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Resumo

A mastite € uma inflamacéo da glandula maméria causada principalmente por bactérias, sendo responsavel por perdas
econdmicas significativas a pecuéria leiteira. Objetivou-se avaliar o perfil da mastite em bufalas leiteiras e identificar
0s principais agentes causadores da infecgdo. Foram avaliadas 45 bufalas (Murrah x Jafarabadi). As bufalas com
mastite clinica foram identificadas pelo teste da caneca de fundo preto, enquanto que a mastite subclinica foi
detectada por california mastitis test (CMT) e contagem de células somaticas (CCS). Em seguida amostras de 50 mL
de leite dos animais infectados foram coletadas e, posteriormente, realizada a identificagdo microbioldgica por meios
de provas bioguimicas. Os resultados mostraram que a mastite subclinica foi prevalente no rebanho estudado. No teste
de CMT, 48,88% dos animais foram diagnosticados com mastite subclinica e 51,11% estavam sadios. Os quartos
mamarios posteriores apresentaram maior frequéncia de casos subclinicos (57,89%) do que os quartos anteriores
(42,11%). A CCS detectou 73,33% de animais com mastite subclinica (CCS > 400.000 células/mL) e 26,66% sadios
(CCS < 400.000 células/mL). O leite com mastite subclinica apresentou a maior média de CCS (51,3 x 103
células/mL) do que o leite sadio (23,9 x 10° células/mL). A bactéria isolada com maior frequéncia foi do género
Staphylococcus spp. (35,29%), seguido por Streptococcus spp. (20,00%), Escherichia coli (6,35%) e Mycoplasma
spp. (4,54%). Portanto, melhorias nos cuidados sanitarios para o controle da mastite subclinica em bufalas deve ser
realizadas. Mais pesquisas sobre mastite em bufalas devem ser realizadas, visando auxiliar os programas de controle
da mastite em bufalas.

Palavras-chave: Mastite; BUfalo; Staphylococcus; California mastitis test; Contagem de células somaticas.

Abstract

Mastitis is an inflammation of the mammary gland caused mainly by bacteria, being responsible for significant
economic losses to dairy farming. The objective was to evaluate the profile of mastitis in dairy buffaloes and identify
the main agents causing the infection. 45 female buffaloes (Murrah x Jafarabadi) were evaluated. Buffaloes with
clinical mastitis were identified by the black bottom mug test, while subclinical mastitis was detected by the california
mastitis test (CMT) and somatic cell count (SCC). Then samples of 50 mL of milk from infected animals were
collected and, later, microbiological identification was performed by means of biochemical tests. The results showed
that subclinical mastitis was prevalent in the herd studied. In CMT 48.88% of the animals were diagnosed with
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subclinical mastitis, and 51.11% were healthy. The posterior breast quarters had a higher frequency of subclinical
cases (57.89%) than the anterior quarters (42.11%). SCC detected 73.33% of animals with subclinical mastitis (SCC >
400,000 cells/mL) and 26.66% healthy (SCC < 400,000 cells/mL). Milk with subclinical mastitis had the highest
mean SCC (51.3 x 103 cells/mL) than the healthy milk (23.9 x 103 cells/mL). The most frequent bacteria isolated was
genus Staphylococcus spp. (35,29%), followed by Streptococcus spp. (20,00%), Escherichia coli (6,35%) and
Mycoplasma spp. (4,54%). Therefore, improvements in health care for the control of subclinical mastitis in female
buffaloes should be carried out. More research on mastitis in buffaloes should be carried out to support mastitis
control programs in female buffaloes.

Keywords: Mastitis; Buffalo; Staphylococcus; California mastitis test; Somatic cell count.

Resumen

La mastitis es una inflamacién de la glandula mamaria causada principalmente por bacterias, siendo responsable de
importantes pérdidas econdémicas para la ganaderia lechera. El objetivo fue evaluar el perfil de mastitis en bufalas
lecheras e identificar los principales agentes causantes de la infeccion. Se evaluaron 45 bufalos (Murrah x Jafarabadi).
Los bufalos con mastitis clinica se identificaron mediante la prueba de la taza de fondo negro, mientras que la mastitis
subclinica se detectdé mediante la California mastitis test (CMT) y el Conteo de células somaticas (CCS). Luego se
recolectaron muestras de 50 mL de leche de los animales infectados y, posteriormente, se realizé la identificacion
microbioldgica mediante pruebas bioquimicas. Los resultados mostraron que la mastitis subclinica fue prevalente en
el rebafio estudiado. En el CMT, 48,88% de los animales fueron diagnosticados con mastitis subclinica y 51,11%
estaban sanos. Los cuartos mamarios posteriores tuvieron una mayor frecuencia de casos subclinicos (57,89%) que los
cuartos anteriores (42,11%). CCS detectd un 73,33% de animales con mastitis subclinica (CCS > 400.000 cel/mL) y
un 26,66% sanos (CCS < 400.000 cel/mL). La bacteria mas frecuentes aislada era del genero Staphylococcus spp.
(35,29%), seguida por Streptococcus spp. (20,00%), Escherichia coli (6,35%) y Mycoplasma spp. (4,54%). Por tanto,
se deben llevar a cabo mejoras en la atencién sanitaria para el control de la mastitis subclinica en buafalos. Debe
Ilevarse a cabo mas investigacion sobre la mastitis en bufalos para apoyar los programas de control de mastitis en
bdfalos.

Palabras clave: Mastitis; Bufalo; Staphylococcus; California mastitis test; Conteo de células somaticas.

1. Introducéo

O rebanho mundial de bafalos é de aproximadamente 204,3 milhdes de cabegas, representando a segunda maior fonte
de leite do mundo (133,7 milhdes de toneladas) (Food and Agriculture Organization of the United Nations [FAQ], 2019). O
teor de gordura e proteina do leite de bufala varia de 5,60% a 7,30% e 3.80% a 4,30%, respectivamente (Ahmad et al., 2008;
Sales et al., 2018; Fangmeier et al., 2019), enquanto que no leite de vaca a composicao de gordura e proteina varia de 3,80% a
4,10% e 3,30% a 3,39%, respectivamente (Ahmad et al., 2008; Fangmeier et al., 2019). Devido a essas caracteristicas
nutricionais, o leite de bufala apresenta cerca de 50% de rendimento na produgdo de queijo mozzarella quando comparado a
producdo utilizando como matéria prima o leite de vaca. De acordo com Citro (2010), para produzir de 20 a 22 kg de queijo
mozzarella bubalina s@o necessarios cerca de 100 kg de leite de bdfala, enquanto que 100 kg de leite de vaca produz entre 10 a
12 kg de queijo mozzarella bovina.

