
  

ELIZABETH SAMPAIO DE MEDEIROS 

 

 

 

 

 

 

 

 

ASPECTOS EPIDEMIOLÓGICOS E CARACTERIZAÇÃO DOS GENES DE 

RESISTÊNCIA A ANTIMICROBIANOS NA MASTITE BUBALINA EM 

REBANHOS NA REGIÃO NORDESTE DO BRASIL  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RECIFE 

2010 

 



 
 
 
 
 

Livros Grátis 
 

http://www.livrosgratis.com.br 
 

Milhares de livros grátis para download. 
 



  

 

 

 

 

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DE PERNAMBUCO 

PRÓ-REITORIA DE PESQUISA E PÓS-GRADUAÇÃO 

PROGRAMA DE PÓS-GRADUAÇÃO BIOCIÊNCIA ANIMAL 

 

 

ELIZABETH SAMPAIO DE MEDEIROS 

 

ASPECTOS EPIDEMIOLÓGICOS E CARACTERIZAÇÃO DOS GENES DE 

RESISTÊNCIA A ANTIMICROBIANOS NA MASTITE BUBALINA EM 

REBANHOS NA REGIÃO NORDESTE DO BRASIL  

 

 

Tese de Doutorado apresentada ao 

Programa de Pós-Graduação em 

Biociência Animal da Universidade 

Federal Rural de Pernambuco, como pré-

requisito para a obtenção do título de 

Doutor em Biociência Animal. 

 

Orientador:  

Prof. Rinaldo Aparecido Mota 

Co-orientadora: 

Manuela Figueiroa Lyra de Freitas 

 

 

RECIFE 

2010 



  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                      Ficha catalográfica 
 

 
M488a       Medeiros, Elizabeth Sampaio de 
                         Aspectos epidemiológicos e caracterização dos genes de 
                  resistência a antimicrobianos na mastite bubalina em  
                  rebanhos na região nordeste do Brasil / Elizabeth Sampaio de 
                  Medeiros. --  2010. 
                         150 f. : il. 
 
                         Orientador: Rinaldo Aparecido Mota. 
                         Tese (Doutorado em Biociência Animal) – Universidade 
                  Federal Rural de Pernambuco, Departamento de  
                  Morfofisiologia Animal, Recife, 2010. 
                          Inclui referências e anexo. 
 
                          1. Mastite bubalina 2. Genes de resistência 3. Aspectos 
                   epidemiológico I. Mota, Rinaldo Aparecido, orientador II. Título 
 
                                                                               CDD 636.293089819 
 

                                                           
                          
                      

                       



  

DEDICATÓ 

 

 

 



  

DEDICATÓRIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dedico ao meu orientador Prof. Rinaldo 

Aparecido Mota por ter contribuído 

para o meu crescimento como 

profissional e pessoa sempre com muito 

carinho.  

 

 

 

 

 



  

AGRADECIMENTOS 

 

 Meu caminho não foi trilhado solitariamente e os meus acompanhantes são 

pessoas surpreendentes que foram enviados por Deus. Esses agradecimentos são para 

estas pessoas que me acompanham e auxiliam, por generosidade, amor e amizade. 

 

 Agradeço a Deus por me dar força e permitir muitos milagres em minha vida; 

 A minha avó Antônia Iva Sampaio ―in memorian” por todos os ensinamentos de 

honestidade e amor ao próximo; 

 A toda minha família que torceu para esta conquista; 

 A minha mãe Maria da Conceição F. Sampaio e aos meus filhos Francisco 

Expedito Ramos Aguiar Sobrinho e Antônia Iva Sampaio Bisneta pela compreensão em 

todos os momentos; amo vocês; 

 A minha amiga Joseane por sempre cuidar tão bem das minhas crianças 

permitindo que eu pudesse ter tranqüilidade; 

 Ao meu orientador Prof. Rinaldo Aparecido Mota pelo carinho, amor, amizade e 

por nunca deixar de acreditar em mim; 

 A minha querida Dona Leiva que mesmo distante está presente em todos os 

momentos;  

 Ao meu tio Glênio Cavalcanti de Barros por todos os bons conselhos e 

incentivos; 

   Aos amigos Prof. Lêucio, Prof. Leonildo, Profª. Silvana Suely, Profª. Andrea 

Paiva, Profª. Ana Virgínia, Profª. Ione e Prof. Daniel por todos os bons momentos; 

 A minha amiga e co-orientadora, Profª. Manuela Freitas pelos ensinamentos, 

amizade e exemplo de dedicação profissional;  

 Ao meu amigo velho Prof. José Wilton Pinheiro Júnior e a minha amiga Profª.  

Andréa Alice por sempre estarem dispostos a me ajudar em todos os momentos; 

 Ao Prof. Mateus por sua contribuição, ensinamentos e exemplo de conduta ética 

profissional;  



  

 A Gabriel, Dona Iranir e Carina por terem sido tão acolhedores, pela confiança, 

amizade e carinho; 

 A todos do Laboratório de Bacterioses do DMV/UFRPE Erika Samiko, Erica 

Moraes, Andreey, Pedro, André, Orestes, Pomy, Alonso, Saulo, Eduardo, Mércia, 

Sineide, Sérgio, Rodolfo, Davi, Dona Guiomar; 

 A todos do Programa de Pós-graduação em Biociência Animal em especial aos 

amigos de turma Helena, Flávio, Mariana, Bruno, Marliete, Roberto; 

 Ao Prof. Romildo coordenador do Programa de Pós-graduação em Biociência 

Animal pela paciência durante todos esses anos e a Prof. Ana Porto por todo carinho e 

amizade; 

 Aos amigos do Laboratório da UNIVASF Chirles, Renatinha, Mary, Wellington, 

Aldo e Luciana;  

 Ao Programa de Gerenciamento do Rebanho Leiteiro – UFRPE pelo 

processamento das amostras em especial ao Prof. Benone e Raquel pela amizade; 

 As amigas Flaviana, Evódia e dona Salvia pelo carinho;  

 Aos amigos do Departamento de Microbiologia da UFRPE Rosa Galdino, 

Elineide, Marcos, Vitor e Norma pelo tempo bom de convivência;   

 Aos amigos da UFAL em Viçosa Karlinha, Wilson, Anelise, Diogo e Waldir e 

em especial ao meu amigo Wagner Porto por ter sido companheiro em todas as horas de 

alegria e de tristeza; 

 Aos meus amigos Maurício, Olímpio e Mauro pela energia positiva, pela força e 

por todos os momentos felizes; 

 Aos bubalinocultores das fazendas visitadas por permitirem o acesso e a coleta 

do leite para as análises. E por terem me acolhido tão bem; 

  Em especial e com muito carinho gostaria de agradecer por todos os 

ensinamentos ao Alberto de Gusmão Couto, grande estudioso da bubalinocultura de 

reconhecimento mundial. Muito obrigada pela confiança e por ter sido tão bem acolhida 

por toda sua família Jane, Cris, Beto e Michel; 

 Aos meus alunos da UFRPE dos cursos de Medicina Veterinária, Zootecnia, 

Agronomia e Engenharia Agrícola pelos momentos felizes que passamos;  



  

 Aos meus alunos do curso de Medicina Veterinária da UFAL em Viçosa por 

terem me recebido com muito carinho e confiança; 

 A FACEPE por ter concedido a bolsa de pesquisa que auxiliou o 

desenvolvimento do experimento;   

 A todos que de forma direta ou indireta contribuíram para realização desse 

trabalho. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

RESUMO 

Objetivou-se nesse trabalho realizar um estudo epidemiológico da mastite 

bubalina na Região Nordeste do Brasil. Foram avaliadas quatro propriedades de 

exploração leiteira situadas nos Estados de Pernambuco, Alagoas, Bahia e Ceará. Os 

rebanhos eram constituídos de animais de diferentes idades, puros e mestiços da raça 

Murrah, criados em sistema intensivo ou semi-intensivo, submetidos à ordenha 

mecânica e encontravam-se em diferentes estágios de lactação. Na primeira etapa, 

foram analisadas 1896 amostras de leite de 474 búfalas utilizando o teste da caneca 

telada e o California Mastits Test (CMT). Na etapa seguinte realizou-se o exame 

microbiológico, caracterização fenotípica e molecular dos Staphylococcus spp., estudo 

do perfil de resistência a antimicrobianos, identificação dos fatores de risco associados à 

mastite subclínica e relação entre a contagem de células somáticas com o exame 

microbiológico. Do total de 1896 amostras estudadas, 90 apresentaram mastite clínica e 

no CMT observou-se que 33,2% das amostras apresentaram mastite subclínica. No 

exame microbiológico, as bactérias mais frequentes foram Staphylococcus spp. seguido 

de Corynebacterium spp. e bactérias gram negativas. No teste de sensibilidade aos 

antimicrobianos para Staphylococcus spp. observou-se um percentual de resistência às 

drogas testadas de: 71,8% à penicilina, 49,2% à amoxicilina, 65,8% à oxacilina, 62,3% 

a cefquinoma, 44,7% a cephalonium, 45,2% à ciprofloxacina, 32,6% a enrofloxacina, 

58,7% à eritromicina, 42,7 % ao florfenicol, 34,6% à gentamicina, 35,1% ao 

trimetoprim + sulfametoxazol, 8,5% à tetraciclina + neomicina + bacitracina, 43,2% à 

cefalotina, 38,1% à estreptomicina, 58,7% à tetraciclina, 31,6% para norfloxacina, 

45,2% para ceftriaxona, 43,2% à nitrofurantoína, 57,7% a doxiciclina e 53,7% de 

cefalexina. Observou-se ainda resistência simultânea a quatro grupos de drogas 

antimicrobianas ou mais em 112/199 isolados, bem como foram detectados os genes 

mecA 11 (5,5%) e blaZ 79 (39,6%), bem como foi observada bomba de efluxo 47 

(23,61%). O fator de risco identificado na análise multivariada considerando a 

Contagem de Células Somáticas (CCS) como variável dependente foi o hábito de não 

lavar os tetos antes da ordenha com OR= 2,68 (I.C. 1,49 – 4,83). Quando se considerou 

o microbiológico como variável dependente constatou-se que aquelas propriedades que 



  

realizavam limpeza manual do equipamento de ordenha apresentaram OR= 1,85 (I.C. 

1,32 – 3,64). Na análise do perfil da CCS em relação ao exame microbiológico 

observou-se que os animais que tiveram CCS entre 280.000 a 401.000 cel/mL foram 

positivos no exame microbiológico, independente do microrganismo isolado, indicando 

a infecção da glândula mamária. Esse estudo foi o pioneiro na região nordeste do país e 

os resultados aqui apresentados poderão contribuir significativamente para o estudo 

epidemiológico da mastite nessa espécie, além de contribuir para seu controle e 

profilaxia.   

 

ABSTRACT 

The aim of this research was to perform an epidemiologic study of the bubaline mastitis 

in the Brazilian Northeast. Four dairy farms located in the States of Pernambuco, 

Alagoas, Bahia and Ceará were evaluated. Herds were composed of animals at different 

ages and lactation stages, Murrah pure and crossbreed, raised under intensive or semi-

intensive management, submitted to mechanic milking. In the first research stage, 1896 

milk samples from 474 buffaloes were analyzed by using the strip-cup test and 

California Mastits Test (CMT). In the following stage, the microbiologic exam, 

Staphylococcus spp. Phenotypic and molecular characterization, study of antimicrobial 

resistance profile and identification of risk factors associated to subclinical mastitis and 

the relationship among somatic cells count and microbiologic exam were performed. 

Out of 1896 studied samples, 90 of them presented clinical mastitis and at the CMT, 

33.2% of the samples presented subclinical mastitis. In the microbiologic exam, the 

most frequent bacteria were Staphylococcus spp., followed by Corynebacterium spp. 

and Gram-negative bacteria. In the sensitivity test of Staphylococcus spp. to 

antimicrobial drugs, the observed percentage of resistance to the tested drugs were: 

71.8% to penicillin, 49.2% to amoxicillin, 65.8% to oxacillin, 62.3%  cefquinome, 

44.7% to cephalonium, 45.2% to ciprofloxacin, 32.6% to enrofloxacin, 58.7% to 

erythromycin, 42.7 % to florfenicol, 34.6% to gentamicin, 35.1% to trimethoprim + 

sulfamethoxazole, 8.5% to tetracycline + neomycin + bacitracin, 43.2% to cephalothin, 

38.1% to streptomycin, 58.7% to tetracycline, 31.6% to norfloxacin, 45.2% to 



  

ceftriaxone, 43.2% to nitrofurantoin, 57.7% to doxycycline and 53.7% to cephalexin. In 

addition, it was observed simultaneous resistance to four or more antimicrobial drug 

groups in 112/199 isolates, as well as the detection of mecA 11 (5.5%), blaZ 79 (39.6%) 

genes and efflux bomb 47 (23.61%). Risk factor identified through the multivariate 

analysis considering the Somatic Cells Count (SCC) as the dependent variable was the 

custom of not washing the teats before milking with OR= 2.68 (I.C. 1.49 – 4.83). When 

the microbiologic exam was considered as the dependent variable, it was verified that 

farms which proceeded the manual cleaning of the milking equipment presented OR= 

1.85 (I.C. 1.32 – 3.64). In the profile analysis of SCC in comparison to the 

microbiologic exam, it was observed that animals with SCC between 280,000 and 

401,000 cells/mL were positive in the microbiologic exam, independent of the 

microorganism isolated, and indicating infection of the mammary gland. This was a 

pioneer study in the Brazilian Northeastern region and the results presented here may 

significantly contribute for the epidemiologic study of mastitis in this species, as well as 

contribute for its control and prophylaxis.  
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INTRODUÇÃO 

O búfalo (Bubalus bubalis) é considerado um animal de tripla aptidão, 

mostrando-se potencialmente adequado para a produção de leite, carne e tração devido à 

sua força e resistência (OLIVEIRA, 2005). Está presente em todos os estados 

brasileiros, constituindo-se no maior rebanho da espécie fora do continente asiático. No 

período de 1961 a 2005 observou-se um crescimento de 1.806%, com um rebanho atual 

estimado em mais de três milhões de exemplares, segundo estimativas da Associação 

Brasileira de Criadores de Búfalos (ABCB, 2009). 

