Boletim de Pesaui

eDesenvolvimento sz,

Alteracdes inflamatdrias infecciosas da
glandula mamaria de ovelhas de
diferentes grupos genéticos




ISSN 1981-2078
Dezembro, 2016

Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria
Embrapa Pecuaria Sudeste
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento

Boletim de Pesquisa
e Desenvolvimento

Alteracoes inflamatérias infecciosas
da glandula mamaria de ovelhas de
diferentes grupos genéticos

Luiz Francisco Zafalon

Sergio Novita Esteves

Guilherme Aparecido Fim Junior
Raul Costa Mascarenhas Santana

Embrapa Pecuéria Sudeste
Sao Carlos, SP
2016



Embrapa Pecuaria Sudeste

Rod. Washington Luiz, km 234

13560 970, Séao Carlos, SP

Caixa Postal 339

Fone: (16) 3411- 5600

Home page: www.embrapa.br/pecuaria-sudeste

Comité de Publicacdes da Unidade

Presidente: Alexandre Berndt

Secretaria-Executiva: Simone Cristina Méo Niciura

Membros: Emilia Maria Pulcinelli Camarnado, Mara Angélica Pedro-
chi, Maria Cristina Campanelli Brito, Milena Ambrosio Telles

Normalizacao bibliografica: Mara Angélica Pedrochi
Editoracao eletronica: Maria Cristina Campanelli Brito
Foto(s) da capa: Luiz Francisco Zafalon

12 edicdo
12 edicdo on-line (2016)

Todos os direitos reservados
A reproducao nao-autorizada desta publicacdo, no todo ou em
parte, constitui violacdo dos direitos autorais (Lei no 9.610).

Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicacédo (CIP)
Embrapa Pecuéria Sudeste

Zafalon, Luiz Francisco

Alteracoes inflamatorias infecciosas da glandula maméria de ovelhas de diferentes
grupos genéticos / Luiz Francisco Zafalon et al. — Sao Carlos, SP: Embrapa Pecuéria
Sudeste, 2016.

21p. (Embrapa Pecuéria Sudeste. Boletim de Pesquisa, 39).
ISSN 1981-2078

1. Ovinos. 2. Leite. 3. Mastite infecciosa. |. Zafalon, Luiz Francisco. Il. Esteves,
Sérgio Novita. lll. Fim Junior, Guilherme Aparecido. IV. Santana, Raul Costa
Mascarenhas. Il. Titulo. Ill. Série.

CDD: 636.089

© Embrapa 2016



Sumario
RESUMIO Lo
ADSTraCT .o e
INTrOAUGCAOD ..eee e
Material € Métodos .....oiviiiiiii e
Caracteristicas do rebanho oViNO .......coiiiiiiiiiiii e

Colheitas das amostras de leite para identificacdo dos animais

positivos para mastite subclinica ... 10
Contagem de células somaticas das amostras de leite .................... 12
Classificacdo dos animais positivos para mastite e analise dos

FESUAAOS 1uiitiiti ittt 12
Resultados € diSCUSSA0...uuuiiiuiiieeii i e eieeeaeas 12
{00 o Vo [T =10 Y= 18

BTN (=1 €= o LT = 1= 19



Alteracdes inflamatérias infecciosas
da glandula mamaria de ovelhas de
diferentes grupos genéticos

Luiz Francisco Zafalon’

Sergio Novita Esteves’

Guilherme Aparecido Fim Juanior?
Raul Costa Mascarenhas Santana®

Resumo

O presente estudo objetivou avaliar a frequéncia de casos de mastite subclinica
em ovinos puros das racas Santa Inés, Dorper, Texel e lle de France em duas
épocas diferentes. O trabalho experimental foi realizado em um rebanho
formado por 407 ovelhas, localizado na Embrapa Pecuéaria Sudeste em Sao
Carlos, Sao Paulo. Amostras de leite foram colhidas no inicio da lactacao