Entretanto, algumas doencas comprometem a salde e o desempenho produtivo dos animais e comprometer a qualidade
do leite. Dentre elas a mastite € uma das principais enfermidades de interesse econémico na bubalinocultuta leiteira. A mastite
é a inflamac&o da glandula mamaria (mast = mama; itis = inflamag&o) causada por agentes multifatoriais (Viguier et al., 2009).
Entretanto, as bactérias sdo os principias agentes causadores da mastite. As bactérias patogénicas da mastite bubalina séo
semelhantes as isoladas na mastite bovina. Pesquisas mostram que 0s micro-organismos mais frequentes na mastite bubalina
pertencem aos géneros Staphylococcus spp., Streptococcus spp., Escherichia coli e Corynebacterium spp. (Vasquez-Garcia et
al., 2017; Moura et al., 2017; Dakal et al., 2018; Ottalwar et al., 2018; Bhutia et al., 2019).

A mastite pode ser classificada em dois tipos: clinica ou subclinica. A mastite clinica é caracterizada por sintomas
clinicos visiveis como, edema, vermelhiddo, dor na glandula mamaria, presenca de exsudato purulento, fibrinoso ou
hemorragico no leite (Santos et al., 2016). A mastite subclinica é assintomatica, ou seja, ndo apresenta alteracdes visiveis no

leite ou na glandula mamaria (Viguier et al., 2009), e devido a auséncia de sinais clinicos, a deteccdo da mastite subclinica nos
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animais torna-se mais dificil, sendo realizado por meio de testes das amostras de leite (Patel et al., 2019). Estudos mostram que
as bufalas sdo mais predispostas a mastite subclinica, a qual pode variar de 5.46% a 70.0% nos rebanhos (Jingar et al., 2014;
Ali et al., 2014; Silva et al., 2014; Moura et al., 2017; Elahia et al., 2018; Bhutia et al., 2019).

Mesmo assintomatica, a mastite subclinica pode causar altera¢cdes no parénquima mamario que compromete a producédo
de leite (Radostits et al., 2006), aumenta a contagem de células somaticas (CCS), dos teores de Cl e Na, das proteinas séricas e
diminuicdo do percentual de caseina, gordura, sélidos totais e lactose (Tozzetti et al., 2008), alteragdes no tempo de coagulagao
do leite, tempo de coagula¢do do coalho, tempo de endurecimento da coalhada e a firmeza da coalhada, comprometendo a
qualidade, processamento e rendimento industrial (Tripaldi et al., 2003; Tripaldi et al., 2010). Tudo isso, provoca reducdo
significativa da qualidade do leite e dos produtos lacteos (Khan & Khan, 2006).

Além disso, a mastite subclinica pode elevar os custos de producdo (Medeiros et al., 2011), amentar o descarte do leite
contaminado, reduzir o bem-estar animal (Hillerton & Berry, 2005) e reducédo da stayabillity (Yalcin et al., 2000). A mastite
subclinica é responsavel pela reducéo significativa dos indices de produtividade de bufalas leiteiras em todo o0 mundo. Estima-
se que cerda de 49% das perdas econdmicas causadas por essa doenca em bufalas € devido a reducdo da producdo de leite e
37% por despesas veterinarias (Sinhaet al., 2014). As perdas econdémicas em rebanhos bubalinos podem chegar até US $243.00
por fazenda ou US $71.00 por animal (Elahia et al., 2018).

Apesar da importancia econdémica da espécie bubalina e para a producéo de proteina de origem animal e queijos de
elevada aceitacdo comercial, poucos sdo os estudos de identificacdo dos agentes infecciosos causadores da mastite na espécie
bubalina. Portanto, a identificagdo das bactérias responsaveis pela mastite € um componente importante para entender e curar a
doencga nessa espécie (Patel et al., 2019). Sendo assim, o presente trabalho teve como objetivo estudar a frequéncia dos

principais agentes patogénicos envolvidos na mastite subclinica em bufalas leiteiras mesticas (Murrah x Jafarabadi).

2. Material e Métodos

2.1 Local do experimento e informac@es dos animais

A pesquisa foi realizada em um rebanho bubalino localizado na regido Norte do Estado de Alagoas. A fazenda
apresenta altitude aproximada de 10 metros, coordenadas geograficas de 9° 10°06°°S e 35° 33°40""W e clima tropical chuvoso,
de acordo com a classificacdo de Koppen. As analises microbioldgicas foram realizadas no laboratdrio de microbiologia do
Centro de Engenharias e Ciéncias Agrarias da Universidade Federal de Alagoas (CECA-UFAL). Foram utilizadas 45 bufalas
mestigas (Murrah x Jafarabadi) de diferentes estagios de lactacdo e ordem de parto. As bulfalas apresentam uma producédo
média de leite de 10 kg/dia e duracéo de lactacdo de 270 dias.

O sistema de manejo da fazenda consiste na realizagdo de duas ordenhas diarias (manhd e tarde) em ordenhadeira
mecénica do tipo espinha de peixe com balde ao pé em linha de vicuo canalizada e contencdo com capacidade para 24
animais. Antes da ordenha as bufalas permanecem na sala de espera, onde recebem banho de chuveiro e, posteriormente, antes
da entrada na sala de ordenha, sdo submetidas ao banho de imersdo em tanque de 4gua. Os animais sdo mantidos em sistema
semi-intensivo em pastagem de Brachiaria humidicula e com oferta de cana-de-agUcar (Saccharum officinarum) triturada no
cocho e enriquecida com uréia (10g de uréia/kg de cana). Além disso, sdo fornecidos suplementos minerais e racGes
balanceadas nas seguintes proporc¢des: bufalas com produgdo entre 5 a 7,5 L de leite/dia recebem 1 kg de racdo/dia e com
producdo entre 8 a 10,5 L de leite/dia de 2 kg de racdo/dia. O manejo reprodutivo consiste em inseminacdo em tempo fixo
(IATF).


http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i4.27327

Research, Society and Development, v. 11, n. 4, e24911427327, 2022
(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v11i4.27327

2.2 Testes de diagnosticos de mastite

O diagnostico da mastite clinica e subclinica dos animais em estudo foram determinados através do teste da caneca de
fundo preto e California Mastitis Test (CMT), respectivamente, como realizado por Pizauro et al. (2014). Os testes e coletas de
leite foram realizadas antes da ordenha da manha. O teste da caneca de fundo preto consiste na ordenha manual dos trés
primeiros jatos de leite (aproximadamente 4 ml) de cada quarto maméario ejetados no fundo da caneca antes da ordenha e em
seguida observa-se ocorrer a presenca de exsudato purulento, fibrinoso ou hemorragico o quarto mamario é classificado como
positivo e registrado com valor (1) e para negativos valor (0) nos casos ausentes (Grunert, 1993). O CMT consiste na adi¢do de
1 ml de leite de cada quarto mamario e 1 ml do reagente especifico para CMT adicionados em cada compartimento da bandeja
prépria para CMT e em seguida sdo realizandos movimentos circulares suaves por 60 segundos (Schalm & Noorlander, 1957).
A interpretacdo dos resultados foi baseada na escala de pontuacdo em escore pelo método de Whily et al. (2005), em que 0s
escores foram determinados em: O = reacdo negativa, 1(+) = reacdo moderadamente positiva, 2(++) = reagéo positiva e 3(+++)
= reagdo fortemente positiva, de acordo com as caracteristicas do gel formado apds a reagdo entre o leite e o reagente, sendo

classificados como animais positivos para mastite subclincas as reaces 1(+), 2(++) e 3(+++).