Uma importante função dos bubalinos é a produção de leite e neste segmento 

destacam-se os países asiáticos e a Itália. No Brasil, a produção de leite de búfala e seus 

derivados recentemente vêm ganhando importância (TEIXEIRA et al., 2005). Bernardes 

(2007) afirma que a bubalinocultura está em expressiva expansão, tanto em 

propriedades de melhor nível tecnológico como também nas pequenas explorações. Esta 

espécie apresenta todas as características necessárias para uma produção de leite 

comercial e economicamente viável. Na Índia, já foram observadas búfalas produzindo 

até 31 kg de leite/dia e no Brasil não é incomum búfalas produzirem em torno de 22 kg 

de leite/dia (SAMARA et al., 1993). 

Segundo estimativas da Federação Internacional de Laticínios (IDF, 2002), a 

produção mundial de leite de búfalas aumentou 48,52% no período de 1992/2002, sendo 

esta taxa superior ao aumento verificado na produção do leite de vaca, calculada em 

8,83% no mesmo período. Estima-se que a produção mundial anual de leite de búfalas 

seja de 70,7 milhões de toneladas, comparados aos 501,5 milhões de toneladas de leite 

de vaca. A produção de leite de búfalas é concentrada em três países: Índia, Paquistão e 

Nepal, que respondem por 94% da produção mundial. A China e o Egito também 

produzem quantidades significativas de leite bubalino e no Egito a produção supera a do 

leite de vacas (IDF, 2000).  

Embora a população brasileira não tenha o costume de consumir o leite de 

búfala, o produto é destinado à fabricação dos mais variados tipos de derivados lácteos 

como queijos (Mussarela, Frescal, Provolone e Ricota), doce de leite, requeijão, 

iogurtes, sorvetes e manteiga (FERREIRA, 1995). Do ponto de vista tecnológico, a 



  

qualidade da matéria prima é um dos maiores obstáculos ao desenvolvimento e 

consolidação da indústria de laticínios no Brasil (OLIVEIRA et al., 1999).  

Entre os fatores que podem interferir na qualidade do leite, a mastite é 

considerada a doença que altera de forma direta seus constituintes nutricionais. Pode 

causar prejuízos na rentabilidade das fazendas leiteiras decorrentes das perdas na 

produção quanto dos custos anuais com prevenção e tratamento. Inúmeros esforços são 

voltados para o seu controle e prevenção (PEDRINI e MARGATHO, 2003; FREITAS 

et al., 2005; CARVALHO et al., 2007).  

Na Índia, as perdas totais anuais por causa da mastite em bubalinos foram 

estimadas em US$ 526 milhões (VARSHNEY e NARESH, 2004). A prevalência da 

mastite em búfalos no Paquistão, Iraque e Egito foi de 20,6%, 31,9% e 54%, 

respectivamente (VIANNI e LÁZARO, 2003). No Brasil, Vianni et al. (1990) 

observaram prevalência de 8,81%. 

A detecção precoce da mastite em búfalos é muito importante, pois reduz as 

perdas na produção de leite e aumenta as chances de recuperação do animal. Com esse 

propósito muitos testes indiretos são utilizados para detectar alterações no leite 

(KUMAR e THAKUR 2001). Diversos autores relataram o Teste de Tamis, o 

―California Mastitis Test‖ (CMT), a Contagem de Células Somáticas (CCS), o 

Whiteside Modificado e o exame microbiológico que permite conhecer a etiologia dos 

microrganismos envolvidos no processo infeccioso da glândula mamária (OLIVEIRA et 

al., 2004; JORGE et al., 2005). 

As bactérias isoladas com maior frequência em casos de mastite subclínica em 

bubalinos são Staphylococcus spp, Streptococcus spp e Bacillus spp (PRASAD et al., 

1996). Em um estudo realizado no Estado de São Paulo, em 29,6% das amostras de leite 

bubalino foram isolados microrganismos sendo que em 77% delas foi isolado 

Staphylococcus spp. (GUIDO et al., 1994).  Staphylococcus spp. também destaca-se 

pela capacidade de se tornar resistente a um grande número de antibióticos utilizados no 

tratamento das mastites em vacas (FREITAS et al., 2005). 

 Ferreira et al. (2006) associaram o agravamento da resistência bacteriana ao uso 

frequente e indiscriminado de antimicrobianos e aos mecanismos de transferência de 



  

resistência entre os microrganismos. Este fato é comumente observado em surtos de 

mastite. 

 A resistência dos Staphylococcus spp. à oxacilina é um sério problema de Saúde 

Pública, estando relacionada à presença do gene mecA que torna os microrganismos 

intrinsecamente resistentes também a outros antimicrobianos (CARVALHO e 

BEREZIN, 2004).  

 A resistência pode ainda resultar da modificação do alvo do antimicrobiano ou 

do desvio de função daquele alvo ou pode ser causado por impermeabilidade, efluxo ou 

inativação enzimática. Bombas de efluxo são proteínas integrantes da membrana 

plasmática bacteriana e que são responsabilizadas por diversos casos de resistência a 

drogas (PIDDOCK, 2006; LIVERMORE, 2003). 

Na região Nordeste do Brasil são escassas as referências sobre mastites em 

búfalas, especialmente quanto aos aspectos relacionados à etiologia, fatores de risco e 

perfil de sensibilidade e resistência das bactérias isoladas da glândula mamária aos 

antimicrobianos utilizados no tratamento e controle das mastites.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

2. OBJETIVOS  

 

2.1. Objetivo Geral 

Realizar um estudo sobre os aspectos epidemiológicos da mastite bubalina na 

região nordeste do Brasil. 

 

2.2. Objetivos Específicos 

 

Estudar a etiologia das mastites clínica e sub-clínica em rebanhos de búfalas 

leiteiras em alguns Estados da região Nordeste do Brasil; 

 

Caracterizar o perfil de sensibilidade e resistência de Staphylococcus spp aos 

antimicrobianos utilizados no tratamento das mastites;  

 

 Estudar a ocorrência de determinantes de resistência microbiana como os genes 

mecA, blaZ e bomba de efluxo.  

  

 Identificar os fatores de risco associados à mastite subclínica em búfalas em 

propriedades localizadas na região Nordeste do Brasil; 

 

Estudar o perfil da Contagem de Células Somáticas (CCS) na mastite subclínica 

em búfalas. 

 

 

 

 

 

 

 

 



  

3. REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1. Considerações gerais sobre Búfalos 

Os búfalos domésticos ou búfalos asiáticos, originários da Índia, pertencem ao 

gênero Bubalus, família Bovidae e subfamília Bovinae. A espécie bubalis compreende 

animais de pele escura com baixa densidade de glândulas sudoríparas e uma epiderme 

espessa que propiciam dificuldades de adaptação às condições extremamente quentes e 

secas. Como mecanismo de sobrevivência, estes animais passaram a procurar por áreas 

ricas em água onde pudessem imergir e restabelecer seu conforto térmico, motivo pelo 

qual o Bubalus bubalis também é chamado de búfalo aquático (THOMAS, 2004).  

O rebanho bubalino brasileiro introduzido em 1895 pela Ilha de Marajó, Estado 

do Pará, inclui as três raças de origem indiana (Murrah, Jafarabadi e Carabao) e a raça 

européia (Mediterrâneo) (AMORIM JUNIOR et al., 2002). A entrada dos animais antes 

e após a primeira Guerra Mundial promoveu uma disseminação do rebanho ao longo do 

território nacional. O crescimento anual de 12,7% ao ano garante ao Brasil a maior 

população bubalina do continente americano (SILVA et al., 2003; DALMÉ, 2007), 

embora o número oficial de 1,174 milhões de cabeças seja muitas vezes inferior àquele 

encontrado na Índia (98 milhões), Paquistão (26,3 milhões) e China (22,745 milhões). 

Apesar de originalmente terem sido criados e adaptados às áreas alagadas, sua 

melhor produtividade é obtida quando são colocados em áreas de terra firme, com água 

apenas para beber e disponibilidade de áreas sombreadas para regulação térmica. Nessas 

condições, é notável a longevidade do búfalo, havendo relato na Ásia de animais que 

continuaram a trabalhar com idade de até 40 anos (BARUSELLI, 1999). 

 Aproximadamente 62% dos búfalos brasileiros concentram-se na região Norte, 

que apresenta um rebanho de 728 mil búfalos, seguindo-se a região Sul onde existem 

144 mil animais, a região Nordeste com 121 mil, o Sudeste com 113 mil e a região 

Centro-Oeste com 65 mil animais. Na região Sudeste, o Estado de São Paulo possui o 

maior rebanho com 71 mil animais, posicionando-se como o quinto colocado no país, 

acompanhado por Minas Gerais (36 mil cabeças), Rio de Janeiro (cinco mil cabeças) e 

Espírito Santo (600 cabeças) (FAO, 2010; IBGE, 2010). No Nordeste, a criação de 



  

búfalos está distribuída nos estados de Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Rio Grande do 

Norte, Maranhão e Piauí, estimado em 106.117 cabeças (BRASIL, 2003). 

 Considerado pela Organização das Nações Unidas para Alimentação (FAO) 

como o animal doméstico mais dócil do planeta, o búfalo é dotado de extrema 

versatilidade, podendo produzir carne, leite e trabalho, em todas as latitudes e 

longitudes, nas mais variadas condições climáticas, do frio da Europa Oriental aos 

desertos da África, nas regiões tropicais da Amazônia, nos sertões nordestinos e nas 

diferentes altitudes, desde as planícies às áreas montanhosas. Com todas essas 

características positivas, nos últimos anos essa espécie animal tem se constituído em 

importante fonte alternativa de produção de carne, leite e tração, principalmente para 

suprir as demandas dos países em desenvolvimento (SILVA et al., 2003). 

 

3.2. Leite Bubalino 

 O leite bubalino apresenta características próprias que permite a sua fácil 

identificação físico-química e organoléptica. Possui teores de proteínas, gorduras e 

minerais, que superam os do leite bovino, permitindo a complementação das 

necessidades alimentares de crianças e adultos. Entretanto, é no seu aproveitamento 

industrial que se encontra a sua grande importância, por proporcionar a obtenção de 

produtos lácteos de boa qualidade, destacando-se os queijos, doce de leite, manteiga e 

iogurte (BENEVIDES, 2009). 

 Estima-se a produção de leite de búfala em 10,5% de todo o leite produzido no 

mundo. Desse montante, 92,12% são produzidos na Índia, China e Paquistão, que 

possuem aproximadamente 78% da população mundial de búfalos. O continente asiático 

é responsável por 96% da produção mundial de leite de búfala, com destaque para a 

Índia, onde 55% do leite produzido é de búfala (SILVA et al., 2003). 

 A FAO (2003) reconheceu a importância do leite da búfala devido à 

superioridade da composição química em relação ao de vaca. A composição físico-

química do leite de búfala apresenta características próprias, que variam conforme o 

período da lactação, a raça e a alimentação entre outros fatores. Mas, como linha geral, 

apresenta densidade entre 1,025 a 1,047 g/ml; pH entre 6,41 e 6,47; acidez entre 14 a 20 



  

°D que se deve ao elevado teor de proteínas em especial a caseína; crioscopia entre -

0,531 e -0,548 °C; sólidos totais em torno de 15,64 a 17,95%, gordura variando entre 

5,4 e 8%; proteína entre 3,6 e 5,26%; minerais entre 0,79 e 0,83 % (sendo até 25% deste 

o conteúdo de cálcio) (CUNHA NETO, 2003). Amaral (2005), em estudo realizado na 

região do Alto São Francisco, Minas Gerais, encontrou valores semelhantes, sendo 

17,21% para sólidos totais, 6,85% para gordura, 4,19% para proteínas e 4,93% para 

lactose.  

O leite de búfala apresenta algumas peculiaridades em comparação ao leite 

bovino, destacando-se o sabor adocicado e a coloração branco opaca, provocada pela 

ausência de pigmentos carotenóides. As micelas de caseína são maiores do que as do 

leite de vaca fazendo com que a coalhada elaborada com este leite retenha menos água 

durante a ação do coalho. A concentração total de colesterol deste leite é menor do que 

a encontrada no leite de vaca, sendo 275 mg  versus 330 mg por 100 g de gordura e é 

1,5 a 1,9 vezes mais calórico. Em relação ao teor de minerais, é mais rico em Ca, 1,99 g 

por kg versus 1,17 g por kg e na relação do teor de Mg, 0,18g por kg versus 0,11 g  por 

kg, porém, é mais pobre em  Na, K, e Cl. Na. Na análise de aminoácidos, o leite de 

búfalas apresenta 25,5% de aminoácidos essenciais a mais do que o leite de vaca 

(VERRUMA e SALGADO, 1994). 

 

3.3. Considerações gerais sobre Staphylococcus 

 Ogston (1880) descreveu uma bactéria que ao microscópio apresentava-se em 

forma de cocos agrupados em cachos, relacionando-a a várias doenças em humanos.  

Em 1882, essa bactéria foi denominada Staphylococcus, do grego Staphyle – cachos de 

uva – e coccus – grãos (BAIRD PARKER, 1990). 

Morfologicamente caracterizam-se como cocos Gram positivos, imóveis, 

apresentam metabolismo oxidativo e fermentativo, atuam sobre carboidratos com 

produção de ácidos e são aeróbias e anaeróbias facultativas. Podem crescer entre 7 a 

48ºC com temperatura ótima entre 35 a 40ºC (KLOODS e LAMBE JR., 1991). 

O gênero Staphylococcus foi separado em dois grandes grupos (coagulase 

positivo e coagulase negativo) com base na sua capacidade de coagular o plasma 



  

sanguíneo pela produção de estafilocoagulase. Loeb em 1903 foi o primeiro a 

demonstrar a capacidade do Staphylococcus spp em coagular o plasma, utilizando o 

plasma de ganso (FOSTER et al., 1997).  

No gênero Staphylococcus spp. existem 39 espécies que são classificadas em 

coagulase-negativas (SCN) ou coagulase-positivas (SCP), conforme o resultado frente 

ao teste de coagulase. O grupo dos SCP inclui Staphylococcus aureus (S. aureus), 

Staphylococcus hyicus, Staphylococcus intermedius, Staphylococcus schleiferi subsp. 

schleiferi e Staphylococcus delphini (KONEMAN et al., 2001).  

