resposta imune frente a estes patógenos 
em ovinos. Ainda, a alta persistência das infecções 
por estes patógenos tem sido frequentemente 
descrita nestes animais (LEITNER et al., 2001; 
BERGONIER et al., 2003). Usualmente, as 
infecções são associadas a baixa susceptibilidade in 
vitro a antimicrobianos, uma vez que ECN podem 
desenvolver facilmente resistência a diferentes 
antimicrobianos (GONZALO et al., 2002; DELLA 
LIBERA et al., 2011). 

Assim, o diagnóstico preciso é essencial para 
os programas de controle de mastites em ovinos, já 
que animais positivos podem ser tratados, separados 
do rebanho ou descartados. Além disso, a falha na 
identificação de animais infectados pode resultar em 
aumento na prevalência desta enfermidade, uma vez 
que animais falso-negativos podem funcionar como 
fonte de infecção no rebanho. A detecção definitiva 

da mastite é baseada no isolamento de patógenos de 
amostras de leite (ZECCONI et al., 1997; GODDEN 
et al., 2002). No entanto, o sucesso da cultura varia 
dependendo do tipo de microrganismo, metodologia 
de coleta e procedimentos laboratoriais (SOL et al., 
2002), podendo o agente não ser isolado em mais 
de 50% das amostras (TAPONEN et al., 2009). Na 
tentativa de reduzir o número de amostras falso-
negativas, alguns métodos têm sido propostos como 
o congelamento, pré-incubação e centrifugação das 
amostras (SCHUKKEN et al., 1989; VILLANUEVA 
et al., 1991; DINSMORE et al., 1992; ZECCONI et 
al., 1997; SOL et al., 2002).

Vários estudos avaliaram o efeito de distintos 
métodos sob o isolamento de patógenos causadores 
de mastite em bovinos (SCHUKKEN et al., 1989; 
VILLANUEVA et al., 1991; DINSMORE et 
al., 1992; COSTA et al., 1996; ZECCONI et al., 
1997; SOL et al., 2002) entretanto, os estudos em 
pequenos ruminantes são escassos (McDOUGALL, 
2000; SÁNCHEZ et al., 2003), especialmente em 
ovinos (CLEMENTS; TAYLOR; FITZPATRICK, 
2003). Assim, o presente estudo teve como objetivo 
avaliar o efeito do congelamento e da incubação do 
leite de ovinos sobre o isolamento bacteriano.

No presente estudo foram analisadas 45 amostras 
de leite provenientes de ovelhas da raça Santa Inês. 
As amostras de leite coletadas assepticamente 
foram divididas em três alíquotas de acordo com o 
tratamento as quais foram submetidas. O primeiro 
tratamento (T1) consistiu na cultura bacteriológica 
sendo uma alíquota de 10µL de leite estriada em 
ágar-sangue de carneiro (5%) com incubação a 
37 °C por 72 horas e a leitura realizada a cada 24 
horas, como recomendado por Oliver et al. (2004). 
Simultaneamente, a segunda alíquota foi incubada 
por 18 horas a 37 oC (T2), e a terceira alíquota 
estocada a -20 oC em freezer comercial por 24 
horas (T3). Após os períodos estabelecidos para os 
T2 e T3, as amostras foram submetidas à cultura 
bacteriológica, conforme descrito previamente.

A identificação bacteriana foi determinada pelas 
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características das colônias podendo ser brancas 
acinzentadas e amarelas com e quanto a presença 
e o tipo de hemólise. Posteriormente, duas colônias 
de cada amostra de leite, semelhantes entre si, 
foram selecionadas para a realização da coloração 
de Gram, prova da catalase e coagulase em plasma 
de coelho (OLIVER et al., 2004). A associação entre 
as variáveis foi avaliada pelo teste Qui-quadrado de 
Pearson, e o teste de hipóteses foi conduzido pelo 
teste de McNemar para amostras pareadas com 
nível de significância de 5% utilizando o programa 
Dag Stat (Diagnostic and Agreement Statistics) 
(MACKINNON, 2000). 