2.3 Contagem de células sométicas (CCS)

Apos a identificagdo dos animais com mastite clinica ou subclinica, o leite da ordenha completa de cada bufala foi
homogeneizado e em seguida amostras de 50 ml foram coletadas para a CCS do leite como realizado por Pizauro et al. (2014),
com adaptagGes. As amostras foram coletadas em frascos estéreis contendo conservante Bronopol® e acondicionadas em caixa
isotérmica contendo gelo retorndvel. Em seguida as amostras foram encaminhadas a Clinica do Leite — Piracicaba/SP para a
realizacdo da CCS em aparelho eletrdnico Somacount 300 por citometria de fluxo como recomendados pela International
Dairy Federation [IDF] (1995). Devido a falta de padronizagdo da CCS para o leite de bufala, no presente estudo foi aplicada a
CCS de 400.000 células/ml como ponto de triagem conforme Piccinini et al. (2006). Portanto, a classificacdo dos animais
sadios ou positivos para mastite subclinica foi conduzido da seguinte forma: para animais com CCS < 400.000 células/mL =

sadios e > 400.000 células/mL = positivos para mastite subclinica.

2.4 ldentificacdo microbiologica

As amostras de leite dos quartos mamaérios positivos para mastite clinica e/ou subclinica foram coletadas para a
isolamento e frequéncia dos micro-organismos. Antes da coleta foi realizada a assepsia do 6stio do teto com algodao embebido
com é&lcool a 70%, e em seguida foram coletadas 25 ml de leite em frascos estéreis. ApGs a coleta, as amostras foram
identificadas e acondicionadas em caixas isotérmicas contendo gelo retornavel e em seguida encaminhadas ao laboratério de
microbiologia do CECA-UFAL. No laboratério, 25 ml das amostras foram diluidas em 225 ml de solugdo peptonada estéril
(101), e dessa solucdo foram realizadas diluigdes em série de 102 a 105 em tubos contendo 9 ml de &gua peptonada, sendo

utilizadas nas posteriores analises microbioldgicas.

2.4.1 Ildentificacdo de Streptococcus spp

Para a identificagdo de Streptococcus spp., aliquotas de 0,1 mL da diluicdo 10 foram semeadas em placas de petri,
em triplicata, em meio agar sangue (5% de sangue de carneiro desfibrinado) e incubadas a 37 + 2°C por 24 a 48 h, como
conduzido por Ottalwar et al. (2018), com adaptacfes. Para induzir um ambiente anaerdbico, as placas foram acondicionadas
em jarra de canula de vidro, contendo no centro uma vela para queima do oxigénio. Apds 24 h de incubagdo, identificacGes
preliminares foram realizadas, avaliando-se a morfologia das coldnias, cor e tipo de hemolise no meio agar sangue. Apds a

avaliacao preliminar, as col6nias diferentes foram subcultivadas em meio NA (Nutrient Agar) e incubadas a 37 + 2°C por 48 h
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para obtencéo de culturas puras, como realizado por Mpatswenumugabo et al. (2017). Ap6s a purificacdo, foram observadas as
caracteristicas morfotintoriais das col6nias pelo método de Gram (Quinn, Carter, Markey & Carter, 1994). As colbnias com
morfologia de cocos gram-positivos (Carter, 1999) foram submetidos as provas bioquimicas da catalase, realizando esfregacos
das col6nias em laminas de vidro estéreis e adicionado uma aliquota de peréxido de hidrogénio a 3%, e em seguida observado
a reacdo de oxidacdo como realizado por Bhutia et al. (2019). Os Streptococcus spp. apresentam catalase negativa por ndo

possuirem a enzima catalase (Smeltzer & Beenken, 2016).

2.4.2 ldentificacdo de Staphylococcus spp

Os Staphylococcus spp. foram identificados de acordo com as andlises realizadas por Bhutia et al. (2019) com
algumas adaptacdes. As coldnias em forma de cocos agrupados como cachos de uvas, gram-positivas, catalase positiva, beta e
alfa-hemoliticas em meio &gar sangue foram classificadas como Staphylococcus spp. Para uma segunda analise de
confirmacdo, as colénias foram subcultivadas em meio NA e incubadas a 37 *+ 2°C por 48 h para obter culturas puras
(Mpatswenumugabo et al., 2017). Em seguida as coldnias foram subcultivadas em meio Baird Parker (Baird-Parker, 1990),
especifico para o isolamento de Staphylococcus aureus, e posteriormente foram incubadas & 35 + 2°C por 48 a 72 h. Apo6s esse
periodo, as coldnias foram submetidas as provas bioquimicas de coloracdo de Gram, caracteristicas morfoldgicas e prova da
catalase. De acordo com Smeltzer e Beenken (2016), com excecdo das espécies e/ou subespécies Staphylococcus aureus spp.
anaerobius e Staphylococcus saccharolyticus, todas as bactérias do género Staphylococcus spp. possuem a enzima catalase, a

qual converte o peroxido de hidrogénio em oxigénio e 4gua com formacéo de bolhas (catalase positiva).

2.4.3 ldentificacdo de Escherichia coli

Para a identificacdo de Escherichia coli aliquotas de 0,1 mL da diluicdo 10 foram semeadas em placas de petri (em
triplicata) em meio 4gar MacConkey e incubadas em estufa bacteriol6gica a 35 + 2°C por 48 h como conduzido por Ottalwar et
al. (2018) com adaptacbes. Apds 48 h, as coldnias com coloragdo rosea, arredondadas, transllcidas e convexas e de
aproximadamente 2 mm de diametro foram semeadas em meio EMB agar (Eosin methylene blue) e incubadas em estufa
bacteriologica a 35 + 2°C por 24 h. Apo6s 24 h, as placas que apresentaram brilho metalico foram submetidas as provas
bioguimicas de coloragdo de Gram para observacdo de bacilos gram-negativos. Em seguida as col6nias foram submetidas as
provas bioquimicas de fermentacdo da glicose, Indol, produgdo de gés, fermentacdo da lactose, fermentagdo da fenilalanina e

urease como sugerido pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria [ANVISA] (2004).