Por ter um envolvimento mais frequente e um potencial patogênico maior em 

relação às demais espécies do gênero, S. aureus é classificado como ―patógeno maior‖, 

enquanto que as espécies coagulase-negativas, que em alguns rebanhos têm tido uma 

prevalência maior recebem a classificação de ―patógenos menores‖ (CARDOSO et al., 

1999). 

 

3.3.1. Staphylococcus spp. e a sua associação com a mastite 

Os Staphylococcus spp. são os agentes etiológicos mais isolados em mastites 

bovinas (BRITO et al., 2002; SANTOS et al., 2003; RABELLO, 2003). Nesse gênero, a 

espécie S. aureus é de maior prevalência em infecções em vacas leiteiras (BRAMLEY 

et al., 1996; BRITO et al., 2001). 

Na espécie bubalina Kapur et al. (1992) e Muhammad et al. (1997) afirmaram 

ser Staphylococcus spp. mais frequentemente isolados nas mastites contagiosas, 

transmitidas quase que exclusivamente durante a ordenha, representando grande 

importância epidemiológica. 

Animais portadores podem constituir fonte de infecção permanente, permitindo 

a persistência de S. aureus durante toda a fase de lactação (FERREIRA et al., 2006). Os 

quartos mamários infectados, a pele do úbere e dos tetos são os principais sítios de 

localização do S. aureus. Entretanto este agente pode ser isolado em outros locais como 

sala de ordenha e nas teteiras das ordenhadeiras (FERREIRA et al., 2006; CUNHA et 

al., 2006). 



  

 S. aureus é capaz de causar infecções de longa duração, com tendência a se 

tornarem crônicas, com baixa taxa de cura e grande perda na produção de leite 

(SABOUR et al., 2004). Vários fatores podem interferir na cura bacteriológica quando 

se utiliza a terapia com antibióticos, seja devido ao estágio da infecção ou à presença de 

bactérias em abscessos, além da incapacidade de defesa das células (DINIZ et al., 

1998). 

Com relação aos SCN, diversos estudos foram realizados quanto à prevalência 

destes agentes em rebanhos leiteiros. No Brasil, Pardo et al. (1998) e Laffranchi (2000) 

encontraram 35.29% e 68,05% de SCN, respectivamente. Em búfalas, Dhakal et al. 

(2006) analisaram 355 amostras de leite no Distrito de Chitwan, Nepal, e encontraram 

uma freqência de SCN como S. albus  de 33,3% e S. epidermidis de 11,1%. As espécies 

coagulase negativas comumente isoladas no leite bovino são consideradas como 

patógenos secundários e podem causar reações inflamatórias moderadas na glândula 

mamária (BRAMLEY et al., 1996).  

Nicolau et al. (1996) compararam a contagem de leucócitos por mililitro de leite, 

dos quartos mamários acometidos por estafilococos coagulase negativos com a dos 

acometidos por estafilococos coagulase positivos e encontraram o dobro da contagem 

média de leucócitos para os estafilococos coagulase positivos em relação aos coagulase 

negativos, caracterizando assim a resposta celular mais branda destes agentes.  

 

3.3.2. Staphylococcus spp. e sua importância para a Saúde Pública 

Vários estudos foram realizados no Brasil demonstrando a importância dos 

Staphylococcus ssp. produtores de enterotoxinas responsáveis por toxinfecções 

alimentares (FREITAS e MAGALHÃES, 1990; CARDOSO et al., 2000; FAGUNDES 

e OLIVEIRA, 2004; ZSCHÖCK et al., 2004; PINHEIRO de SÁ et al., 2004; SILVA et 

al., 2005). 

Até recentemente considerava-se que a produção de enterotoxinas era restrita ao 

grupo das espécies coagulase positiva principalmente o S. aureus, porém Valle et al. 

(1990) descreveram que outros estafilococos produtores de coagulase como S. hyicus e 

S. intermedius também possuíam essa característica. Outro estudo evidenciou que 



  

espécies coagulase negativas como S. xylosus, S. haemolyticus, S. epidermidis, S. 

cohnii, S. chromogenes, S. warneri, S. sciuri e S. lentus também são capazes de produzir 

toxinas em condições laboratoriais (PEREIRA et al., 2001). 

A intoxicação por Staphylococcus pode ser descrita como um dos tipos mais 

comuns de doença transmissível por alimento, na qual S. aureus é a espécie mais 

frequente, pela produção de enterotoxinas préformadas em alimentos (ARCURI et al., 

2006; BRANT et al., 2007). Entretanto, há relatos da detecção em alimentos, de 

linhagens de SCP produtores de enterotoxinas (LAMAITA et al., 2005; RAPINI et al., 

2005; VERAS et al., 2008). 

Além de proporcionar prejuízos à indústria leiteira, os microrganismos isolados 

nos casos de mastites proporcionam riscos à Saúde Pública. A intoxicação 

estafilocócica em humanos não é de notificação compulsória e desta forma não se pode 

precisar a sua real incidência. Mead et al. (1999) estimaram nos EUA a ocorrência de 

185.060 casos anuais. Segundo Fagundes e Oliveira (2004), no Brasil não existem 

estatísticas disponíveis sobre o assunto, entretanto são frequentes os casos de doenças 

associadas ao consumo de leite contaminado. De acordo com estes autores S. aureus 

encontra-se amplamente distribuído nos rebanhos leiteiros, sendo que a probabilidade 

de contaminação do leite cru com a consequente produção de enterotoxinas é elevada. 

Os fatores que contribuem para a elevada frequência desses surtos incluem a 

baixa qualidade do leite cru, além da sua manipulação indevida desde a fazenda 

produtora até o comércio varejista (SENA, 2000). O período de incubação da 

intoxicação estafilocócica é curto, variando de 15 minutos a 6 horas após a ingestão do 

alimento contaminado (BALABAM e RASOOLY, 2000; CARMO, 2001). 

 

3.4. Mastite  

O termo mastite designa os fenômenos inflamatórios, geralmente de natureza 

infecciosa que acometem a glândula mamária (BRADLEY, 2002). Segundo Le Blank et 

al. (2006), trata-se de uma doença que tem interrelações entre o hospedeiro, o ambiente 

e os agentes infecciosos. 



  

A doença pode apresentar-se na forma clínica ou subclínica e quanto ao agente 

causador pode ser do tipo contagiosa ou ambiental. Na apresentação clínica, as 

alterações no leite e/ou no úbere são evidentes. Na mastite subclínica, as alterações são 

imperceptíveis à observação visual e são necessários exames indiretos para sua 

constatação (COSTA, 1998; SANTOS, 2007). 

A mastite contagiosa caracteriza-se por apresentar baixa incidência de casos 

clínicos e alta incidência de casos subclínicos, geralmente é de longa duração, 

transformando-se em um processo infeccioso crônico e apresenta alta contagem de 

células somáticas (CCS). Esse tipo de mastite é causada por patógenos cujo habitat 

preferencial é o interior da glândula mamária e a superfície da pele dos tetos e a 

transmissão ocorre principalmente durante a ordenha (COSTA, 1998; FREITAS et al., 

2005). 

A mastite ambiental caracteriza-se por alta incidência de casos clínicos, 

geralmente de curta duração, com manifestação aguda e maior ocorrência nos 

momentos do pré e pós-parto imediato (SANTOS e FONSECA, 2007). É causada por 

agentes que vivem preferencialmente no hábitat da vaca, em locais que apresentam 

esterco, urina, barro e matéria orgânica (FIGUEIREDO, 1995; FREITAS et al., 2005). 

 Os bubalinos apresentam os mesmos problemas sanitários que os bovinos, 

destacando-se a mastite que é considerada a doença que mais afeta a rentabilidade das 

fazendas leiteiras, tanto em termos de perdas de produção quanto dos custos anuais em 

prevenção e tratamento. Interfere de forma direta na qualidade do leite e inúmeros 

esforços são voltados para o seu controle e prevenção (PEDRINI e MARGATHO, 

2003; FREITAS et al., 2005 CARVALHO et al., 2007). É uma enfermidade de origem 

plurietiológica e multifatorial que acomete a maior parte do rebanho leiteiro mundial e 

causa problemas em toda cadeia produtiva, inclusive ao consumidor que poderá ter um 

produto final de qualidade inferior (COSTA, 1999).  

Quando a glândula mamária encontra-se infectada, cerca de 98 a 99% das 

células somáticas correspondem às células de resposta inflamatória (PHILPOT e 

NICKERSON, 1991) Em relação aos valores das contagens de células somáticas, alguns 

autores têm considerado para bubalinos um valor superior a 500.000 células/ml, para 



  

selecionar os quartos com presença ou ausência do quadro subclínico, sem 

necessariamente utilizarem a confirmação microbiológica (SINGH et al., 2002; SINGH, 

2004; DHAKAL, 2004). Entretanto, Piccinini et al. (2006) sugeriram a contagem de 

400.000 células/ml como ponto de triagem para mastite subclínica.  

 Ao considerar leite de conjunto, em 1994, a legislação da Comunidade Européia 

determinou que o leite de origem bovina, caprina, ovina ou bubalina, quando destinado 

ao consumo humano deve apresentar, entre outras características, uma contagem 

máxima de células somáticas de 400.000 células/mL (BIERENS, 1993).  

Na Índia, as perdas totais anuais devido à mastite em bubalinos foi estimada em 

US$ 526 milhões (VARSHNEY e NARESH, 2004).  

A prevalência da mastite em bubalinos foi estimada em diferentes países, sendo 

que no Paquistão, Iraque e Egito esta prevalência foi de 20,6%, 31,9% e 54%, 

respectivamente (VIANNI e LÁZARO, 2003). No Brasil, Vianni et al. (1990) e Oliveira 

et al. 1997 encontraram prevalência da mastites em búfalas de 8,81% e 26,6% 

respectivamente.   

Os agentes responsáveis pela mastite em búfalas em geral são os mesmos 

relatados para bovinos. Em estudo realizado no Brasil, Costa et al. (1997a) examinaram 

468 amostras de leite de 14 búfalas em um período de 195 dias, submetendo-as a 

exames microbiológicos. Três períodos de lactação foram considerados: início (1-75 

dias), meio (76-150 dias) e final (151-195 dias). Os agentes isolados em todos os 

estágios em ordem de frequência foram: Staphylococcus spp., Corynebacterium spp. e 

Streptococcus spp. Em outro estudo, Costa et al. (1997b) estudaram 1.252 amostras de 

leite provenientes de 313 búfalas e encontraram 23,7% de mastite, isolando-se 59,25% 

de Corynebacterium spp., 17,59% de Staphylococcus spp., 12,96% de Streptococcus 

agalactiae, 2,8% de Enterobactérias e 0,9% de Micrococcus spp. 

 Oliveira et al. (2004) analisaram 196 amostras de leite de 49 búfalas na Zona da 

Mata Sul do Estado de Pernambuco. Do total de amostras estudadas, 139 (70,9%) foram 

positivas ao exame microbiológico. Em 76 (55%) foi isolado o Staphylococcus spp. 

sendo 18 (13%) SCP e 58 (42%) SCN. Bastonetes gram negativos 25 (18%); 



  

Streptococcus spp 6 (8%);  Micrococcus spp 3 (2,2%) e Bacillus spp 45 (32,4%) 

também foram identificados. 

 Cunha et al. (2006) e Saini et al. (1994) estudaram a prevalência da mastite 

bubalina e encontraram Staphylococcus spp. como a bactéria mais prevalente nos casos 

de mastite clínica e subclínica. 

 Langoni et al. (2001) examinaram 154 amostras de leite provenientes de 61 

búfalas em lactação da raça Murrah com mastite subclínica, no município de Sarapui, 

Estado de São Paulo e verificaram que o Corynebacterium bovis (31,3%) foi o agente 

isolado com maior frequência, seguido pelo S. epidermidis (30,1%) e Streptococcus 

agalactiae (26,5%). Os mesmos autores observaram ainda que a associação S. 

epidermidis + Streptococcus agalactiae (40,0%) foi mais frequente.  

 No Brasil, ainda são poucas informações sobre a etiologia da mastite em búfalos 

e a relação do impacto da doença na a qualidade do leite e seus derivados (COSTA, 

1999; CUNHA NETO e OLIVEIRA, 2003).  

 

3.5. Fatores de risco associados à mastite  

Dentre os fatores predisponentes para a mastite em bovinos e muito 

provavelmente em bubalinos pode-se relacionar as condições climáticas, a alimentação 

inadequada, traumatismos, especialmente no úbere, falhas do processo de higienização 

e, principalmente o funcionamento inadequado da ordenhadeira. Vacas ordenhadas 

mecanicamente tendem a apresentar índices maior de mastite subclínica em relação às 

vacas ordenhadas manualmente. Falhas na higiene e manutenção dos utensílios e 

equipamentos de ordenha constituem as causas mais comuns de veiculação de 

microrganismos para o úbere (OLIVER et al., 1993; BRITO et al., 1998; SOUZA et al., 

2005; COENTRÃO et al., 2008).  

As falhas mais importantes em relação ao funcionamento do equipamento de 

ordenha são a baixa reserva de vácuo, flutuação de vácuo e o funcionamento irregular 

dos pulsadores. Portanto, a revisão periódica do equipamento de ordenha permite 

detectar e sanar oportunamente falhas que possam prejudicar seu funcionamento, 

eliminando assim uma das principais causas de mamite e de alterações na qualidade do 



  

leite. As ordenhadeiras mecânicas constituem um veículo importante para diversos 

agentes envolvidos na mastite bovina. O funcionamento inadequado do equipamento 

pode determinar a infecção de quatro até seis vacas que venham a ser ordenhadas após 

uma vaca com infecção estafilocócica (MYLLYS et al. 1994). 

 Diversos procedimentos devem ser adotados durante o processo de ordenha para 

minimizar a transmissão de agentes causadores de mastite que podem ser transmitidos 

ao leite depreciando sua qualidade microbiológica. Destacam-se os cuidados com a 

ordenhadeira, as mãos do ordenhador e lesões no teto que são considerados fatores 

importantes que expõem a superfície dos tetos aos microrganismos (AMARAL et al., 

2004). 