e ap6s o desmame, em duas paricdes consecutivas, para confirmacao da
etiologia infecciosa da doenca por meio de andlises microbioldgicas e para a
determinacado da contagem de células soméaticas. O California Mastitis Testis
(CMT) foi realizado para o diagnéstico preliminar da mastite. Estafilococos
coagulase-negativos foram os agentes etiolégicos com maior ocorréncia, exceto
no periodo do desmame de junho a outubro de 2014, quando Streptococcus
spp. foram mais frequentes. A raca Santa Inés apresentou maior ocorréncia

de mastite subclinica (p<0,05). A predominancia de estafilococos coagulase-
negativos no rebanho, independentemente da raca estudada, aponta que

esses micro-organismos sdo prevalentes na etiologia infecciosa da mastite
ovina. Dentre as racas estudadas, as ovelhas Dorper, Texel e lle de France nao
apresentaram diferencas entre sim com relacdo a ocorréncia da doenca, porém

apresentaram ocorréncia de mastite inferior a raca Santa Inés.

Termos para indexacdo: Ovinos, leite, mastite infecciosa
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Infectious inflammatory changes of the
mammary glands of sheep of different
genetic groups

Abstract

The present study aimed to evaluate the occurrence of subclinical mastitis in
Santa Inés, Dorper, Texel e lle de France pure-breed ewes, on two different
lactational periods. The experiment was carried out in a flock of 407 sheep,
located at Embrapa Southeast Livestock in Sdo Carlos, Sdo Paulo. Milk
samples were taken at the beginning of lactation and weaning, in two
consecutive parities for confirmation of infectious etiology of the disease

by microbiological testing. The somatic cell count was also performed. The
California Mastitis Testis (CMT) was performed preliminarly for the diagnosis
of mastitis. Coagulase-negative Staphylococci were the etiological agents
with a larger frequency, except in the weaning period from June to October
of 2014, when Streptococcus spp. were more frequent. The Santa Inés breed
presented higher incidence of subclinical mastitis (p <0.05). The predominance
of coagulase-negative Staphlococci in the flock, regardless of breed points out
that these microorganisms are prevalent in the infectious etiology of mastitis
in sheep. Among the breeds, Dorper, Texel and lle de France sheep showed
no differences with respect to the occurrence of disease, however these ewes

presented lower cases of mastitis than Santa Inés breed.

Key words: Ovine, milk, infectious mastitis
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Introducao

A mastite é a inflamacao da glandula mamaria, causada principalmente
por agentes infecciosos. A forma subclinica da doenca é a mais
comum, quando o animal ndo apresenta sinais da doenca no Ubere nem
alteracdes macroscoépicas no leite (MARTINS et al., 2009). Quanto a
forma clinica, em pequenos ruminantes a incidéncia anual é estimada
em menos de 5% em condicdes normais, enquanto em rebanhos
endémicos pode atingir incidéncia maior que 50% (MAROGNA et al.,
2010), enquanto a mastite subclinica pode variar de 23,5% a 58,7%
(GUARANA et al., 2011; MORAIS et al., 2011).

Apesar de a enfermidade estar mais relacionada a animais leiteiros,

a mastite também apresenta relevancia em rebanhos ovinos
destinados a producao de carne, em razao do descarte prematuro e da
desvalorizacao comercial das ovelhas que apresentam o Ubere anormal
(BERGONIER; BERTHELOT, 2003). Ovelhas com mastite subclinica
produzem menos leite, o que influencia negativamente no ganho de
peso dos cordeiros (FERNANDES et al., 2006). O processo inflamatério
promove reducao da biossintese lactea em consequéncia da destruicao
de células epiteliais (LEITNER et al., 2003; NUNES et al., 2008) e
também causa modificacdao na constituicao do leite, além dos riscos de
evolucao para quadros clinicos da doenca.