2.4.4 ldentificacdo de Mycoplasma spp

Para a identificacdo de Mycoplasma spp. aliquotas de 0,1 mL da diluicdo 10 foram semeadas em tubos de ensaio, em
triplicata, contendo meio PPLO (Pleuropneumonia-Like-Organisms) sem CV enriquecido com 300ml/L de soro esterilizado e
em seguida os tubos foram incubados em estufa bacterioldgica a 37 = 2°C por 72 h (Morton, Smith & Leberman, 1951). Ap6s
esse periodo 0,1 mL do caldo PPLO sem CV foram inoculados, em triplicata, em placas de petri contendo o meio dgar PPLO e
incubadas em ambiente enriquecido com CO; (anaerobiose) pelo método da vela em jarra de canula de vidro a 37 + 2°C por 7
dias. Apo6s esse periodo foram observadas as caracteristicas morfoldgicas das col6nias no meio. As col6nias com crescimento
semelhante ao “ovo frito” foram suspeitas de Mycoplasma (Tortora et al., 2012), sendo em seguida semeadas em caldo PPLO
sem CV enriquecido com 300ml/L de soro esterilizado e incubadas em estufa bacteriolégica a 37 £ 2°C por 48 h. Apés esse
periodo 0,1 mL do caldo PPLO sem CV foram utilizados para as provas bioquimicas de fermentacéo de glicose e fermentacao
da arginina como sugerido pela ANVISA (2004). Esse procedimento foi repetido nos dias 4° e 5° de incubacéo das col6nias no
caldo PPLO sem CV.
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2.5 Calculos da frequéncia relativa (FR) e absoluta (FR)
Os célculos da FR e FA foram realizados de acordo com Patel et al. (2019), para obter a porcentagem e 0 nimero de
casos positivos de mastite e de micro-organismos presentes nas amostras de leite, respectivamente. As analises estatisticas

foram realizadas com o auxilio do Software R® versao 3.4.6 (R core Team, 2021).

3. Resultados e discussao

3.1 Diagnoéstico de mastite

O teste da caneca de fundo preto néo identificou casos positivos de mastite clinica no rebanho estudado. Resultado
semelhante foi registrado por Pizauro et al. (2014) ao avaliar o perfil microbiano da mastite em bufalas no Brasil, ndo
identificaram animais positivos para mastite clinica. Por outro lado, 0 CMT realizado na presente pesquisa registrou 48,88%
(22/45) das bufalas com mastite subclinica, as quais apresentaram algum grau de escores de CMT (1+, 2++ ou 3+++) e 51,11%
(23/45) de animais sadios (escore 0). A FR (48,88%) de mastite subclinica registrada pode ser considerada alta devido a
infeccdo em quase 50% das bufalas em lactacdo. Resultado préximo a esse estudo foi registrado por Medeiros et al. (2013), em
que registraram 42,2% de bufalas com mastite subclinicas por meio do CMT. Em estudo, Cunha et al. (2006) registraram
prevaléncia de 41,41% de mastite subclinica e 5,47% de casos clinicos em bufalas. Por outro lado, Patel et al. (2019)
encontraram 22,82% de bufalas com mastite subclinica e 7,60% com mastite clinica. Dhakal e Nagahata (2018) registraram
16% de quartos mamarios com mastite subclinica e 11% com mastite clinica.

A auséncia de mastite clinica na presente populagdo amostral pode estar associada & maior predisposi¢do de bufalas a
mastite subclinica (Sharma et al., 2004; Cunha et al., 2006; Sharma et al., 2007; Ali et al., 2011; Medeiros et al., 2013;
Srinivasan et al., 2013; Katsande et al., 2013; Ali et al., 2014; Moura et al., 2017). Além disso, as técnicas de controle da
mastite clinica aplicadas no rebanho estudado, como a linha de ordenha, na qual apés a identificagdo de casos clinicos os
animais sdo tratados e ordenhados por Ultimo, e em casos de mastite clinica cronica os animais sdo descartados, podem
contribuir para a diminuicdo da ocorréncia da doenca no rebanho. De acordo com Dhakal e Nagahata (2018), a divergéncia
entre os resultados de CMT na literatura pode ser devido a diferenca de manejo, controle de mastite e condigdes de higiene
aplicadas nas diferentes fazendas. Ali et al. (2011) relataram que além das condigdes de manejo o tipo de mastite pode
depender da presenca ou auséncia de patégenos ambientais e/ou contagiosos no ambiente e, conseguintemente, alterando o
perfil da doenca nos diferentes rebanhos bubalinos.

Na presente pesquisa, do total de 180 quartos mamarios avaliados pelo CMT, 88 foram positivos para mastite subclinica
(escores 1+, 2++ ou 3+++) e 92 estavam sadios (escore 0). Na Tabela 1 estdo apresentadas as frequéncias de escores de CMT
dos quartos mamarios positivos. Resultado divergente foi registrado por Dhakal e Nagahata (2018), o qual dos 188 foram
obtidos 9% de quartos mamarios positivos e 85% negativos ao CMT. No presente estudo, o escore de maior frequencia
registrado foi 0 3+++ (54,54%). O escore 3(+++) é indicativo de maior grau de infeccdo da glandula mamaria em que, quanto
maior 0 escore, maior e mais rapida € a formacdo do gel de coloragdo roxa escura resultante da mistura do leite com o reagente
CMT. Durante 0s movimentos giratdrios a mistura dente a permanecer ao centro do compartimento da bandeja e apos leve
inclinacdo o material escore facilmente em forma de gel (Whyte, Walmsley, Liew, Claycomb & Meinl, 2005). Por outro lado,
Silva et al. (2014), registraram 42,1% de escore 1(+), 52,6% de escore 2(++) e 5,3% escore 3(+++).
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Tabela 1 - Frequéncia absoluta e relativa de bufalas com mastite subclinica de acordo com os escores de CMT.

CMT N° de quartos Escore CMT
mamarios 1(+) 2(++) 3(+++) Total
FA 180 28 12 48 88
FR(%) 31,82 13,63 54,54 100
(28/88) (12/88) (48/88)

1(+), reagdo moderadamente positiva, 2(++), reacéo positiva e 3(+++), reacdo fortemente positiva. FA - frequéncia
absoluta, FR — frequéncia relativa. Fonte: Autores (2022).

Dos 22 animais positivos para mastite subclinica, 9 apresentaram um quarto mamario positivo (40,91%), 6 com dois
quartos positivos (27,27%), 8 com trés quartos positivos (31,82%) e ndo houve animais com 0s quatro quartos mamarios
positivos (0%). Em estudo, Cunha et al. (2006) também observaram maior frequéncia de bufalas com um quarto mamario
positivo para mastite subclinica (47,17%), seguido por dois quartos (22,64%), trés quartos (18,87%) e com quatro quartos
mamarios (11,32%). Entre os 88 quartos mamarios acometidos pela mastite subclinica os quartos posteriores apresentaram a
maior frequéncia dos casos subclinicos (57,89%), enquanto que os quartos mamarios anteriores a frequéncia foi de 42,11%.
Em estudo, Hussain, Javed, Khan & Muhammad (2013) sugeriram que budfalas com Ubere profundo e formato redondo ou
pendular, maior diametro de teto, tetos redondos e &pice do teto proximo ao chdo sdo mais predispostas a infec¢do intra-
mamaéria do que bufalas com o apice do teto mais distante do chéo, tetos pontiagudos e Uberes menos pendulares devido as
menores chances de lesdes.