 Fatores associados ao manejo e características como tamanho do rebanho e tipo 

de ordenha (manual ou mecânica) e procedimentos durante a ordenha (não desinfecção 

dos tetos antes e após a ordenha), o funcionamento inadequado do equipamento de 

ordenha, não treinamento e motivação dos ordenhadores foram associados à ocorrência 

de novas infecções intramamárias em bovinos e como consequência o aumento da 

Contagem de Células Somáticas (CCS) no leite (OLIVER et al., 1993; BRITO et al., 

1998; SPENCER, 2002). 

 Souza et al. (2005b) realizaram estudo sobre fatores de risco para mastite bovina 

e identificaram os fatores predisponentes para alta CCS no rebanho e para patógenos 

específicos da mastite. As variáveis foram a não antissepsia dos tetos após a ordenha, 

fornecimento de alimento após a ordenha e interações de não adoção de linha de 

ordenha e não antissepsia dos tetos após a ordenha + fornecimento de alimento no 

momento da ordenha. A não desinfecção dos tetos antes da ordenha e o não uso de água 

morna ou não treinamento dos ordenhadores apresentaram índices estatísticos 

consideráveis para o risco de doença. 

 

 

3.6. Diagnóstico da Mastite 

  

O diagnóstico da mastite clínica é realizado a partir da observação das alterações 

macroscópicas do leite e da presença de sinais da inflamação como dor e edema no 



  

úbere. No entanto, a mastite subclínica é caracterizada pelo aumento na contagem de 

células somáticas (CCS), devido ao afluxo de leucócitos para a glândula uma vez que 

tanto o úbere quanto o leite estarão aparentemente normais. O exame bacteriológico do 

leite, obtido em um único quarto ou em todos os quartos mamários é o procedimento 

para estabelecer se o úbere está infectado. Em surtos de mastite clínica no rebanho, ou 

em casos individuais, o isolamento dos agentes etiológicos é o método de diagnóstico 

de eleição, sendo útil, no monitoramento dos mesmos (BRITO et al., 2002). O exame 

físico do úbere deve ser feito por palpação da glândula mamária e o momento mais 

adequado para esse procedimento é imediatamente após a ordenha com o úbere vazio 

(FONSECA e SANTOS, 2001). 

 O teste da caneca telada ou de fundo escuro deve ser realizado a cada ordenha 

nos primeiros jatos de leite. A visualização de grumos no leite decorrentes de alterações 

por depósito de leucócitos permite o diagnóstico da forma clínica da mastite. O 

contraste do fundo negro da caneca com os grumos facilita a visualização de alterações 

e o diagnóstico precoce (FURLONG e RIBEIRO, 2006). Adicionalmente, os sinais 

clínicos da doença como edema, vermelhidão e dor podem ser observados (HIRSH e 

ZEE, 2003). 

 Para o diagnóstico da mastite subclínica, o ―California Mastitis Test” (CMT) 

desenvolvido por Schalm e Noorlander (1957) é um dos testes mais populares e 

práticos. Seu princípio baseia-se na estimativa da contagem de células somáticas no 

leite. Para tal, utiliza-se um detergente aniônico neutro que atua rompendo a membrana 

das células presentes na amostra de leite e liberando o material nucléico (DNA), o qual 

apresenta viscosidade. Desta forma, o resultado do teste é avaliado em função do grau 

de gelatinização ou viscosidade da mistura de partes iguais leite e reagente, sendo o 

teste realizado em bandeja apropriada. 

 A Contagem de Células Somáticas (CCS) é um critério de qualidade do leite 

utilizado por indústrias produtores e entidades governamentais em todo país para indicar 

a saúde da glândula mamária, sendo uma ferramenta de fundamental importância para 

avaliar a sanidade da glândula mamária (MILK-IDF, 1995). 



  

 Em búfalas, Silva e Silva (1994) consideraram a CCS no leite normal entre 

50.00 e 375.000 cel/mL, enquanto Galiero e Morena (2000) relataram valores entre 

50.000 e 100.000 cel/mL. No Brasil, Ceron-Muñoz et al. (2002) ao analisarem 2.693 

amostras de leite de búfalas verificaram que 80% apresentaram CCS abaixo de 70.000 

cel/mL e apenas 3,2% das amostras excederam 282.000 cel/mL. 

Em relação aos valores das contagens de células somáticas, para selecionar os 

quartos com presença ou ausência do quadro subclínico, sem necessariamente utilizar a 

confirmação microbiológica alguns autores têm considerado para bufalinos um valor 

superior a 500.000 células/ml (SINGH et al., 2002; SINGH et al., 2004; DHAKAL, 

2004). Por outro lado, Piccinini et al. (2006) sugeriram a contagem de 400.000 

células/ml como ponto de triagem.  

O exame microbiológico é considerado o método padrão para determinação da 

saúde do úbere e para o diagnóstico da mastite em ruminantes. Desse modo, medidas 

específicas de controle direcionadas ao controle da doença podem ser indicadas de 

acordo com o padrão de infecção encontrado (BRITO et al., 1999). 

Com a finalidade de se obter técnicas acuradas, rápidas e específicas para o 

diagnóstico da mastite bovina, métodos moleculares como PCR têm sido utilizados em 

diagnósticos microbiológicos (ZSCHÖCK et al., 2004). A PCR apresenta vantagens em 

comparação aos métodos tradicionais de diagnóstico, pois é altamente sensível, 

específica e rápida. Para se produzir um diagnóstico positivo são necessárias poucas 

células e estas não precisam estar viáveis; dessa forma, as amostras inadequadamente 

preservadas podem ser utilizadas (LANGE et al., 1999; PHUERKTES et al., 2001). 

 

3.7. Antimicrobianos utilizados no controle da mastite 

As decisões terapêuticas são comumente realizadas de forma empírica ou 

baseadas em informações prévias de sensibilidade para o rebanho em questão, pois 

raramente os médicos veterinários dispõem de recursos como a identificação 

microbiana e a susceptibilidade dos agentes para se tomar decisões terapêuticas no 

campo (OWENS et al., 1997).     



  

A seleção do antimicrobiano apropriado é essencial, tanto do ponto de vista da 

saúde do animal quanto da produtividade da glândula mamária. Os resultados dos testes 

de suscetibilidade aos antimicrobianos auxiliam o veterinário na escolha do 

medicamento apropriado (BRAMLEY et al., 1996).    

Para a melhor indicação terapêutica, o ideal é que seja feito o cultivo, o 

isolamento e o antibiograma do agente etiológico da mastite (LANGONI, 1995). 

Os antimicrobianos mais recomendados para o tratamento da mastite são: 

amoxilina, ampicilina, penicilina, cefquinoma, enrofloxacina, estreptomicina, 

gentamicina, oxitetraciclina, sulfamerazida e tetraciclina (ANDREI, 1999; CUNHA et 

al., 2006; NUNES et al., 2007).  

Utilizando a técnica da difusão em discos, Langoni et al. (1994) estudaram a 

sensibilidade de amostras de Staphylococcus aureus e Streptococcus agalactiae isolados 

da glândula mamária de rebanhos bubalinos no Estado de São Paulo, observando que 

dentre os antimicrobianos testados, aqueles que apresentaram maior eficiência para 

ambos os agentes foram cloranfenicol, gentamicina e oxacilina. 

Langoni et al. (2001) realizaram estudo com rebanhos bubalinos no Estado de 

São Paulo avaliando a sensibilidade bacteriana frente a diferentes drogas 

antimicrobianas e os resultados obtidos demonstraram que para Corynebacterium bovis, 

S. epidermidis e Streptococcus agalactiae, a gentamicina e a oxacilina foram os 

antibióticos de melhor ação.  

Com o objetivo de estudar o perfil de sensibilidade dos antimicrobianos aos 

agentes isolados em casos de mastite em rebanho bubalino no Rio Grande do Norte 

Cunha et al. (2006) encontraram uma boa eficácia “in vitro” para a gentamicina, 

florfenicol e enrofloxacina.   

Deve-se, entretanto, considerar que nem sempre os resultados ―in vitro‖ podem 

ser totalmente eficazes, pois vários fatores podem interferir no sucesso do tratamento 

tais como, uma reação tecidual de fibrose, a subdosagem e a produção de leite que 

diluem o medicamento e dificulta a manutenção de níveis terapêuticos, entre outros 

fatores (COSTA, 1998).  



  

 As infecções por bactérias multirresistentes em humanos e animais geralmente 

são difíceis de serem tratadas, aumentando os custos do tratamento quando comparadas 

às causadas por bactérias suscetíveis (AMYES e GEMMEL, 1997). No Brasil, mais de 

70% das cepas de S. aureus e S. epidermidis mostraram-se resistentes às penicilinas 

(COSTA et al., 1994). 

Martins et al. (1998) associaram o agravamento da resistência bacteriana ao uso 

frequente e indiscriminado de antibióticos e aos mecanismos de transferência de 

resistência entre os microrganismos. O surgimento de amostras de S. aureus 

multirresistentes nas últimas décadas foi relacionado com a pressão seletiva exercida 

por antimicrobianos (FAGUNDES e OLIVEIRA, 2004).  

Medeiros et al., (2009) estudaram a sensibilidade e o perfil de multirresistência 

antimicrobiana “in vitro” em vacas para isolados de Staphylococcus spp. e encontraram 

uma melhor sensiblilidade para a associação entre neomicina, bacitracina e tetraciclina e 

um perfil de multirresistência para oito ou mais antibióticos incluindo o grupo dos 

betalactâmicos, gentamicina e tobramicina, enrofloxacina, ciprofloxacina e 

danofloxacina. 

 Elevada resistência a vários antimicrobianos foi relatada por Machado et al. 

(2008) em 109 Staphylococcus coagulase-negativos, em que todos os isolados foram 

resistentes a pelo menos um dos antimicrobianos testados. Foi relatada elevada 

resistência à ampicilina (85%), à penicilina (93%), sulfonamidas (89%), novobiocina 

(89%), lincomicina (76%), canamicina (79%), estreptomicina, (63%), eritromicina 

(61%) e oxacilina (81%).  

 

3.8. Staphylococcus e resistência mediada pelos genes blaZ e mecA e pelo 

mecanismo de bomba de efluxo 

 Os mecanismos de aquisição de resistência podem ser classificados em dois 

grupos principais: mutação em um gene no cromossomo bacteriano ou aquisição de um 

gene de resistência de outro microrganismo, através de transdução, transformação ou 

conjugação (ITO et al., 2003). Essas modificações no genoma dos microrganismos 

normalmente estão relacionadas à mudança na enzima ou estrutura alvo; mudança na 



  

via metabólica alvo; bombas de efluxo;  inativação do antibiótico por degradação do 

antibiótico ou inibição competitiva (PRESCOT et al., 2002). 

 As penicilinas pertencem à família dos antibióticos β-lactâmicos. Dois 

mecanismos de resistência foram descritos para S. aureus. O primeiro corresponde à 

inativação da droga pela clivagem do anel β-lactâmico. A enzima responsável, β-

lactamase é codificada pelo gene blaZ presente em um plasmídeo (LOWY 2003). A 

produção dessa enzima pode ser regulada pela presença do antibiótico, através de dois 

genes adjacentes, blaI e blaR1. O primeiro é um repressor da transcrição de blaZ e o 

segundo, um anti-repressor. Quando não existe penicilina no meio, BlaI se liga ao 

promotor de blaZ, inibindo a transcrição. Quando a penicilina está presente, a proteína 

se liga à enzima BlaR1, presente na membrana celular, clivando-a, ativando o promotor 

blaZ e conseqüentemente iniciando a produção de β -lactamase (Figura 1) (ZHANG et 

al., 2001). 

 

Figura 1. Esquema do processo de sinalização para produção de β-lactamase que 

inativa a penicilina. Fonte: (LOWY 2003). 

 

 A meticilina ou oxacilina é um antibiótico derivado semisintético da penicilina, 

resistente à β-lactamase. Foi introduzida na Europa em 1959 e um ano após surgiu a 

primeira cepa de S. aureus meticilina resistente (MRSA) (VELOZQUEZ-MEZA, 



  

2005).  Bactérias do gênero Staphylococcus são patógenos importantes em infecções de 

humanos e animais. No entanto, normalmente isolados de S. aureus, bem como, de 

animais são freqüentemente resistentes a penicilinas resistentes a penicilinase, sendo 

classificados por conta deste tipo de resistência, como Methicillin Resistant S. aureus 

(MRSA). Estes microrganismos geralmente são resistentes a maioria dos agentes 

antimicrobianos comumente utilizados, incluindo aminoglicosídeos, macrolídeos e 

fluorquinolonas (BARRET, 2005). 

 Estudos epidemiológicos utilizando técnicas moleculares para avaliar cepas de 

MRSA de origem humana e animal, revelaram que possivelmente ocorre infecção 

cruzada entre animais e humanos e vice versa (MANIAN, 2003; VAN DUIJKEREN et 

al., 2004a; WEESE et al., 2006). 

 A oxacilina é o antimicrobiano recomendado para detectar resistência in vitro 

para meticilina em Staphylococcus (CLSI, 2002). A resistência à oxacilina ocorre 

devido à presença do gene mecA, que faz parte de um elemento genético móvel 

encontrado em todos os isolados MRSA, denominado cassete estafilocócico do 

cromossomo (mec - SCC mec Staphylococ cal Cassette Chromossomal). O gene mecA 

codifica proteínas ligadoras de penicilina (PBP) modificadas e não tem relação com a 

produção de β-lactamases (ENRIGHT et al., 2002; ROHRER et al., 2003).  

 A meticilina mantém o sítio de ligação à enzima PBP (Proteína Ligadora de 

Penicilina), mas devido a uma alteração estrutural, essa droga perdeu a afinidade pela β 

-lactamase, evitando assim sua clivagem por bactérias produtoras dessa enzima. A PBP 

é responsável pela ligação cruzada entre os polímeros de ácido N-acetilmurâmico 

(NAM) e N-acetilglucosamina (NAG) da parede de peptidioglicano e a inativação dessa 

enzima provoca o rompimento da parede celular resultando na lise da célula (LOWY, 

2003). 

 A resistência contra essa nova geração de penicilina foi detectada menos de um 

ano após seu lançamento, embora seu uso clínico seja extensivo ainda nos dias de hoje. 

Em S. aureus, a estratégia de resistência para essa nova penicilina mudou da inativação 

da droga como acontecia através da produção de β -lactamase para alteração da enzima 

alvo, a PBP (ITO et al., 2003). 