Em trabalhos de cruzamentos de racas ovinas para a producao de
carne, o estudo de aspectos relacionados com a glandula mamaria das
ovelhas apresenta relevancia visando selecionar futuramente as racas
com menor ocorréncia de mastite, de modo a procurar evitar prejuizos
na producao animal. Assim, objetivou-se avaliar a frequéncia de casos
de mastite subclinica em animais puros das racas Santa Inés, Dorper,
Texel e lle de France.
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Material e métodos

Caracteristicas do rebanho ovino

O trabalho foi realizado em rebanho experimental formado pelas
ovelhas das racas Santa Inés, deslanada, de porte médio, com machos
atingindo até 120 kg de peso e fémeas, até 80 kg, de excelente
producao de leite e que ciclam o ano todo (LAZIA, 2012); Texel,

raca exética, origindria da Holanda, lanada, rdstica, de porte médio,
com machos que atingem de 110 a 120 kg e fémeas de 80 a 90 kg
(OLIVEIRA, 2003); lle de France, raca exdtica, originaria da Franca,
lanada, de porte grande, com machos de 110 a 160 kg e fémeas

de 80 a 120 kg (OLIVEIRA, 2003); e Dorper, raca considerada
adaptada, originaria do cruzamento de outras racas como Dorset Horn
e Blackhead Persian na Africa do Sul, semi-deslanada que dispensa a
tosquia, com bom ganho de peso, excelente conformagcao de carcaca e
distribuicdo de gordura, de porte médio (ACCO-SC, 2013). O rebanho
estava localizado na Embrapa Pecuéria Sudeste, Sao Carlos, Sao Paulo
(Figura 1).

Todas as ovelhas foram submetidas ao mesmo manejo alimentar,
mantidas em sistema de pastejo rotacionado de capim Tanzania
durante todo o periodo experimental. No periodo seco do ano elas
foram suplementadas com silagem de milho. Sal mineral e 4gua

foram fornecidos a vontade, e os cordeiros receberam suplementacao
pelo creep feeding, contendo 22 % de proteina bruta e 71,8 % de
nutrientes digestiveis totais, até a desmama. Os animais tinham acesso
a barracoes de chao de terra para area de sombra durante o dia e para
repouso durante a noite.
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Figura 1. Ovelhas das racas Santa Inés (A), Texel (B), lle de France (C) e Dorper (D)

pertencentes ao rebanho experimental.

Fonte: Guilherme Aparecido Fim Junior.

Colheitas das amostras de leite para identificacao dos
animais positivos para mastite subclinica

Os animais foram avaliados em duas estacdes de paricdo consecutivas.
A primeira delas compreendeu o periodo de setembro de 2013 a janeiro
de 2014 e a segunda, de junho a outubro de 2014. As amostras de
leite foram colhidas de todas as fémeas que estavam disponiveis no
rebanho no inicio da lactacao (16° dia pés-parto, em média) e no dia
seguinte ao desmame dos cordeiros (ao 96° dia pds-parto, em média).



Alteracdes inflamatérias infecciosas da glandula mamaria de ovelhas de diferentes
grupos genéticos

O California Mastitis Test (CMT) foi realizado como exame prévio para
o diagndstico de mastite subclinica, atribuindo-se escores de 1 a 3,
de acordo com a espessura do gel formado, a qual varia com o grau
de resposta inflamatéria. As amostras que apresentaram formacao

do gel viscoso, acompanhadas ou nao pela coloracao violeta, foram
consideradas positivas, e as que permaneceram inalteradas, sem
evidente viscosidade, foram consideradas negativas (Figura 2).

Figura 2. Resultado negativo ao CMT (A) e reacdo positiva ao CMT, escore 2+ (B).

Fonte: Guilherme Aparecido Fim Junior.

Em seguida foram colhidas amostras em duplicatas de 2 a 5 ml de
leite em tubos de ensaio esterilizados de cada metade mamdaria,
reagentes ou nao ao teste CMT, apds a antissepsia dos éstios dos tetos
com 4alcool etilico 70% (v/v). Essas amostras foram encaminhadas

aos laboratoérios da Embrapa Pecuéria Sudeste em Sao Carlos, Sao
Paulo para as analises microbioldgicas. Foi feita a semeadura sobre

a superficie de placas de Petri com meio de cultura dgar sangue

ovino 5%. Apds a incubacdo a 37 °C durante 24 a 72 horas, os
micro-organismos foram identificados por meio da caracterizacao
macroscoépica das coldénias quanto a morfologia, producédo de pigmento
e hemolise, além das caracteristicas morfotintoriais e bioquimicas.
Considerou-se como contaminacdo quando trés ou mais tipos de
coldnias foram isolados de uma mesma amostra (HARMON et al.,
1990; HOLT et al., 1994; KONEMAN et al., 2001; ARIZNABARRETA;
GONZALO; PRIMITIVO, 2002; GONZALO et al., 2002).