Em relagdo a deteccdo de mastite subclinica nos animais de acordo com o ponto de corte baseado na CCS do leite houve
uma maior porcentagem de animais com a doenca. Dos 45 animais avaliados 73,33% foram diagnosticados com mastite
subclinica (> 400.000 células/mL) e 26,66% de animais sadios (< 400.000 células/mL), Tabela 2. Resultado semelhante foi
registrado por Sharma et al. (2007) ao identificarem 72% de bufalas com mastite subclinica por meio da CCS do leite. Por
outro lado, Ottalwar et al. (2018) identificaram prevaléncia de 41,51% de bufalas com mastite subclinica por meio do CCS.
Em outro estudo, Silva et al. (2014) apenas 5,46% das bufalas analisadas reagiram ao CMT. As diferentes frequéncias de
mastite subclinica entre os estudos pode ser explicada pelas diferentes condi¢fes sanitarias, ambiente e de prevalencia de
agentes etiologicos nos rebanhos. De acordo com Acosta et al. (2016), a mastite subclinica apresenta elevada prevaléncia,

sendo a responsavel pelas maiores perdas na inddstria leiteira.

Tabela 2 - Frequéncia absoluta (FA) e frequéncia relativa (FR%) de mastite em bufalas de acordo com a

contagem de células somaticas (CCS).

Diagnostico Sadios Mastite subclinica Total

CCS (x108 células/mL) <400 > 400

FA 12 33 45

FR (%) 26,66 73,33 100
(12/45) (33/45)

Média (x10° células/mL) 239 513

Fonte: Autores (2022).

A média de CCS do grupo de animais sadios e com mastite subclinica no presente estudo foi de 239 e 513 x 103

células/mL, respectivamente. A CCS do grupo sadio variou de 13 a 39 x 10° células/mL, enquanto que no grupo com mastite
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subclinica a CCS variou de 41 a 1800 x 10° células/mL. Esse resultado indica que o leite das bifalas com mastite subclinica
apresentou maior valor de células sométicas quando comparados ao leite dos animais sadios. Ottalwar et al. (2018) registraram
aumento significativo da CCS no leite de bufalas infectadas individual (1,52 a 3,98 x 10° células/mL) em comparacdo com
leite de animais saudaveis (1,00 x 10° células/mL). Dhakal e Nagahata (2018), também encontraram menor valor de CCS (134
x 108 células/mL) no leite de budfalas sadias, enquanto que nos animais com mastite subclinica o valor de CCS foi > 200 x 10°
células/mL. Moroni, Rossi, Pisoni, Bronzo, Castiglioni & Boettche, (2006) observaram que 100% dos quartos mamarios de
bafalas com mastite subclinica apresentaram CCS > 200 x 10° células/mL. Por outro lado, valor maior de CCS (721.000
células/mL) foi registrado por Vasquez-Garcia et al. (2017) no leite de bufalas com mastite subclinica. De acordo com Tizard
(2014), a elevacdo do namero de células somaticas pode ser explicado pelo aumento da migracdo de células de defesa para a
glandula mamaria com o objetivo de combater a infec¢do, elevando a porcentagem dessas células no leite.

A presente pesquisa registrou uma média de CCS de 239 x 10° células/mL no leite dos animais sadios. De acordo com
Dhakal e Nagahata (2018), o limite de 200 x 10° células/mL do leite pode ser considerado padrdo para deteccdo de mastite
subclinica em bdfalas. Entretanto, de acordo com Medeiros et al. (2011), valores baixos de CCS ndo implicam,
necessariamente, auséncia de infeccdo intra-mamaria e que analises microbioldgicas devem ser realizadas como método de
deteccdo de mastite por identificar crescimento de agentes infecciosos no leite.

As células somaéticas do leite consistem na populacdo de leucdcitos e células epiteliais oriundas da esfoliagdo das
células alveolares da glandula maméria, cisterna mamaria e cisterna dos tetos (Galiero & Morena, 2000). A composicdo de
leucdcitos que compdem as células somaticas do leite de blfalas é constituida por neutréfilos polimorfonucleares (22,48%),
macrofagos (25,82%) e linfécitos (30,8%) (Hussain et al., 2012). Entretanto, a mastite reduz a sintese da glandula maméria,
provocando alteraces na composicdo do leite (Medeiros et al., 2011) e na populagdo de leucdcitos (Sahin, Yildirim, Ulutas &
Ugurlutepe, 2017), principalemnte pela mastite subclinica (Khan & Khan, 2006), devido aos danos causados ao tecido
parenquimatoso da glandula mamaéria (Radostits et al., 2006; Sharma, Singh & Bhadwal, 2011). A populacdo de neutréfilos no
leite de bufalas com mastite pode chegar & 70% do total de leucdcitos do leite (Piccinini et al., 2006; Dang, Kapila, Tomar &
Singh, 2007; Tripaldi et al., 2010). Esse aumento do fluxo de neutrofilos para a glandula mamaria ocorre devido a rapida
resposta do sistema imunoldgico com o objetivo de combater o mais rapido possivel a infeccdo (Tizard, 2014). Em estudo,
Medeiros et al. (2011) verificaram que no leite de bifalas com CCS de 280 a 401 x 10° células/mL houve o crescimento
microbiano no leite de bdfalas avaliadas, indicando a presenca de infec¢do por agentes patogenicos. O aumemto da CCS,
provavelmente, ocorreu devido ao aumento da migracao de células de defesa durante a infeccdo da glandula mamaria.

Tripaldi et al. (2010) registraram alta correlagdo (0.70) entre CCS e porcentagem de neutréfilos polimorfonucleares no
leite, indicando que quanto maior a gravidade do processo inflamatério maior serd a porcentagem de neutréfilos e,
consequentemente, maior a CCS do leite. Sharma et al. (2011) relatam que as células somaticas sdo consideradas indicativos da
resisténcia e suscetibilidade dos animais a mastite e podem ser usadas para monitorar o nivel ou ocorréncia da doenca nos
animais individualmente e/ou coletivamente. Portanto, a CCS tem sido usada para identificar a saide do Ubere, detectar a
qualidade e como bonificagdo no preco do leite pago aos produtores de leite de bafala (Sahin et al., 2017). Isso tudo, tem como
objetivo incentivar a aplicacdo de técnicas de manejo adequadas por parte dos produtores de leite, como 0 monitoramento e
controle da mastite nos rebanhos, visando produzir leite de qualidade, principalmente, pelo fato que a indistria alimentar nédo
utiliza leite com elevada CCS ou com residuos de antibi6ticos (Cobirka et al., 2020), principalmente em paises desenvolvidos
onde € cada vez maior as exigéncias para a reducdo desse parametro (Sahin et al., 2017).