  

 Cada cepa de MRSA apresenta um perfil característico da proporção de células 

que crescem na presença de concentrações variadas de oxacilina e de diferentes 

condições ambientais (MARANAN et al., 1997; LOWY, 2003). A expressão da 

resistência à oxacilina no S. aureus é regulada por genes homólogos aos reguladores do 

gene blaZ, determinante da resistência à penicilina. Esses genes (mecI e mecR1) 

regulam a resposta do mecA aos betalactâmicos de maneira similar à regulação do blaZ 

pelos genes blaR1 e blaI ante a exposição à penicilina (CHAMBERS, 1997; 

MARANAN et al., 1997). Desta forma, a enzima PBP modificada, a PBP2a, apresenta a 

mesma via de sinalização da β-lactamase (Figura 1) para início de sua produção. Ou 

seja, o gene mecR1, de função homóloga ao blaR1, codifica um anti-repressor e o gene 

mecI, de função homóloga ao do blaI, codifica um repressor (Figura 2). A PBP2a possui 

função similar a da enzima PBP, porém com baixa afinidade às penicilinas. Dessa forma 

a produção da parede de peptidioglicano não é prejudicada quando a célula é exposta à 

droga. 

 

 

Figura 2. Complexo do gene mec. A estrutura de regulação do gene mecA é similar ao 

do gene blaZ, que produz a β-lactamase (Figura 1). Apesar da semelhança na cadeia de 

sinalização e do objetivo desses genes, o meio pelo qual eles conferem resistência à 

bactéria são muito diferentes. Fonte: Lowy  (2003). 

 

 Aparentemente, a origem do gene mecA está relacionada a Staphylococcus 

coagulase negativos (ARCHER et al., 1994), visto que foi detectada em S. sciuri 

susceptível, uma proteína com similaridade de 80% na sequência de aminoácidos à 

proteína codificada pelo gene mecA e sua transdução ao Staphylococcus aureus 

suscetível à meticilina (MSSA – Methicillin susceptible Staphylococcus aureus), 



  

aumentou a resistência desse microorganismo à droga e possibilitou a detecção da 

produção de PBP2a (COUTO et al., 2003). 

 O gene mecA ao contrário do gene blaZ, está localizado no cromossomo em uma 

ilha genômica chamada (SCCmec - Staphylococcal Cassete Cromossomal mec ou 

Cassete Cromossomal mec de Staphylococcus). Oito famílias de ilhas genômicas foram 

identificadas em S. aureus, todas caracterizadas pela presença de genes de virulência 

com a exceção do SCCmec que se restringe a genes de resistência a antibióticos. 

Basicamente foram caracterizados quatro tipos de SCCmec, variando de 21 a 67 Kb 

(ARCHER et al., 1994). 

 A resistência fenotípica a oxacilina é extremamente variável e depende da 

expressão do gene mecA. Essa variabilidade é reconhecida como heterorresistência 

fenotípica e se caracteriza pelo fato de que toda população bacteriana é 

heterogeneamente resistente, assim como, todas as células carregam o gene mecA, 

marcador genotípico da resistência, porém nem todas expressam fenotipicamente sua 

resistência da mesma forma (MARANAN et al., 1997).  

 Com relação ao mecanismo de resistência através da bomba de efluxo, algumas 

bactérias apresentam alterações na permeabilidade da membrana e mecanismos de 

transporte ativo que previnem o acesso de certas drogas aos seus alvos intracelulares. 

Isso constitui um mecanismo geral de resistência às drogas capaz de diminuir a 

sensibilidade a uma variedade de estruturas de drogas e compostos tóxicos. A 

resistência devido ao efluxo é caracteristicamente dependente de energia, seja aquela 

gerada pela força motora do próton ou da hidrólise do ATP (SILVA et al., 2001) 

 As bombas de efluxo são proteínas transportadoras integrantes da membrana 

plasmática bacteriana e que têm sido responsabilizadas por diversos casos de resistência 

a drogas por estarem envolvidas na extrusão de substâncias tóxicas (incluindo todas as 

classes de antibióticos relevantes) de dentro da célula para o meio externo (PAULSEN 

2003; PIDDOCK, 2006). 

 Tais bombas, em geral conferem baixos níveis de resistência em consideração 

com os altos níveis de resistência proporcionados por mutações em genes que codificam 

alvos primários desses agentes (DE ROSSI et al., 2002). No entanto, bactérias que 



  

apresentam o mecanismo de bomba de efluxo têm boa sobrevivência em um ambiente 

hostil (com presença de antibióticos) e bactérias que superexpressam bombas de efluxo 

podem ser selecionadas sem a aquisição de novo material genético (WEBBER e 

PIDDOCK, 2003). 

 Um aspecto importante relacionado às bombas é que estas podem ser específicas 

para um substrato ou podem transportar uma ampla gama de componentes de estrutura 

diferente (incluindo antibióticos de múltiplas classes). Portanto, podem estar associadas 

com resistência múltipla a drogas (LOMOVSKAYA e WATKINS, 2001). 
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ABSTRACT 

This study aimed to assess the frequency of clinical and subclinical mastitis and to 

describe the microrganisms involved in inflammatory process of the mammary gland in 

dairy buffalo herds in the Northeast of Brazil. 1,896 milk samples were analyzed from 

474 buffaloes from four dairy farms located in the States of Alagoas, Bahia, Ceará, and 

Pernambuco. After a physical examination of the mammary gland, milk secretion from 

each tit was submitted to testing using Tamis and CMT (California Mastitis test). 

Positive samples of CMT (++ and +++) and results of the Tamis test were subjected to a 



  

microbiological examination. Of the total samples studied, 90/1,896 (4.7%) exhibited 

clinical mastitis.  With respect to the CMT, it was noted that 651/1,896 (34.3%) of the 

samples submitted exhibited subclinical mastitis (scores: +, ++ e +++). Staphylococcus 

spp. were most frequently found, followed by Corynebacterium spp. and gram-negative 

bacteria. The results obtained in this study demonstrate a high incidence of clinical and 

subclinical mastitis in herds in northeastern Brazil bubaline, particularly the coagulase 

negative Staphylococci (CNS). It is recommended that better practices of milk collection be 

implemented, including the improvement of hygiene and the training milkers in order to 

reduce the frequency of disease in livestock. 

Keywords: milk, mammary gland, buffaloes, microrganisms. 

 

INTRODUCTION 

According to FAO, bubaline are the most docile animals in the planet, being 

useful to meat and milk producing as well as work in several areas of the world (28). 

The brazilian herd is composed by three Indian breeds (Murrah, Jafarabadi and 

Carabao) and one European breed (Mediterranean) introduced in Brazil by Marajó 

island in Pará state in 1895 (2). 

The bubaline herds present the same sanitary problems as bovine ones and 

among the infectious diseases, mastitis has a strong association with economic losses 

due drop in milk production and costs with therapy and prevention (5). The 

inflammatory process of mammary gland can reduce nutritive value of milk and 

compromise derivates production (22, 31). The mastitis prevalence in bubalines was 



  

determined in different countries, being 20.6%, 31.9% and 54% in Pakistan, Iraq and 

Egypt respectively (33).  

In Brazil, Langoni et al. (17) report that the most common microrganisms in 

subclinical bubaline mastitis ethiology are: Corynebacterium bovis (31.3%), 

Staphylococcus epidermidis (30.1%), Streptococcus agalactiae (26.5%), 

Staphylococcus aureus (4.8%), Acinetobacter calcoaceticus (2.4%), Pasteurella 

multocida (2.4%) e Bacillus spp. (2.4%). Cunha et al. (9) describe Staphylococcus spp. 

as the most prevalent bacteria in clinical and subclinical mastitis cases in bubalines from 

Rio Grande do Norte state. Kapronezai et al. (14) in São Paulo State found 

Staphylococcus spp. (11.8%), Corynebacterium spp. (7.25%), Streptococcus spp. 

(3.0%) and mixed infections (1.95%). Considering the few studies about bubaline 

mastitis etiology, the present study has the purpose to evaluate clinical and subclinical 

mastitis frequency, as well as the etiology of bubaline mammary glands infections in 

herds from northeast of Brazil. 

 

 

MATERIAL AND METHODS 

One thousand ninety six (1,896) milk samples from 474 bubaline females were 

analyzed. The animals were raised in four farms from Pernambuco, Alagoas, Bahia and 

Ceará states. The animals had different ages and were Murrah pure or crossbred. The 

bubaline were under intensive or semi-intensive management and submitted to 

mechanical milking. 



  

After the physical examination of the mammary gland, lacteous secretion was 

submitted to Tamis test (3) and CMT (California Mastitis Test) (27). The positive 

samples to CMT (++ e +++) and Tamis test were collected to microbiological 

examination after teat disinfection using ethanol 70ºGL. The samples were transported 

in isothermal boxes to laboratory. Ten micro liters (10l) milk aliquots were streaked 

onto 5% ovine blood agar and Sabouraud agar and incubated at 37ºC for 24h, 48h and 

72h. The morphological characteristics of the colonies (size, color and haemolysis) were 

observed, as well as the morphological and Gram stain characteristics of the bacterial 

cells (4).  

Phenotypic identification of Gram positive bacteria was performed according to 

Quinn et al. (25). The biochemical tests employed to Staphylococcus spp. classification 

were free coagulase production, DNAse and catalase, according to Silva et al. (29). 

Acetoin production, glucose (anaerobiosis) and mannitol (aerobiosis and anaerobiosis) 

fermentation proves were performed according to Mac Faddin (18). The isolates 

belonging to Enterobacteriaceae family were classified using the following biochemical 

tests: urease production, triple sugar iron agar reactions, methil red / Voges-Proskauer, 

SIM agar reactions and citrate utilization (4). Candida spp. yeasts were identified 

according to Kreger Van Rij (16). 

The absolute and relative frequency statistical analysis was performed according 

to Sampaio (26) descriptions. 

 

 

 



  

RESULTS 

In the CMT test, 802 from 1,896 milk samples (42.2%) were classified as 

mastitic (sub clinically). The score positivity percentage were 18.0% to ++ score, 16.3% 

to +++ score and 8.0% to + score.  The isolated microrganisms from clinical and 

subclinical bubaline mastitis are presented in table 1. From 1,896 analyzed samples, 

90/1,896 (4.7%) demonstrated clinical mastitis by Tamis test and from these 19/1,896 

(1.0%) had chronic mastitis with tissue atrophy, whose milk collection for 

microbiological culture were not possible. Fifty one milk samples (71.8%-51/71) were 

positive in bacteriological analyses. The most prevalent bacteria were Staphylococcus 

spp (42.2%), followed by Corynebacterium spp (11.3%) and Gram-negative bacteria 

(5.6%).  

When the brazilian states were analyzed, in Pernambuco, from 27 CMT positive 

samples 24 were positive for bacteriologic culture. The etiologic agent most frequent 

was Staphylococcus spp., being one coagulase positive Staphylococci (CPS) and 12 

CNS. In Alagoas state, from 392 samples 77 were positive for microbiologic culture. 

The most identified genus was Staphylococcus spp., being two CPS and 54 CNS. In 

Bahia, from 960 milk samples collected, clinical mastitis was found in 62 and 31 

samples were positive for bacteriologic culture. From 300 positive samples in CMT test 

123 presented bacterial growth. Once again Staphylococcus spp. were the microrganism 

more frequent, being three S. aureus, 34 CPS and 70 CNS. In Ceará, from 288 analyzed 

samples, four presented clinical mastitis, being isolated bacterial from one of them. In 

positive samples to CMT (n= 228) test, 101 were positive in the culture. Gram-negative 

bacteria were more prevalent in bubaline mastitis etiology in Ceará state, being 



  

Escherichia coli (n= 25), and Klebsiella spp. (n= 8). All 28 Staphylococcus spp. isolates 

were classified as CNS. 

 

DISCUSSION 

The early diagnosis of mastitis is very important to reduce economic losses and 

increase success in treatment of diseased animals (1). CMT is a very useful test to 

detection of subclinical mastitis in cattle. The use of CMT test in mastitis diagnosis is 

controversial (9, 21, 24). Considering the high prevalence of carriers in buffaloes, CMT 

test may be not useful to a precise mastitis diagnosis (9, 24). Muhammad et al. (21) 

found a strong association between CMT and Surf field mastitis test (SFMT) positive 

results and mastitis in buffaloes from Pakistan. Besides relationship among Somatic 

cells count, mastitis and intramammary infections are reported (11, 19).      

Studies about bubaline mastitis are rare and few animals were evaluated in these 

surveys (1, 9, 12).  In northeast of Brazil, studies were generally designed in a punctual 

manner, what stress the importance of the more thorough researches like here. In 

Pernambuco state, Oliveira et al. (24) observed 13% de CPS  and 42% CNS. In São 

Paulo state Costa et al. (8) evaluated 778 bubaline female and found a clinical mastitis 

prevalence of 0.44% and subclinical mastitis of 7.15%. These results are in according to 

observed in this study since subclinical cases were more frequent that clinical ones.  

In Ceará state, coliform bacteria were associated to clinical and subclinical 

mastitis. The same findings were described by Oliveira (23) who isolated enterobacteria 

in 8.8% of bubaline milk samples in São Paulo state. According to El-Khodery and 

Osman (13) mastitis by coliform may present several clinical signs of udder infection 



  

with some systemic reactions. These differences in mastitis pathogenesis may be 

associated to genetic diversity of bacterial isolates (32).  

Some factors are associated to higher incidences of Gram-negative bacteria in 

Ceará as bubaline farms like reflux of disinfectant in pre and post dipping and use of not 

treated water to clean teat and facilities. Buffaloes were carried under semi intensive 

systems that permit to spread of Gram-negative pathogens from the environment. 

Muhammad et al. (20) suggest that aquatic behavior of bubaline can increase 

environmental mastitis infections rates, as well as the bedding material (13). 

In farms from Pernambuco, Alagoas e Bahia states, the most frequent isolated 

bacteria type were Staphylococcus spp.  From 203 Staphylococcus spp. isolates, 1.5% 

(3/203) were identified as S. aureus, 18.2% (37/203) as CPS and 80.3% (163/203) as 

CNS. Other brazilian studies reported that Staphylococcus spp. are the most frequent 

etiologic agent of buffaloes mastitis. These bacteria are transmitted only during the 

milking and are very important to understand epidemiology of bubaline mastitis (15, 

20).  