11
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Contagem de células somaticas das amostras de leite
Efetuou-se a contagem de células somaticas (CCS) do leite por meio da
técnica de citometria de fluxo, com a utilizacao do contador eletronico
de células Somacount 300 (Bentley). A colheita das amostras para a
CCS foi feita com frascos plasticos de capacidade para 60 mL, com a
adicdo de duas pastilhas do conservante bronopol. A CCS foi realizada
no laboratério de referéncia localizado na Escola Superior de Agricultura
Luiz de Queiroz, Piracicaba, SP.

Classificacao dos animais positivos para mastite e
analise dos resultados

A identificacdo de um animal como positivo para mastite subclinica

foi feita apds a verificacao de auséncia de anormalidades ou sinais
clinicos detectaveis no Ubere das ovelhas, em conjunto com resultados
positivos nas provas bacteriolégicas e escore positivo ao CMT ou CCS
> 2,5 x 105 células/mL de leite (PENGOV, 2001). O teste de qui-
quadrado foi empregado para estudar as distribuicoes de ocorréncia dos
casos de mastite subclinica entre as ragas ovinas por meio do software
R (SAMPAIO, 1998).

Resultados e Discussao

As tabelas 1 e 2 apresentam a etiologia infecciosa da mastite durante a
lactacdo e ao desmame, respectivamente, em ovelhas das racas Santa
Inés, Texel, Dorper e lle-de-France, no primeiro periodo de colheita de
amostras.
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Tabela 1. Micro-organismos isolados em ovelhas em lactacao de diferentes
racas entre setembro de 2013 e janeiro de 2014, no rebanho da Embrapa
Pecuéria Sudeste.

Santa Inés Texel Dorper  lle-de-France TOTAL

Micro-organismos N N N N N
ECN' 58 4 - 1 63
Streptococcus spp. 6 1 - - 7
ECP? 3 - - 1 4
Enterobactérias 2 - - - 2
Corynebacterium spp. 2 - - 1 3
Staphylococcus aureus 1 - - 1
ECN/ECP 1 - - - 1
Metades mamaérias negativas 253 51 52 37 393
TOTAL 326 56 52 40 474

'Estafilococos coagulase-negativos; ?Estafilococos coagulase-positivos.

Tabela 2. Micro-organismos isolados em ovelhas ao desmame de diferentes
racas entre setembro de 2013 e janeiro de 2014, no rebanho da Embrapa
Pecuéria Sudeste.

Santa Inés Texel Dorper lle-de-France TOTAL
Micro-organismos N N N N N
ECN' 24 1 2 2 29
Streptococcus spp. 12 - - - 12
Enterobactérias 5 1 - - 6
Corynebacterium spp. 3 - - - 3
ECP? 1 - - - 1
ECN + Streptococcus spp 3 - - - 3
Staphylococcus aureus 1 - - - 1
ECP + Streptococcus spp 1 - - - 1
S. aureus + Streptococcus spp 1 - - - 1
S. aureus + Enterobactérias 1 - - - 1
S. aureus + ECN 1 - - - 1
Metades mamadrias negativas 234 50 60 31 375
TOTAL 287 52 62 33 434

'Estafilococos coagulase-negativos; 2Estafilococos coagulase-positivos.
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Em ambos os periodos houve predominancia de estafilococos
coagulase-negativos (ECN) como agentes etioldégicos da doenca,
seguidos por Streptococcus spp. ECN sdo considerados os principais
agentes causais de mastite subclinica em ovinos. Os resultados
corroboram com os achados de outros autores (SILVA et al., 2010;
GUARANA et al., 2011; SANTANA, 2014).

A presenca de associacdes entre micro-organismos foi mais frequente
no desmame das ovelhas da raca Santa Inés. Domingues et al. (2006)
verificaram que as associacOes de micro-organismos mais frequentes
foram de Staphylococcus spp. com Streptococcus spp., também
encontrada no presente estudo, e de Staphylococcus spp. com
Corynebacterium spp.