A qualidade do leite deve ser considerada mais importante que a sua qualidade para a pecuéria leiteira (Cobirka et al.,
2020). A CCS do leite de buafala é de elevada importancia para a fabricacdo de queijo de boa qualidade (Sale et al., 2018).

Estudos mostram que a mastite afeta significativamente a qualidade e as propriedades ideias de fabricagdo de queijo (Tripaldi
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et al., 2003; Piccinini et al., 2007; Tripaldi et al., 2010; Sharma et al., 2011; Ottalwar et al., 2018). As propriedades coagulantes
do leite de bufalas como, o tempo de coagulacdo do coalho, o tempo de endurecimento da coalhada e a firmeza da coalhada
sdo comprometidos com o aumento da CCS (Tripaldi et al., 2003; Tripaldi et al., 2010). Em estudo, Ottalwar et al. (2018)
registraram correlacdo significativos entre CCS e a qualidade do leite de bufalas. Os autores encontraram aumento na
porcentagem de proteina e concentracdo de fons de sodio no leite, enquanto observaram uma reducdo significativa na
porcentagem de lactose. Por outro lado, Moura et al. (2017), ndo observaram alteragdes significativas na composicéo do leite
de bufalas analisados.

Paises da Unido Européia e a Suica tém estabelecido valor limite de CCS no leite de bdfalas de até 400.000 células/mL
(Sahin et al., 2011). De acordo com Piccinini et al. (2006), o limite de 400.000 células/mL pode ser aceitavel para obter
padrdes ideias de fabricacdo de queijo de bufala, uma vez que CCS acima desse valor, ocorrem mudancas significativa nos
componentes do leite. O padrdo da CCS para o leite bubalino ainda é uma questdo divergente entre as poucas pesquisas
realizadas nessa espécie. Além disso, a auséncia de padrdes de qualidade do leite de bufala, torna ainda mais complicado a
compreensdo desse tema na bubalinocultura leiteira. Portanto, esse tema carece de maior investimento em pesquisas para

determinar o limite seguro de CCS no leite de bifala a ser utilizado na inddstria e consumo humano.

3.2 Frequéncias de bactérias isoladas do leite

A mastite provoca significativa alteracdo na populacdo microbiana da glandula maméria e consequentemente do leite. O
estudo dos agentes etioldgicos causadores da mastite € bastante complexa devido a gama de micro-organismos associados a
doenga (Patel et al., 2019). Devido a ndo deteccdo de casos de mastite clinica na populagdo amostral nesta pesquisa, ndo foi
possivel realizar o perfil microbiolégico da doenga na forma clinica. Do total de 273 amostras submetidas aos exames
bacterioldgicos 72,9% apresentaram crescimento bacteriano. Resultado inferior (24,4%) foi registrado por Silva et al. (2014),
ao avaliar o perfil microbiol6gico da mastite em bufalas no Brasil. Por outro lado, valores proximos foram encontrados por
Pardo (2007) ao registrar 60,59% de crescimento bacteriano no leite de bifalas com mastite.

No presente estudo, 27,10% das amostras ndo houve crescimento bacteriano das amostras reagentes ao CMT. Valor
superior foi registrado por Silva et al. (2014) ao registrar 73,7% de auséncia de crescimento bacteriano nas amostras reagentes
ao CMT. De acordo com os autores, quando ndo é possivel isolar o agente causador da mastite, pode estar associado a diversos
motivos, como a eliminacdo esponténea da infeccdo, a baixa quantidade de patégenos no leite, o padrdo de eliminacdo dos
micro-organismos, o ndo isolamento nos meios de cultura convencionais de micro-organismos mais exigentes, a localizacao
intracelular de alguns agentes patogénicos e o uso de antibidticos pouco antes das andlises bacteriol6gicas. Além disso, a
divergéncia entre os resultados pode estar relacionado as deferentes condi¢cGes de manejo e a prevaléncia de micro-organismos
nos rebanhos avaliados.

As bactérias de maior frequéncia isoladas do leite de bdfalas com mastite subclinica foram do género Staphylococcus
spp. (35,29%), Streptococcus spp. (20,00%), seguido por Escherichia coli (6,35%) e Mycoplasma spp. (4,54%), Tabela 3. Na
Figura 1 pode ser observado as caracteristicas morfotintoriais de Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. isolados obtidas
pela coloracdo de Gram (Quinn et al., 1994). A maior frequéncia do género Staphylococcus spp. pode ser devido a presenca de
patégenos menores, como o0s Staphylococcus coagulase-negativa spp., uma vez que esses micro-organismos sdo patdgenos
oportunistas, os quais normalmente causam mastite subclinica e com menor frequéncia mastite clinica (Radostits et al., 2006),
e estdo presentes na pele e nas superficies epiteliais de todos 0s animais de sangue quente (Smeltzer & Beenken, 2016), como,
por exemplo, colonizando o canal do teto e pele do Ubere (Radostits et al., 2006). Esses micro-organismos podem causar

infec¢do intra-mamaria cronica e de menor intensidade, podendo dificultar a infeccdo por outros micro-organismos mais
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patogénicos devido a competicdes entre eles. Estafilococos sdo bactérias gram-positivas (Smeltzer & Beenken, 2016), que

formam aglomerados tipicamente em forma de cacho de uva (Tortora et al., 2012), Figura 1.

Tabela 3 - Frequéncia relativa (FR) dos micro-organismos isolados das

amostras de leite de bufalas com mastite subclinica.

Micro-organismos FR%
Staphylococcus spp 35,29
Streptococcus spp 20,00
Escherichia Coli 6,35
Mycoplasma spp 4,54
Outros micro-organismos 6,72
Sem crescimento 27,10
Total 100,00

Fonte: Autores (2022).

Figura 1 - Caracteristicas morfotintoriais das bactérias do género Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. obtidas pelo

método de Gram. As setas (pretas) apontam as caracteristicas morfoldgicas caracteristicos de cada género. (Microscopia -

Objetiva de 100).
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Fonte: Autores (2022).

A menor frequéncia de Streptococcus spp., Escherichia coli e Mycoplasma spp. pode ser devido que esses micro-
organismos pertencem ao grupo dos patdgenos maiores, 0s quais estdo associados a mastite clinica, principalmente, por
patdégenos contagiosos e ambientais (Radostits et al., 2006). O género Streptococcus é formado por bactérias gram-positivas
esféricas, as quais apresentam-se em cadeias, Figura 1. Esses patdgenos produzem uma variedade de substancias extracelulares
que destroem as células fagociticas, impedindo a fagocitose desses agentes. Além disso, alguma dessas enzimas produzidas sdo
capazes de causar infec¢Ges ao digerirem o tecido conjuntivo do hospedeiro, levando a uma destruicdo excessiva dos tecidos
(Tortora et al., 2012). Essa infeccdo pode causar alteragfes no parénquima mamario, comprometendo a sintese e a qualidade
do leite (Radostits et al., 2006), provocando importantes alteracbes na composicdo do leite, como elevacdo da CCS, dos teores
de CI', Na*, das proteinas séricas e diminui¢&do do percentual de caseina, gordura, sélidos totais e lactose (Tozzetti et al., 2008).