The relevance of CNS in intrammary infection increased in recent years. These 

agents were considered with low importance in infectious process of mammary glands. 

However, Costa et al. (7) stress the increase in bubaline masttis caused by CNS. This 

high prevalence is found in this study. According to Taponen and Pyörälä (30), CNS 

becomes the most prevalent etiologic agent of udder infection in cattle in some 

countries. Although with middle clinical signs these pathogens are more persistent in 

the udder, as well as associated to high economic losses by fall in milk quality and 

quantity.   



  

The source of CNS are unclear and the bacteria may be found in teat canals, skin 

and other extramammary sites (30). Several studies have concluded that the major 

transmission route of Staphylococcus spp. is the milker hands by poorly milking 

hygiene and fails in equipments sanitization. Health education measures about the 

critical control points must be adopted with the goal of reducing the Staphylococcus 

spp. prevalence in the herds. In all bubaline milking farms where Staphylococcus spp. 

were the most prevalent pathogen, critical points were identified as problems in pre and 

post dipping; fail in milk equipments maintenance, no trained milker; poorly hygiene in 

milking room; fails in equipments sanitization and absence of milking line.  

Other important milk pathogens were isolated from bubaline females. 

Corynebacterium spp. and Streptococcus spp. were less prevalent than those described 

by Langoni et al. (17) and Ahmed et al. (1), but higher than observed by Dhakal et al. 

(12).  Staphylococcus spp., Streptococcus spp. and Corynebacterium spp. are the most 

prevalent agents in bubaline mastitis in Brazil (17). Candida spp. was isolated in 0.8% 

of milk samples. The same results were reported by Chhabra et al. (6). Mastitis micotic 

by Aspergillus fumigatus was reported in Brazil and was associated to previous 

antibacterial treatment (24).   

According to Cunha Neto (10), the bubaline milking may be guided by the same 

criteria for bovine one. In buffaloes, actions related to improving the quality of raw milk 

must be assumed. Among these strategies are improved hygiene and sanitization of 

milking room and equipments, good manipulation practices, sanitary management of 

the herds, mastitis control and good water supply. 



  

The results of this study show a higher clinical and subclinical mastitis 

frequency in Brazilian Northeast bubaline herds. The most prevalent bacteria were 

coagulase negative Staphylococcus spp. The good practices to obtain milk, facilities 

sanitization and milker education can decrease mastitis prevalence in bubaline herds. 

 

Etiologia da mastite bubalina no Nordeste do Brasil 

Resumo: Este estudo teve como objetivo avaliar a freqüência de mastite clínica e 

subclínica e descrever os microrganismos envolvidos no processo inflamatório da 

glândula mamária nos rebanhos de búfalo leiteiro no nordeste do Brasil. Foram 

analisadas 1.896 amostras de leite provenientes de 474 búfalos em quatro propriedades 

leiteiras localizadas nos estados de Alagoas, Bahia, Ceará e Pernambuco. Após o exame 

físico da glândula mamária, as amostras de leite foram submetidas aos testes da caneca 

do fundo preto e CMT (California Mastitis Test). As amostras positivas para o CMT (+ 

+ e + + +) e para a caneca do fundo preto foram submetidas ao exame bacteriológico. 

Do total de amostras estudadas, 90/1.896 (4,7%) apresentaram mastite clínica. Com 

relação ao CMT, observou-ser que 651/1.896 (34,3%) das amostras demonstraram 

mastite subclínica (pontuações +, + + e + + +). Staphylococcus spp. foram os 

microrganismos mais freqüentes, seguidos de Corynebacterium spp. e Gram-negativas. 

Os resultados obtidos neste trabalho demonstram uma elevada incidência de mastite 

clínica e subclínica em rebanhos bubalinos no nordeste do Brasil, especialmente 

causadas por Staphylococcus coagulase negativa (CNS). Recomenda-se que o processo 

de coleta de leite seja aprimorado, incluindo melhorias na higiene e treinamento de 

ordenhadores a fim de reduzir a freqüência da doença no gado. 
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Table 1.  Isolated microrganisms from clinical and subclinical mastitis cases in 

bubaline herds in Northeast of Brazil. 

Microrganisms        F.A       F.R. 

Staphylococcus spp 185 49,4 

Streptococcus spp 14 3,7 

Corynebacterium spp 87 23,2 

Micrococcus spp 07 1,8 

Bacillus spp 02 0,5 

Candida spp 03 0,8 

Gram negative 62 16,5 

Mixed infections   

Staphylococcus spp + Corynebacterium spp 08 2,1 

Corynebacterium spp + Gram negative 02 0,5 

Staphylococcus spp + Gram negative 08 2,1 

Corynebacterium spp + Micrococcus spp 01 0,2 

Gram negative + Bacillus spp 01 0,2 

Staphylococcus spp + Bacillus spp 01 0,2 

Staphylococcus spp + Candida spp 01 0,2 

Total 
(1) 

374  

 

(1) - Considering that a same animal can carry more than one bacteria only the 

number used to percentual determination are adopted, 
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Abstract 

Persistent buffalo mastitis due Staphylococcus spp. brings many economic losses and 

may be resistant to antimicrobial therapy. The aim of present study was to determine 

resistance patterns and the presence of mecA, blaZ and efflux pump in Staphylococcus 

spp. isolated from buffaloes mastitis in Brazilian herds. Antimicrobial susceptibility was 

determined by disk diffusion test and the presence of mecA and blaZ genes by PCR. 

Efflux pump screening test was performed by growing in Muller Hinton agar containing 

ethidium bromide. The percentual of resistance to tested drugs were: 71.8% to penicillin, 

49.2% to amoxicillin, 65.8% to oxacillin, 62.3% to cefquinome, 44.7% to cephalonium, 

45.2% to ciprofloxacin,  32.6% to enrofloxacin, 58.7% to erythromycin, 42.7% to 

florfenicol, 34.6% to gentamicin, 35.1% to trimethoprim:sulfamethoxazole, 8.5% to 

tetracycline + neomycin + bacitracin, 43.2% to cephalothin, 38.1% to streptomycin, 

58.7% to tetracycline, 31.6% to norfloxacin, 45.2% to ceftriaxone, 43.2% to 

nitrofurantoin, 57.7% to doxycycline and 53.7% to cephalexin. Simultaneous resistance 

to four antimicrobial drugs groups or more were observed in 112 isolates, as well as 

mecA (11), blaZ (79) genes and efflux pump (47). Staphylococcus spp. isolates from 
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mastitis in bufalloes from Brazil show different level of resistance and caution may be 

adopted concerning therapy choice aiming to minimize public health risk.    

Keywords: Bubalines, milk, multi drug resistance, mecA, blaZ, efflux pump. 

 

1. Introduction 

 Mastitis is one of the most important problems for ruminant dairy herds around 

the world (Getahum et al., 2008). The economic losses are associated to drop in quantity 

and quality of milk production, as well as to increased costs with treatment and control 

programs (Dhakal et al., 2002; Dhakal et al., 2007). Mastitis is defined as a multi 

factorial disease associated to inflammatory processes in the mammary gland 

(McDougall et al., 2009).  

 The Brazilian herds are composed by three Indian breeds (Murrah, Jafarabadi 

and Carabao) and one European breed (Mediterranean) introduced in Brazil by Marajó 

island in Pará state in 1895 (Amorim Junior et al., 2002). In Brazil, many studies report 

mastitis prevalence around 40% of buffaloes in a farm (Langoni et al., 2001; Cunha et 

al., 2006). The major etiologic agents in subclinical mastitis are Coagulase-Negative 

Staphylococci (CNS), Staphylococcus aureus, Streptococcus spp. and Corynebacterium 

spp. (Oliveira et al., 2004; Cunha et al., 2006). 

 S. aureus has been recognized as the most important bacterial pathoger in 

ruminant mastitis (Aires-de-Souza et al., 2007). CNS are considered emerging agents of 

subclinical or mild clinical mastitis (Taponen and Pyörälä, 2009). In a Review of CNS 

mastitis epidemiology, Taponen and Pyörälä (2009) stress that the origin of CNS are 

unclear and may be in the teat canal, skin and other extramammary sites. CNS tends to 

be more resistant to antimicrobial drugs that S. aureus and associated to persistent 

infections (Taponen and Pyörälä, 2009). The resistance of S. aureus is well determined 



  

and may be enhanced by mutation, evolution and transference of mobile genetic 

elements (Lowy, 2003; Perez et al., 2008; Jayaraman, 2009). Multi Drug Resistance 

(MDR) may be found in S. aureus and CNS isolates from mastitis (Taponen and 

Pyörälä, 2009; Kumar et al., 2009). 

 Two genetic mechanisms are associated to B-lactams antibiotic class resistance 

in Staphylococcus spp. (Olsen et al., 2006). The most important is the B-lactamase 

production that may be mediated by the blaZ gene (Olsen et al., 2006; Taponen and 

Pyörälä, 2009). Methicillin (and B-lactams) resistance is also associated to mecA gene 

which codes for PBP2a, a cell wall synthetic protein with low affinity in binding to B-

lactams (Lowy, 2003; Katayama et al., 2005). Leonard and Markey (2008) suggest that 

mec cassette was acquired by S. aureus from CNS. 

 The decrease in intracellular concentration of antimicrobial drugs is a very 

important strategy to antimicrobial resistance (Hassan et al., 2007). Efflux mediated 

antimicrobial resistance are based on a cell process energy-dependent and associated to 

resistance against several drugs as macrolides and disinfectants (Butaye et al., 2003; 

Bjorland et al., 2005). These mechanisms are described in gram positive and gram 

negative bacteria, including Staphylococcus spp. isolates from mammary gland 

infections (Hassan et al., 2007; Bjorland et al., 2005). 

 The present study aims to determine the antimicrobial resistance of 

Staphylcoccus spp. isolated from mastitis in buffaloes form northeastern (Bahia, 

Alagoas, Pernambuco and Ceara States) Brazilian herds, as wel as to know the 

prevalence of antimicrobial resistance determinants as mecA and blaZ genes and efflux 

pump.  

 

 



  

2. Material and Methods 

2.1. Bacterial 

 One hundred ninety nine (199) Staphylococcus spp. isolates from buffaloes 

mastitis were analyzed. Animals were from Pernambuco (n=7), Alagoas (n=57), Bahia 

(n=105) and Ceará (n=30) states. The animals had different ages and were pure Murrah 

or crossbred and were raised under intensive or semi-intensive management and 

submitted to mechanical milking. The biochemical tests employed to Staphylococcus 

spp. classification were free coagulase production, DNAse and catalase, according to 

Quinn et al. (1994). 

 

2.2. Antimicrobial  susceptibility test 

 The resistance pattern of Staphylococcus spp. isolates was determined by disk 

diffusion test (CLSI, 2006). The tested drugs were: penicillin (10IU), amoxicillin 

(30g), oxacillin (5 g), cefquinome (8 g), cephalonium (30 g), ciprofloxacin (30 

g), enrofloxacin (5 g), erythromycin (10 g), florfenicol (30 g), gentamicin (30 g), 

trimethoprim:sulfamethoxazole (25 g), tetracycline + neomycin + bacitracin ( g g), 

cephalothin (30 g), streptomycin (10 g), tetracycline (30 g), norfloxacin (10 g), 

ceftriaxone (30 g), nitrofurantoin (30 g), doxycycline (30 g) and cephalexin (30 

g). The MDR rate was calculated by dividing the number of resistant antimicrobial 

groups by total of tested antimicrobial groups (Krumperman, 1983).  

 

2.3. PCR for mecA and blaZ genes 

 For the mecA and blaZ genes detection, primers and cycle conditions described 

by Murakami et al. (1991) and Sawant et al. (2009) were used. Bacterial genomic DNA 

was obtained by thermal extraction (Greco et al., 2008). Two micro liters of template 



  

DNA was added to 23 ml of master mix containing 4pmol of primer, 0,4 mM of dNTPs 

mix, 1U of Taq DNA polimerase (Ludwig- Biotec), buffer (10mM Tris-HCl [ph 8,5] and 

50mM KCl), 2 mM of MgCl2. As positive control, DNA from Methicillin Resistant 

Staphylococcus aureus (MRSA) was used. The amplicons with 214 bp (mecA) and 517 

bp (blaZ) were verified in 1.5% of agarose gel stained with ethidium bromide 

(0.5μg/mL) and observed under UV illumination. 

 

2.4. Efflux pump detection 

 In order to screen the efflux pump in Staphylococcus spp. an ethidium bromide 

procedure was selected (Bjorland et al., 2007). Isolates were grown in Mueller Hinton 

Agar (MH) containing ethidium bromide (0.5 mg/ml). The efflux mediated resistance 

was considered present when colonies did not show any fluorescence under UV 

examination.  

 

3. Results 

 The amount of Staphylococcus spp. resistant isolates in disk diffusion test may 

be observed in figure 1. The resistance percentage to tested drugs were: 71.8% to 

penicillin, 49.2% to amoxicillin, 65.8% to oxacillin, 62.3% to cefquinome, 44.7% to 

cephalonium, 45.2% to ciprofloxacin, 32.6% to enrofloxacin, 58.7% to erythromycin, 

42.7% to florfenicol, 34.6% to gentamicin, 35.1% to trimethoprim:sulfamethoxazole, 

8.5% to  tetracycline + neomycin + bacitracin, 43.2% to cephalothin, 38.1% to 

streptomycin, 58.7% to tetracycline, 31.6% to norfloxacin, 45.2% to ceftriaxone, 43.2% 

to nitrofurantoin, 57.7% to doxycycline and 53.7% to cephalexin. Concerning MDR 

rate, it varies among 0 to 1 (figure 2). Eighteen (9%) Staphylococcus spp. isolates were 

sensitive to all antimicrobial drugs tested.  Multi resistant isolates (n=112) to four or 



  

more antimicrobial drugs groups simultaneously were observed in this study (table 1). 

Forty seven (23.6%) Staphylococcus spp. isolates were resistant to all tested drugs. 

 PCR amplifications for mecA and blaZ genes were positive in 11 (5.5%) and 79 

(39.6%) of Staphylococcus spp. Isolates, respectively. Both genes were simultaneously 

amplified in 9 (4.52%) isolates (Table1). One hundred eighteen isolates were negative to 

both mecA and blaZ gene.  