As Tabelas 3 e 4 também apresentam, respectivamente, a etiologia
infecciosa da mastite durante a lactacao e ao desmame, nas mesmas
racas de ovelhas, porém no segundo periodo de colheita.

Tabela 3. Micro-organismos isolados em ovelhas em lactacao de diferentes
racas entre junho a outubro de 2014, no rebanho da Embrapa Pecuéria
Sudeste.

SantaInés  Texel Dorper lle-de-France TOTAL
Micro-organismos N N N N N
Estafilococos coagulase-negativos 8 1 1 4 14
Streptococcus spp. 4 1 2 2 9
Estafilococos coagulase-positivos - - - 1 1
Enterobactérias 1 - - 2 3
Corynebacterium spp. 2 - - - 2
Staphylococcus aureus - - 1 - 1
Metades mamérias negativas 46 62 65 71 244

TOTAL 61 64 69 80 274
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Tabela 4. Micro-organismos isolados em ovelhas de diferentes racas ao
desmame de junho a outubro de 2014, no rebanho da Embrapa Pecuéria

Sudeste.
Santa Inés  Texel Dorper lle-de-France TOTAL

Micro-organismos N N N N N
Streptococcus spp. 6 3 3 2 14
Estafilococos coagulase-negativos 4 - - 2 6
Corynebacterium spp. - - 2 1 3
Estafilococos coagulase-positivos - - - 1 1
Staphylococcus aureus 2 - 1 1 4
Metades mamdrias negativas 44 61 66 64 235
TOTAL 56 64 72 71 263

Diferentemente do primeiro periodo avaliado e da fase de lactacao
também desse periodo, Streptococcus spp. foram os agentes
predominantes no desmame, de junho a outubro de 2014.
Streptococcus sao considerados o segundo grupo de micro-organismos
em importancia na etiologia da mastite infecciosa dos ruminantes,
sendo precedidos pelo grupo dos Staphylococcus. O género
Streptococcus spp. inclui pelo menos 50 espécies (SANTOS et al.,
2007). Essas bactérias podem ser patégenos ambientais, com algumas
cepas capazes de causar problemas relacionados com mastite crénica
(WHITE, 2007).

A propriedade estudada apresentava estacdo meteoroldégica e, nesse
segundo periodo, a média de chuvas nao ultrapassou 41,1Tmm,
enquanto que de setembro de 2013 a janeiro de 2014, a média

de chuvas foi de 107 mm. Nao se tem conhecimento na literatura

se o periodo mais seco esta relacionado com o aparecimento de
Streptococcus spp. Entretanto, o rebanho foi submetido periodicamente
a acdes de manejo no segundo periodo, o que pode ter favorecido o
aparecimento de diferentes patégenos na pele dos tetos devido ao
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aumento do contato entre os animais, com elevacao da possibilidade
de transmissao de agentes infecciosos pelo aumento da densidade
populacional (MAVROGIANNI; CRIPPS; FTHENAKIS, 2007). Nao se
identificou a espécie estreptocdcica relacionada, mas estreptococos
ambientais sao os principais suspeitos de serem os responsaveis

por esses casos devido ao manejo dos animais que era realizado na
propriedade. Apesar da limpeza frequente dos locais onde os animais
permaneciam, o aumento da densidade populacional pode acarretar o
acumulo de fezes e favorecer a presenca de umidade no ambiente.

As ocorréncias de mastite nas diferentes racas em dois periodos
diferentes encontram-se na Tabela 5.

Tabela 5. Ocorréncia de mastite em ovelhas de diferentes racas observadas a
lactacao e ao desmame de setembro de 2013 a janeiro de 2014 (Periodo 1) e
de junho a outubro de 2014 (Periodo 2).

Periodo 1 Periodo 2
Racas Lactacéo (%) Desmame (%) Lactagdo (%) Desmame (%)
Santa Inés 22,62 18,82 24,62 21,42
Texel 8,8° 3,8° 3,10 4,7b
Dorper 0,0b 3,30 5,80 8,3b
lle de France 7,5b 8,8b 11,2b 9,90

Letras diferentes na mesma coluna: P<0,05.