Tudo isso, estd associado as alteracBes das propriedades importantes para a producdo e consumo de lacteos como, por
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exemplo, o tempo de coagulacdo do leite, tempo de coagulacdo do coalho, tempo de endurecimento da coalhada e a firmeza da
coalhada, comprometendo a qualidade, processamento e rendimento industrial (Tripaldi et al., 2003; Tripaldi et al., 2010).

De acordo com Tortora et al. (2012) uma importante classificacdo de alguns estreptococos estd na aparéncia de suas
coldnias em meio agar-sangue. Na presentem pesquisa, dos 20,0% de Streptococcus spp isolados, 75,0% apresentaram beta-
hemdlise; 8,33% alfa-hemdlise e 4,76% de gama-hemdlise em meio agar-sangue, Figura 2. As espécies beta-hemoliticas
produzem uma enzima denominada hemolisina que causa hemdlise no agar-sangue (Tortora et al., 2012). A beta-hemdlise é
caracterizada pela quebra completa das hemécias, formando um halo transparente no meio agar-sangue meio ao redor das
coldnias, geralmente, esse tipo de hemolise estd associada a patégenos causadores de inflamacdo na glandula mamaéria
(Smeltzer & Beenken, 2016). Fazem parte desse grupo o Streptococcus pyogenes e 0 Streptococcus agalactiae (Tortora et al.,
2012). Ja as bactérias alfa-hemoliticas realizam a quebra incompleta das hemacias, formando parcialmente um halo claro ao
redor das col6nias (Smeltzer & Beenken, 2016). O patégeno mais importante nesse grupo € o Streptococcus pneumoniae
(Tortora et al., 2012). Por outro lado, as bactérias gama-hemoliticas ndo sdo capazes de quebrar as hemacias, ndo formam halo
transparente ao redor das colbnias crescidas em meio agar sangue (Smeltzer & Beenken, 2016).

Figura 2 - Tipos de hemdlise causada por Streptococcus spp. alfa-hemolitico (A), Streptococcus spp. beta-hemolitico (B) e
Streptococcus spp. gama-hemolitico (C) em Agar sangue isoladas do leite de bafala com mastite subclinica.

Fonte: Autores (2022).

Quanto ao Mycoplasma spp., sdo micro-organismos pleomorficos, ou seja, ndo possuem parede celular e podem
produzir filamentos semelhante aos fungos, o que deu origem ao seu nome (mykes = fungos e plasma = formado). As col6nias
de micoplasmas possuem menos de 1,0 mm de didmetro e sdo semelhantes a “ovo frito” (Tortora et al., 2012), Figura 3. Como
pode ser observado as col6nias em meio PPLO &gar apresentam o centro mais denso que as bordas menos semelhante ao ovo
frito. A mastite causada por Mycoplasma. bovis é caracterizada pelo aumento de casos de mastite clinicas. Geralmente, as
infeccBes provocadas por esses micro-organismos ndo apresentam acdo terapéutica eficaz. Os sintomas sdo graves com

multiplos quartos infectados e reducdo acentuada na secrecdo de leite (Bushnell, 1984).
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Figura 3 - Colbnias de Mycoplasma spp. com morfologia semelhante ao “ovo frito” em meio PPLO &gar.

Fonte: Autores (2022).

Por ser um agente predominantemente proliferativo causam infiltracdo intersticial linfocitaria associada & hiperplasia
epitelial e fibrose intersticial (Santos et al., 2016). A mastite clinica causada pela Escherichia coli esta associada a graves
sintomas no hospedeiro. De acordo com Navaneethan et al. (2017), essa bactéria causa o inicio subito de febre, perda de
apetite, diarreia, toxemia e quarto infectado edema de quarto mamario, dor, e descarga de leite com presenga de sangue e
grandes coagulos grossos. Na infeccdo por coliformes pode ocorrer extensas areas de infarto na glandula mamaria nos casos
em que o animal sobreviva a infeccéo (Santos et al., 2016).

Os Staphylococcus spp. isolados em meio Baird-Parker do leite das bufalas reagentes ao CMT apresentaram col6nias de
morfologia circular, pequena, cremosa e coloragdo preta, caracteristicas especificas de Staphylococcus aureus spp. nesse meio,
Figura 4. Apesar da prova de catalase positiva, crescimento de colbnias caracteristicas de Staphylococcus aureus em meio
Baird-Parker e das caracteristica morfotintoriais de cocos positivos em formacéo de cachos pelo método de Gram (Figura 1), a

presente pesquisa ndo classificou a espécie Staphylococcus aureus, mas apenas o género Staphylococcus spp.

Figura 4 — Coldnias de Staphylococcus spp. em meio Baird-Parker.

Fonte: Autores (2022).
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A prevaléncia e os tipos de micro-organismos isolados nessa pesquisa foram diferentes aos registrados em estudo
conduzido por Patel et al. (2019), no qual avaliando o perfil microbiol6gico do leite de bufalas com mastite subclinica no india,
encontraram maior prevaléncias dos géneros Lactococcus spp. (23,96%), Staphylococcus spp. (10,09%), Ralstonia spp.
(12,72%), Enterococcus spp. (8,72%) e Bacillus spp. (4,29%). Em outro estudo, Silva et al. (2014) avaliando o perfil
microbioldgico do leite de bufalas com mastite subclinica no Brasil, registrara maior prevaléncia do género Streptococcus spp.,
seguido por Staphylococcus aureus e Staphylococcus intermedius.

Por outro lado, resultados préximos aos encontrados no presente estudo foram registrados por Ottalwar et al. (2018) os
quais obtiveram maior prevaléncia de Staphylococcus spp. (39,71%) no leite de bufalas com mastite subclinica na india,
seguido por Escherichia coli (25,0%), Streptococcus spp. (20,59%), Pseudomonas aurigenosa (11,76%) e Proteus (2,94%).
Moura et al. (2017) avaliando o perfil microbiolégico do leite de bdfalas com mastite subclinica no Brasil, também
encontraram maior frequéncia de Staphylococcus (41,0%), seguido por Streptococcus (32,0%), Corynebacterium bovis
(13,6%), Micrococcus spp. (9,1%) e Escherichia coli (4,5%). Em outro estudo, Vasquez-Garcia et al. (2017) reportaram maior
prevaléncia para Staphylococcus epidermidis (17,0%) e Staphylococcus aureus (15,0%) no leite de bdfalas com mastite
subclinica no Brasil, seguido por Bacillus spp. (14.0%), Acinetobacter spp. (12,5%), Pseudomonas aeruginosa (9,5%),
Shigella flexneri (7,0%) Streptococcus spp. (5,5%), Corynebacterium spp. (5,0%), Escherichia coli (4,5%) e outros agentes
(10,0%).