Todas as culturas isoladas foram identificadas 
como ECN. A porcentagem de amostras positivas ao 
exame bacteriológico foi de 31,1% (n=14), 48,9% 
(n=22) e 40,0% (n=18) para as alíquotas submetidas 
ao T1, T2 e T3, respectivamente. Desta forma, das 
45 amostras analisadas, 11 (24,4%) amostras foram 
positivas no T1 e T2, 20 (44,4%) amostras foram 
negativas em ambos os tratamentos, 11 (24,4%) 
amostras foram positivas no T2 e negativas no T1, 3 
(6,7%) amostras foram positivas no T1 e negativas 
no T2. Ainda do total de amostras avaliadas, 13 
(28,8%) amostras foram positivas no T1 e T3, 26 
(57,8%) amostras foram negativas em ambos os 
tratamentos, 5 (11,1%) amostras foram negativas 
T1 padrão e positivas no T3, 1 (2,2%) amostra foi 
positiva no T1 e negativa no T3. Assim, observou-
se aumento significativo do isolamento de ECN no 
leite de ovelhas apenas após o T2 (Qui-Quadrado 
= 4,57) (P = 0,033), não ocorrendo com o T3 (Qui-
quadrado = 2,67) (P = 0,10) comparado com o T1. 
No entanto, salienta-se que 8,9% (n=4) das amostras 
submetidas ao T2 apresentaram desenvolvimento 
de Bacillus spp.

No presente estudo não foi observado aumento 
significativo do número de amostras positivas 
para ECN após congelamento, como relatado por 
outros autores em amostras de leite de bovinos 
(DINSMORE et al., 1992; MURDOUGH; DEITZ; 
PANKEY, 1996) e de caprinos (McDOUGALL, 
2000). Além disso, Clements, Taylor e Fitzpatrick 

(2003), ao analisarem amostras de leite de ovinos, 
sugeriram que o exame laboratorial nesta espécie 
pode ser realizado com leite fresco, pois o aumento 
do isolamento bacteriano após o congelamento só 
foi observado em pequeno número de amostras. 
No entanto, outros estudos apontaram aumento no 
isolamento dos agentes patogênicos nas amostras de 
leite proveniente de bovinos (SCHUKKEN et al., 
1989; COSTA et al., 1996) e caprinos (SÁNCHEZ 
et al., 2003) após congelamento, que foi associado 
à localização intracelular de algumas espécies de 
estafilococos em amostras de leite fresco, como 
demonstrado para o Staphylococcus epidermitis e S. 
aureus (SCHUKKEN et al., 1989). 

Dinsmore et al. (1992), Costa et al. (1996) e 
Langoni et al. (2009), em amostras de leite bovino, 
demonstraram maior recuperação de patógenos 
intramamários após a incubação quando comparado 
com o congelamento e a cultura bacteriológica 
padrão, como observado no presente estudo. A 
multiplicação bacteriana devido às condições 
favoráveis de desenvolvimento pode explicar 
este fato (COSTA et al., 1996). Entretanto, a 
incubação permitiu o desenvolvimento de bactérias 
normalmente presentes na microbiota dos ductos 
dos tetos em ovelhas sadias, como o Bacillus spp. 
(FRAGKOU et al., 2007), como encontrado por 
Dinsmore et al. (1992), Sol et al. (2002) e Langoni 
et al. (2009). 

A incubação das amostras de leite de ovinos, 
diferentemente do congelamento, pode ser 
recomendada como passo a ser incorporado na 
análise bacteriológica para reduzir a ocorrência de 
resultados falso-negativos na cultura bacteriológica, 
aumentando a confiabilidade do diagnóstico da 
mastite ovina. Ainda determinaria na otimização 
dos recursos laboratoriais e redução de custos pra 
os proprietários. 
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projeto de sanidade da glândula mamária ovina.
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