A ocorréncia de mastite em ovelhas da raca Santa Inés demonstrou
ser superior a ocorréncia nas outras racas (P<0,05) nos dois periodos
estudados. Nota-se que os resultados foram semelhantes mesmo no
segundo periodo de estudo, quando a quantidade estudada de animais
da raca Santa Inés foi pr6xima a das outras racas.

Os percentuais de ocorréncia da doenca nas ovelhas Santa Inés
foram semelhantes aos relatados por Al-Majali; Jawabreh (2003) em
ovelhas da raca Awassi. J& os percentuais para as outras racas foram
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semelhantes aos resultados expostos por Bolsanello et al. (2009), igual
a 4,36% em ovelhas da raca Bergamacia. A origem da raca Santa Inés
nao é bem conhecida, havendo relatos de ser resultante do cruzamento
das racas Morada Nova e Bergamacia, com possivel participacao

de animais crioulos trazidos da Africa (PESSOA et al., 2003).
Investigacdes por meio da técnica Random Amplified Polymorphic

DNA mostraram que as racas Bergamacia e Rabo Largo possuem maior
proximidade genética com a raca Santa Inés que as racas Morada Nova
e Somalis, respectivamente (PAIVA et al., 2005).

Essa origem relacionada a raca Bergamacia, provavelmente, fez com
que ovelhas Santa Inés apresentassem maior producao leiteira e periodo
de lactacdo mais longo que outras racas destinadas a producao de
carne, o que as predispdéem a problemas relacionados com a mastite.
Adicionalmente, caracteristicas apresentadas por esses animais,

como Uberes com implantacao nao satisfatéria, tetas posicionadas
lateralmente e supranumerarias, também podem favorecer a maior
ocorréncia de mastite (CUNHA et al., 2004; SOUSA; LOBO; MORAIS,
2005; MELO et al., 2008).

Relatos de outros autores apontam que a influéncia da fase da lactacao
é controversa, podendo-se verificar prevaléncia constante de mastite
subclinica em todo o periodo lactacional (AL-MAJALI; JAWABREH, 2003),
ou maior prevaléncia no terco médio da lactacdo, provavelmente
relacionada ao pico da producao de leite das ovelhas, que ocorre da
terceira a quarta semana apds o parto (SILVA et al., 2010).

Ao realizar as colheitas das amostras de leite, observou-se maior
facilidade de ordenha nas ovelhas da raca Santa Inés, enquanto as
outras racas aparentavam maior tonicidade do esfincter do éstio
papilar. Esse fato pode impactar negativamente sobre a ocorréncia
de problemas nas glandulas mamarias das ovelhas, uma vez que a
permanéncia do esfincter aberto por mais tempo pode possibilitar a
entrada de micro-organismos envolvidos na etiologia infecciosa da
mastite. Com o avanco da idade das ovelhas e consequente aumento
no ndmero de lactacdes, o tempo maior de abertura dos esfincteres

17
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pode influenciar na vulnerabilidade a infeccao da glandula mamdaria,
com maiores prejuizos econdémicos ao produtor.

As ovelhas das racas Texel, lle de France e Dorper foram introduzidas
em ambiente diferente, uma vez que eram originadas de outras
propriedades, o que pode estar relacionado ao surgimento de estresse
animal devido a condi¢Ges epidemioldgicas diferentes das que estavam
acostumados em seu local de origem. Mesmo depois de um periodo
inicial no local de estudo, a ocorréncia de mastite ndo foi equiparada

a ocorréncia da doencga nas ovelhas Santa Inés. Sugere-se que mais
estudos sejam feitos com ovelhas oriundas dos cruzamentos entre

a raca Santa Inés e as demais racas, a fim de apontar se existem
diferencas na ocorréncia da mastite nesses animais.

Conclusoes

A predominancia de estafilococos coagulase-negativos no rebanho,
independentemente da raca estudada, aponta que esses micro-
organismos sao prevalentes na etiologia infecciosa da mastite ovina.
Dentre as racas estudadas, as ovelhas Dorper, Texel e lle de France nao
apresentaram diferencas entre si com relacdo a ocorréncia da doenca, no
entanto, mostraram menor ocorréncia de mastite que a raca Santa Inés.
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