Pizauro et al. (2014) estudando os principais agentes etiolégicos causadores de mastite subclinica em bufalas positivas
para mastite subclinica em diferentes periodos do ano no Brasil, encontraram maior frequéncia de Staphylococcus coagulase
negativa (38,4%), seguido por Streptococcus agalactiae (28,8%) e Bacillus spp. (7,56%) no periodo seco, enquanto que no
periodo chuvoso os micro-organismos prevalentes foram os géneros Corynebacterium spp. (23,5%), Streptococcus spp.
(32,3%) e a espécie Streptococcus agalactiae (9,24%). Esse resultado pode estar associado as diferencas nas condigdes de
clima durante os periodos do ano, alterando a populagcdo microbiana. Ainda no Brasil, Medeiros et al. (2013) estudando a
etiologia da mastite em bufalas também registraram maior prevaléncia de Staphylococcus spp. (42,2%), seguido por
Corynebacterium spp. (11,3%) e bactérias Gram-negativas (5,6%). Em outro estudo, Medeiros et al. (2011) avaliando o leite
de bufalas com CCS acima de 400.000 células/mL, observaram maior frequéncia de Staphylococcus coagulase negativa
(21,8%), seguido por Corynebacterium spp. (16,7%), bactérias Gram negativas (8,8%), Staphylococcus coagulase positiva
(5,9%) e Staphylococcus aureus (1,3%).

Ali et al. (2011) estudando o perfil microbiolégico do leite de bufalas com mastite subclinica na india, identificaram a
maior prevaléncia dos géneros Staphylococcus spp. (28,32%), seguido por Escherichia coli (16,18%), Streptococcus (7,51%),
Pseudomonas (13,29%), Salmonella (7,22%), Bacillus (12,42%), Klebsiella (5,20%), Enterococcus (3,17%) e
Corynebacterium (6.64%). Cunha et al. (2006) também registraram maior frequéncia de Staphylococcus spp. (20%) no leite de
bufalas infectadas no Brasil. Os autores ao avaliar a frequéncia das bactérias nos dois tipos de mastite, observaram que os
Streptococcus spp. nos casos clinicos eram mais frequente na mastite clinica (25%) e menor nos casos subclinicos (13,58%).

De acordo com Patel et al. (2019), a mastite subclinica apresenta uma maior diversidade de agentes patogénicos do que
a mastite clinica. I1sso pode justificar os diferentes agentes isolados registrados nas pesquisas citadas acima. Segundo esses
autores, durante a infeccdo intra-mamaria de bufalas a diversidade microbiana é alterada de acordo com o tipo de mastite,
sendo a maior abundancia de bactérias registrada na mastite subclinica do que na clinica. De acordo com esses autores, iSso
pode ocorrer devido que na fase subclinica hd uma prevaléncia de micro-organismos causadores de mastite juntamente com a
flora normal, enquanto na fase clinica observa-se que apenas bactérias patogénicas dominantes que secretam os compostos de
toxinas, causando a morte da flora normal e também alteram a sintese de leite da glandula. Entretanto, os estudos etiol6gicos

da mastite subclinica em bufalas apontam que as bactérias pertencentes ao género Staphylococcus spp. sdo os principais
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agentes patogénicos causadores dessa infeccdo. De acordo com Radostits et al. (2006), esse grupo é composto pelas espécies
Staphylococcus hyicus, Staphylococcus cromogenes, Staphylococcus xylosus, Staphylococcus sciuri, Staphylococcus warneri,
Staphylococcus simulans e Staphylococcus epidermidis.

Portanto, independentemente do tipo de agente patogénico responsavel pela mastite, seja clinica ou subclinica, é
fundamental que essa doenca seja controlada e monitorada por meio de melhorias higiénico sanitarias e a realizagdo do
diagndstico frequente da doenca nos rebanhos leiteiros. Boas praticas de ordenha como limpeza dos tetos, pré e pos-dipping,
higienizacdo dos utensilios de ordenha, principalmente, da ordenhadeira mecénica e a higiene do pessoal envolvido na ordenha
sdo algumas medidas que podem diminuir 0s casos de mastite nos animais. Contudo, de acordo com Radostits et al. (2006), os
agentes patogénicos causadores da mastite, continuam evoluindo a medida que novos métodos de manejo e praticas de controle
dessa doenca sdo desenvolvidas. Portanto, de acordo os autores sdo necessarios estudos epidemiolégicos frequentes com o
objetivo de caracterizar os patdgenos e sua associagdo com os animais e 0 ambiente. Uma vez que, de acordo com Cobirka et
al., (2020), a mastite ainda é uma das principais doencgas com o tratamento veterinario mais caro na producdo leiteira e, é cada
vez maior a pressdo para evitar o uso de antibidticos nos animais.

Os resultados da presente pesquisa podem contribuir para a epidemiologia da mastite bubalina e para a importancia dos
métodos de deteccdo e controle da doenca nessa espécie, além de subsidiar as praticas de manejo e controle sanitario de acordo
com os principais agentes patogénicos isolados nesse estudo. Porém, mais pesquisas desse tipo devem ser conduzidas em

bufalos devido a sua importancia para a producdo de proteina animal e para pecudria leiteira.

4. Concluséo

O diagndstico da mastite em bufalas por meio do CCS registrou maior porcentagem de animais com mastite subclinica
em comparacdo ao CMT. As bufalas apresentaram prevalentemente mastite do tipo subclinica. A mastite subclinica aumentou
a CCS do leite, e que valores acima de 239.000 células/mL pode indicar a presenca de infec¢do intra-mamaria em bufalas
leiteiras analisadas nas mesmas condi¢Ges de criacdo e manejo do presente rebanho analisado. Entretanto, analises
microbioldgicas devem ser realizadas como teste confirmativo da infeccéo.

As bactérias de maior frequéncia foram do género Staphylococcus spp. e Streptococcus spp. Portanto, maiores cuidados
sanitarios para o controle da mastite subclinica deve ser realizados em bufalas leiteiras, principalmente, dos quartos mamarios
posteriores, 0s quais sdo mais predispostos a adquirir a infeccdo por esses agentes patogénicos.

Devido aos relevantes impactos econdmicos da mastite sobre a producdo de blfalas leiteiras, estudos etiologicos sdo
fundamentais para conhecer os principais agentes patogénicos envolvidos na mastite bubalina. Dessa forma, sera possivel
contribuir para os programas de monitoramento, controle e tratamento desta infeccfo. Além disso, sugerimos que futuras
pesquisas contribuam para determinar os pardmetros qualitativos e nutricionais ideais para o leite de bufala como, por

exemplo, os niveis adequados de CCS, contribuindo assim para a producdo de leite e derivados lacteos seguros ao consumidor.
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