 In the screening test for efflux pump, 47 isolates (23.61%) were considered 

positive. This number is lower than the number of erythromycin (macrolide) resistant 

isolates (n = 117). The association among mecA, blaZ and efflux pump were observed in 

five Staphylococcus spp.  

 

4. Discussion 

 Buffaloes mastitis brings very high economic losses and the need for 

antimicrobial therapy (Langoni et al., 2001; Cunha et al., 2006; Dhakal et al., 2007). The 

selection of resistant bacteria after antimicrobial therapy is a preoccupying problem in 

veterinary medicine (Kumar et al., 2009). The multi resistance of Staphylococcus spp. 

isolates from ruminant mastitis is increasing, especially among CNS (Pitkälä et al., 

2004; Taponen and Pyörälä, 2009).  

 Studies performed with Staphylococcus spp. found a high percentage of isolates 

showing sensitivity to all tested drugs (Aires-de-Souza et al., 2007; Pitkälä et al., 2004). 

In the present study, this was observed only in eighteen isolates, which is in accordance 

to the descriptions of Kumar et al. (2009), evaluating S. aureus from cattle mastitis. The 

MDR rates observed here were higher than those described by Pitkälä et al. (2004) and 

Sawant et al. (2009).   



  

 The resistance of Staphylococcus spp. to B-lactams is well determined and 

associated to penicillin ring inactivation and production of PBP2a (Lowy, 2003). The 

percentage of resistance to B-lactams was variable, wih the higher to penicillin (71.8%) 

and lower to cephalonium (44.7%). These results are higher than those described by 

Aires-de-Souza et al. (2007), which evaluated the resistance of Staphylococcus spp. 

from different ruminant species, being 33 from buffaloes. In CNS from bovine milk, 

lower resistance to B-lactams was detected (Sawant et al., 2009). However, Kumar et al. 

(2009) and Rabello et al. (2005) reported similar results to these presented here. 

 According to Taponen and Pyörälä (2009), CNS are more resistant than S. aureus 

and may be a source of resistance genes to B-lactams. High resistance level to specific 

antibiotic may be associated to frequent and long use (Pitkälä et al., 2004; Kumar et al., 

2009). There is low antimicrobial drug usage in the buffaloes analyzed here, but the 

animals were raised closed to cattle, where the use of antimicrobial drugs is significantly 

high.   

 Resistance to oxacillin, a marker for methicillin resistance, was found in 65.8% 

of the Staphylococcus isolates more than observed by mecA amplification by PCR 

(5.52%). Ten mecA positive isolates were resistant to oxacillin. One mecA positive 

isolated in PCR was oxacillin sensitive. Same results were reported by Kumar et al. 

(2009), suggesting that variations in resistance expression may be associated to growth 

conditions. According to Guérin Faulblée et al. (2003), methicillin resistant 

Staphylococcus spp. are unusual in veterinary medicine. In Brazilian buffaloes, 

Staphylococcus spp. isolates mecA (5.5%) and blaZ (39.6%) genes were detected by 

PCR, in accordance to Olsen et al. (2006), which suggest that blaZ is the most important 

mechanism to B-lactam resistance. In cattle CNS, the presence of mecA (7.14%) and 

blaZ (18.45%) genes were reported by Sawant et al. (2009). Soares et al. (2008), 



  

studying mecA gene in animal and animal CNS isolates, describe a frequency of 5.6% 

only in animal samples. Aires-de-Souza et al. (2007) did not find MRSA in buffaloes 

isolates. Vesterholm-Nielsen et al. (1999) found 100% of occurrence of blaZ gene in 

penicillin resistant S. aureus in Denmark. CNS may be the origin of mecA gene in S. 

aureus, but the same did not occur to blaZ gene (Olsen et al., 2006; Leonard and 

Markey, 2008). However, the transference of mecA and blaZ pool of genes may occur 

among human and animal Staphylococcus spp. isolates (Vesterholm-Nielsen et al., 1999; 

Katayama et al., 2005; Olsen et al., 2006).  

 Staphylococcus spp. may harbor blaZ and mecA gene simultaneously (Sawant et 

al., 2009). Similar results were observed in the buffaloes isolates analyzed here. The 

blaZ and mecA are penicillin binding proteins with a common ancestor (Hiramatsu, 

1995). The genes are co-repressed to prevent a toxic overexpression of one of these 

proteins (Rosato et al., 2003).   

 In accordance to present study, mastitis Staphylococcus spp. isolates presenting 

higher resistance percentual were described by Sawant et al. (2009) in CNS from dairy 

cattle. The same result was reported by Kumar et al. (2009) studying S. aureus 

sensitivity in cross breed cattle. However, Pitkälä et al. (2004) reported low resistance to 

tetracycline and macrolides due to a decrease in antimicrobial drug usage in Finland. 

 Out of 117 erythromycin resistant isolates, 47 presented efflux pump in MH agar 

containing ethidium bromide. The resistance to macrolides and tetracycline may occur 

due to several mechanisms other than efflux pump, such as modification enzymes and 

ribosome protection (Gatermann et al., 2007; Butaye et al., 2003; Hassan et al., 2007). 

No identified resistance mechanisms are usual in CNS isolates with macrolide resistance 

(Fiebelkorn et al., 2003). There are differences in the occurrence of resistance 



  

mechanisms for erythromycin related to geographic localization of Staphylococcus spp. 

isolates (Gatermann et al., 2007).  

 Five isolates presented three mechanisms to antimicrobial resistance 

simultaneously. The same results were reported by Sawant et al. (2009). This indicated 

the spread of mechanisms associated to antimicrobial resistance among Staphylococcus 

spp. in Bazilian buffaloes. Aires-de-Souza et al. (2007) reported genetic relationship of 

Brazilian buffalo S. aureus isolates to human and ruminants.   

 Laboratory antimicrobial susceptibility tests may be an excellent indicator of 

therapy success in herds infected by CNS (Sawant et al., 2009). Here, quinolones and 

gentamicin presented lower resistance results. The same results are described by Kumar 

et al. (2009). Gentamicin and enrofloxacin are considered the most effective drug to use 

in buffalo and cattle S. aureus mastitis treatment (Ibqal et al., 2004; Hussain et al., 

2007). Association of antimicrobial drugs may be useful to antimicrobial therapy in 

mastitis (Oliveira et al., 2000). Here, the lowest resistance was obtained with a three 

drug combination (tetracycline + neomycin + bacitracin), suggesting potential for 

mastitis treatment.  

 

5. Conclusions 

 Buffaloes Staphylococcus spp. isolates show differences in resistance patterns 

with penicillin the highest and the tetracycline + neomycin + bacitracin association the 

lowest. MDR was observed among Staphylococcus spp. isolates. Genes associated to B-

lactams resistance (mecA and blaZ) were amplified by PCR. Efflux pump were detected 

in resistant isolates.  
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Figure 1 - Number of resistant Staphylococcus spp. isolates in disk diffusion test. 

Where: PEN: penicillin; AMO: amoxicillin OXA: oxacillin; CEQ: cefquinome; CNM: 

cephalonium; CIP: ciprofloxacin; ENO: enrofloxacin; ERY: erythromycin; FLF: 

florfenicol; GEN: gentamicin; NBT: tetracycline + neomycin + bacitracin; CEP: 

cephalothin; STR: streptomycin; TET: tetracycline; NOR: norfloxacin; CRO: 

ceftriaxone; NIT: nitrofurantoin; DOX: doxycycline; CFL: cephalexin; SUT: 

sulphazotrin. 

 

 



  

 

Figure 2 - MDR rates of Staphylococcus spp. isolates 

from Brazilian buffaloes.      

   

 

Table 1. Distribution of resistance genes according to multi drug resistance rates in 

Staphylococcus spp. from buffalo mastitis in Brazil.  

MDR Rates blaZ + mecA + blaZ - mecA - blaZ + mecA - blaZ - meCA + 

0 0 11 7 0 

0,13 0 17 7 0 

0,25 0 16 5 0 

0,38 2 13 9 0 

0,5 1 9 7 0 

0,63 0 8 4 0 

0,75 1 8 6 1 

0,88 1 12 7 0 

1 4 24 18 1 

Total 9 118 70 2 

MDR: Multi drug resistance 
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ABSTRACT – Risk factors for subclinical mastitis were studied in 474 female 

buffaloes proceeding from four dairy farms located in the states of Pernambuco, 

Alagoas, Bahia and Ceará. Milk samples (n=1,896) of lactating female buffaloes were 

examined for somatic cells count (CCS) and microbiologic exam, and a questionnaire 

composed by objective questions was applied in order to obtain animals and herd 

management data. Risk factors analysis was performed in two stages: univariate and 

mutivariate analysis. Two analysis were performed, one considering the animal 

classification for SCC as the dependent variable (<400,000 – negative; >400,000 – 

positive) and another, considering the microbiologic exam result (positive and 

negative). In the multivariate analysis considering SCC as dependent variable, the lack 

of teat washing was the only variable identified as a risk factor, so that farms without 

this procedure before the milking presented risk of infection of 2.68 (I.C. 1.49 – 4.83). 

In the multivariate analysis considering the microbiologic exam as dependent variable, 
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it was observed that properties that performed the cleaning of the milking equipment 

manually presented risk of 1.85 (I.CI. 1.32 – 3.64), which was higher than those 

properties that performed the cleaning mechanically (p=0.019). Risk factors for the 

occurrence of subclinical mastitis in dairy buffaloes in Brazilian Northeast farms were 

related to the characteristics of improper milking management. Risk factors identified in 

this study must be carefully corrected in order to reduce the frequency of mastitis cases, 

and therefore, contribute for disease control and prevention in the herds. 

Key Words: buffaloes, mastitis, milking, risk factor 

 

INTRODUCTION 

 Buffaloes present the same sanitary problems as bovine, stressing mastitis, 

which is considered the disease that affects the most the profitability of dairy farms, 

from production losses as much as to the annual costs in prevention and treatment. The 

disease interferes directly in the milk quality and countless efforts have been made for 

its control and prevention (PEDRINI; MARGATHO, 2003; FREITAS et al., 2005 

CARVALHO et al., 2007). It is an illness of multi-etiologic and multifactorial origin 

that assaults the majority of the world’s dairy herd and causes problem in the whole 

productive chain, even for the consumer, which may receive a final product of low 

quality (COSTA, 1999).  

 Factors associated to the handling and characteristics such as herd size and type 

of milking (manual or mechanic) and procedures during the milking (the lack of 

disinfection before and after the milking), the improper functioning of the milking 

machine and the lack of milker’s training and motivation were associated to the 

occurrence of new intramammary infection in bovine cattle, and consequently, the 

increase of CCS in the milk (OLIVER et al., 1993; BRITO et al., 1998; SPENCER, 

2002). 

 Souza et al. (2005) developed a study on risk factors for bovine mastitis and 

verified that the methodology of analysis allowed the identification of likely risk factors 



  

for high CCS of the herd and for specific mastitis pathogens likely risk factors identified 

were the lack of adoption of the milking line, feeding animals during the milking 

procedure and the lack of teat antisepsis after milking.  

 Coentrão et al. (2008) found as risk factors for subclinical mastitis, animals with 

the base of the udder along or below the hocks, cracks or fissures in the rubber parts of 

the milking machine, unsuitability of the teat holders, cleaning deficiency of the 

pulsators, lack of the milker’s training, not using the microbiologic diagnostic for 

mastitis, immersion of the teat holders set in disinfectant solution between the milking 

of distinct animals and total insertion of the antibiotic cannula into the teats at the cow 

drying. 

 In Brazil, published papers on risk factors in ruminants are still scarce. For the 

bubaline species, no references were found on this subject in the consulted literature. 

Hence, the aim of this work was to identify the risk factors associated to subclinical 

mastitis in bubaline herds in Northeastern states of Brazil. 

 

MATERIAL AND METHODS 

One thousand eight hundred and ninety six milk samples from 474 buffaloes 

proceeding from four dairy farms located in the states of Pernambuco, Alagoas, Bahia 

and Ceará were analyzed. Herds were composed of Murrah crossbred animals at 

different ages and at different lactation stages. Animals were raised under intensive or 

semi-intensive management and submitted to canalized mechanic milking and bucket 

milking. 

Milk samples were submitted to California Mastitis Test (CMT) (SCHALM; 

NOORLANDER, 1957) and positive samples were collected for somatic cells count 

(SCC) in appropriate flasks containing the preservative Bronopol®, and immediately 



  

cooled. SCC was performed in electronic equipment SomaCount 300, by the flow 

cytometry method (MILK, 1995).  

Sample collection for the microbiologic exam was performed after previous teat 

washing with water and soap, drying with towel paper and ostium antisepsis with 

alcohol 70ºGL. Five mL of milk were collected in sterilized flasks with threaded caps, 

previously identified with the name or number of the animal and mammary quarter, 

properly sent to the laboratory in isothermal boxes containing recyclable ice for 

processing. 

Aliquots of 10μL of milk were seeded in agar base enriched with 5% of shep 

blood and incubated in bacteriological oven at 37ºC, performing reading after 24, 48 

and 72 h. Further, the morphologic characteristics of colonies as size, type, color and 

hemolysis were observed. Cell arrangement and morphotinctorial characteristics to the 

Gram technique were observed at the microscopy (CARTER, 1988).  

Classification of Gram-posiitve bacteria was performed according to Quinn et al. 

(1994). For the identification of the Staphylococcus spp isolates, biochemical proofs 

were developed as production of free coagulase, DNase and catalase, according to Silva 

et al. (1997). Proofs for acetoin production, fermentation of glucose (anaerobiosis) and 

manitol (aerobiosis and anaerobiosis) were performed according to Mac Faddin (1980). 

After the tests, isolates were classifed as Staphylococcus aureus (S. aureus), if positive 

in every test; as Staphylococcus coagulase-positive (SCP), if positive for the coagulase 

production, glucose fermentation in anaerobiosis and catalase, but negative for any 

other test; as Staphylococcus coagulase-negative (SCN), when bacteria could not 

coagulate the rabbit plasma, presented staphylococcus characterstics at the Gram 

staining technique, fermented glucose in anaerobiosis and produced calatase (BAIRD-

PARKER, 1990). 



  

For the enterobacteria identification, the following biochemical proofs were 

applied: urease production, reaction in Triple Sugar Iron (TSI) Agar, test of MR/VP 

(MR – Methyl Red reaction; VP - Voges-Proskauer reaction), test in Agar SIM (S - H2S 

production; I – Indole production; M - motility) and test in citrate agar (citrate’s carbon 

utilization), being identified according to Carter (1988).  

For the risk factors study, questionnaires were applied to the farms managers, 

composed by objective questions in order to obtain information about the property 

(breed characteristic, breeding management, water source, veterinary assistance, type of 

milking, buffaloes up to the third lactation); milking handling (flies control, strip-cup 

test, teat washing before milking, dry cow therapy, clinical mastitis treatment, 

antibiotics shift) and hygiene of milking equipments (time of utilization of the milking 

equipment, cleaner utilization, cleaning of the milking equipment, milker’s hygiene 

habits).  

Risk factors analysis was performed in two stages: univariate and multivariate 

analysis. In the first analysis, the animals’ classification for SCC was considered as the 

dependent variable (<400,000 – negative; > 400,000 – positive) and in the second 

analysis, the microbiologic exam result (positive and negative) was considered as the 

dependent variable. Variables presenting p value ≤ 0.15 in the chi-square or the Fisher’s 

exact test when indicated (ZAR, 1999) were selected and used in the multivariate 

analysis, by using the multiple logistic regression (HOSMER; LEMESHOW, 2000). 

Collinearity among predictor variables was verified by correlation analysis and for those 

that presented strong collinearity (p < 0.05), one of them was excluded from the 

multiple analysis according to the biologic plausibility (DOHOO et al., 1996). 

Significance level adopted in the multiple analyses was 5%. Analyses were developed 

by using the program SPSS 13.0 for Windows. 



  

RESULTS AND DISCUSSION 

 By analyzing the farms’ productive profile, it was observed that all farmers were 

raising buffaloes for over than five, with the predominance of the Murrah breed, with 

50% of pure animals and 50% crossbred. Predominant breeding system was semi-

intensive (75%), followed by the intensive system (25%). All the farms used mechanic 

milking, of which 75% presented the bucket milking system and 25%, the canalized 

system. 

 In the univariate analysis, considering the somatic cell count as the dependent 

variable, the variables identified as risk factors associated to SCC higher than 400,000 

cells/mL were: type of milking, number of lactations, teat washing, antisepsis, dry cow 

therapy, clinical mastitis treatment, antibiotics shift, time of equipment utilization and 

milker’s habit (table 1). However, in the multivariate analysis, it was observed that only 

the variable lack of teat washing before milking was confirmed as risk factor for the 

mammary gland infection with OR= 2.68 (I.C. 1.49 – 4.83). 

Table 1. Univariate analysis results for the factors associated or not to bubaline mastitis 

considering the somatic cells count in buffaloes milk 

Variable 
Total of 

animals 

Positive 
p 

N % 

Breed     

Pure 88 47 53.4  

Crossbred 230 119 51.7 0.888 

Breeding system     

Intensive 69 37 53.6  

Semi-intensive 249 129 51.8 0.896 

Water source     

Still  69 37 53.6  

Still + running 249 129 51.8 0.896 

Veterinary assistance     

Permanent 88 47 53.4  

Temporary 230 119 51.7 0.888 

Tipe of milking      

Mechanic bucket milking 153 93 60.8  

Mechanic canalized 165 73 44.2 0.005* 

Bufaloes up to 3
rd

 lactation (%)     



  

0 – 59 165 73 44.2  

≥ 60 153 93 60.8 0.005* 

Flies control     

Yes 88 47 53.4  

No  230 119 51.7 0.888 

Strip-cup tes     

Yes 299 156 52.2  

No 19 10 52.6 1.000 

Teat washig before milking      

Yes 253 120 47.4  

No 65 46 70.8 0.001* 

Antisepsis of teats before milking     

Yes  153 93 60.8  

No 165 73 44.2 0.005* 

Antisepsis of teats after milking     

Yes 230 119 51.7  

No 88 47 53.4 0.888 

Dry cow therapy     

Yes 65 46 70.8  

No 253 120 47.4 0.001* 

Clinical mastitis treatment     

Yes 253 120 47.4  

No 65 46 70.8 0.001* 

Antimicrobian shifts     

Yes 184 83 45.1  

No 134 83 61.9 0.004* 

Time of milking equipment 

utilization 

    

Up to 4 anos 165 73 44.2  

≥ 5 anos 153 93 60.8 0.004* 

Cleaner utilization     

Yes 249 129 51.8  

No 69 37 53.6 0.896 

Milking equipment cleaning     

Automatic 165 73 44.2  

Manual 153 93 60.8 0.005* 

Milkers training     

Sim 69 37 53.6  

Não 249 129 51.8 0.896 

Milkers hygiene habits      

Proper  153 93 60.8  

Improper 165 73 44.2 0.005* 

     

* Variables selected and used in the multiple logistic regression (p < 0.15) 

 

Concerning the univariate analysis and considering the microbiologic exam as 

dependent variable, the variables pure breed, type of milking, number of lactations, flies 

control, lack of strip-cup test, antisepsis before and after milking, antibiotics shift, time 



  

of equipment utilization, manual cleaning of the milking equipment and milker’s habit 

were considered as risk factors associated to the positivity in the microbiologic exam 

(Table 2). In the multivariate analysis, it was observed that properties that performed the 

manual cleaning of the milking equipment presented OR= 1.85 (I.C. 1.32 – 3.64), which 

represents greater chances of occurrence of subclinical mastitis in comparison to those 

properties that performed this cleaning mechanically (p=0.019). 

A few factors associated to the mastitis occurrence, as much in the SCC 

elevation, as in the microbiologic exam must be stressed in this study, because although 

most of them were not confirmed by the multivariate analysis, they may serve as 

mastitis indicators n herds and must be corrected, taking into account that they were 

previously reported as important factors for this disease for the bovine species. 

In Brazil, few papers were published on risk factors associated to the occurrence 

of mastitis in bovine. For the bubaline species, no references were found so far about 

this subject in the consulted literature. 

According to Coentrão et al. (2008), the somatic cells count (SCC) in the milk is 

the most used indicator in programs for mastitis control and prevention around the 

world. Several factors might influence the SCC variation, being mentioned parturition 

order, lactation period, month and season of the year (SCHEPERS et al., 1997; 

LAEVENS et al., 1997; SOUZA et al., 2005b; CUNHA et al., 2008). However, the 

occurrence of intramammary infection is the main factor responsible for the SCC 

variation (HARMON, 1994). 

Previous epidemiologic studies on risk factors identified characteristics related 

to the animal, to the environment, to the handling procedures and to the milking 

equipment, associated to bovine mastitis and SCC variation (PEELER et al., 2000; 

OTT; NOVAK, 2001; BERRY; HILLERTON, 2002; SOUZA et al., 2005a).  



  

 

Table 2. Results of the multivariate analysis for the factors associated or not to the 

bubaline mastitis considering the microbiologic exam of buffaloes milk 

Variable 
Total of 

animals 

Positive 
P 

N % 

Breed     

Pure 88 72 81.8  

Crossbred 230 156 67.8 0.019* 

Breeding system     

Intensive 69 53 76.8  

Semi-intensive 249 175 70.3 0.360 

Water source     

Still  69 53 76.8  

Still + running 249 175 70.3 0.360* 

Veterinary assistance     

Permanent 88 72 81.8  

Temporary 230 156 67.8 0.019 

Tipe of milking      

Mechanic bucket milking 153 122 79.7  

Mechanic canalized 165 106 64.2 0.003* 

Bufaloes up to 3
rd

 lactation (%)     

0 – 59 165 106 64.2  

≥ 60 153 122 79.7 0.003* 

Flies control     

Yes 88 72 81.8  

No  230 156 67.8 0.019* 

Strip-cup tes     

Yes 299 209 69.9  

No 19 19 100.0 0.010* 

Teat washig before milking      

Yes 253 178 70.4  

No 65 50 76.9 0.371 

Antisepsis of teats before milking     

Yes  153 122 79.7  

No 165 106 64.2 0.003* 

Antisepsis of teats after milking     

Yes 230 156 67.8  

No 88 72 81.8 0.019* 

Dry cow therapy     

Yes 65 50 76.9  

No 253 178 70.4 0.371 

Clinical mastitis treatment     

Yes 253 178 70.4  

No 65 50 76.9 0.371 

Antimicrobian shifts     

Yes 184 125 67.9  

No 134 103 76.9 0.105* 

Time of milking equipment     



  

utilization 

Up to 4 anos 165 106 64.2  

≥ 5 anos 153 122 79.7 0.003* 

Cleaner utilization     

Yes 249 175 70.3  

No 69 53 76.8 0.360 

Milking equipment cleaning     

Automatic 165 106 64.2  

Manual 153 122 79.7 0.003* 

Milkers training     

Sim 69 53 76.8  

Não 249 175 70.3 0.360 

Milkers hygiene habits      

Proper  153 122 79.7  

Improper 165 106 64.2 0.003* 

     

* Variables selected and used in the multiple logistic regression (p < 0.15) 

 

 According to the results obtained in the multivariate analysis considering SCC as 

dependent factor, it was observed that the lack of teat washing before the milking was 

the most important factor identified. It is known that the teat washing is of major 

importance for the mastitis control, since this measure removes the dirtiness and redces 

the infectious agents present in the teats. Another measure that must be performed 

associated to the washing is the teat drying with individual towel paper and the teat 

disinfection before and after milking. For buffaloes with aquatic habits, teat washing 

before milking must be considered as protection measure to prevent the mammary gland 

infection. Yet, the milker’s training for inspection, washing and disinfection of the teats 

before milking is indicated, mainly in farms where animals remain in grasslands with 

flooded and muddy areas. This characteristic was observed in every property visited in 

this study. Yet on this subject, Coentrão et al. (2008) identified in a study with the 

bovine species that the second greater risk identified was the inexistence of training 

programs for milkers to perform the milking. In farms where the milkers did not 

received any kind of training, as explanations about proper procedures during the 

milking, utilization and maintenance of the milking equipment, examination of the first 



  

squirts of milk in every quarters or to proceed the ―California Mastitis Test", animals 

presented 2.51 times more chances of presenting SCC above 200.000 cells/mL. In the 

farms evaluated by this study, it was observed that milkers did not receive training for 

the hygienic milking and mastitis prevention. Only in one farm visited, milkers received 

such orientation, although they did not use the teaching, since the training was punctual 

and the staff responsible for the milking did not present any interest for the adoption of 

these measures, because, according to them, this procedure delays the time of milking. 

 Souza et al. (2005) also performed a study on risk factors for bovine mastitis in 

herds in the Zona da Mata, State of Minas Gerais. Variables used in the final models 

that presented risk (OR) above 2.0 and with P≤0.10 were: lack of teats antisepsis after 

milking, providing feed during the milking procedure, lack of adoption of milking line 

and interactions between lack of adoption of a milking line and lack of teat antisepsis 

after milking with the providing feed during milking procedure. The lack of disinfection 

before milking and the lack of war water utilization or the lack of training the milkers 

presented OR of 7.62. The authors concluded that the factors associated to high SCCLT 

were the lack of adoption of a milking line, the feeding during the milking and the lack 

of teat antisepsis after milking. Authors also discussed about the need of getting 

individual data of SCC or the microbiologic exam in order to identify the risk factors of 

a herd or an extract inside this herd. Coentrão et al. (2008) identified as risk factors for 

subclinical mastitis in cows: animals with the udder base along or below the hocks, 

cracks or fissures in the rubber parts of the milking equipment, unsuitability of the teat 

holders, cleaning deficiency of the pulsators, lack of the milker’s training, not using the 

microbiologic diagnostic for mastitis, immersion of the teat holders set in disinfectant 

solution between the milking of distinct animals and total insertion of the antibiotic 

cannula into the teats at the cow drying. 



  

 In the multivariate analysis considering the microbiologic exam, it was observed 

that the manual cleaning of the milking equipments was the main factor identified in 

this study. According to literature data, farms that adopt the manual cleaning of the 

milking equipments must do it so carefully, in such a way that no milk residues or 

dirtiness remain in it. Another important subject in this cleaning is the utilization of 

adequate solutions and in sufficient quantities (COSTA et al. 1998; AMARAL, 2004; 

MEDEIROS et al., 2009). Yet, it is important to emphasize the need to develop an 

adequate training of the workers, so they would be able to perform the post-milking 

activities carefully, in order to reduce the mastitis risks in the herds, and not only 

provide care and attention during the milking procedure. 

 

CONCLUSION 

 Risk factors for the subclinical mastitis occurrence in dairy buffaloes in farms of 

the Brazilian Northeastern region are related to characteristics of improper milking 

handling, as the lack of teat washing and the manual washing of the milking 

equipments. Although the employed methodology do not identify all factors associated 

to subclinical mastitis, risk factors identified in this study must be carefully corrected in 

order to reduce the frequency of mastitis cases and, thus, to contribute for the control 

and prevention of this disease in herds.   
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Somatic 

cell count profile in the intramammary infection in buffaloes from the Brazilian 

Northeastern Region  departamento de Medicina Veterinária, Universidade Federal 

Rural de Pernambuco, Rua Dom Manoel de Medeiros s/n, Dois Irmãos, Recife, PE 

51171-900, Brazil. E-mail: rinaldo.mota@hotmail.com The aim of this study was to 

evaluate the somatic cell profile in the subclinical mastitis in dairy buffaloes in the 

Brazilian Northeastern. One thousand eight hundred ninety six milk samples from 474 

buffaloes proceeding from four dairy farms located in the states of Pernambuco, 

Alagoas, Bahia and Ceará were analyzed. The lactic secretion was submitted to the 

Califórnia Mastitis Test (CMT) and the positive samples, from two crosses on were 

collected for the Somatic Cell Count (SCC) and microbiologic exam. It was observed 

that the positive samples at the microbiologic exam presented SCC between 280,000 

and 401,000 cells/mL with median of 328,000 cells/mL. It was concluded that SCC 

values above 280,000 cells/mL is an indication of mammary gland infection, however, 

the microbiologic exam of the milk is the best method for the diagnostic of subclinical 

mastitis in buffaloes. The observation of Staphylococcus coagulase-negative exerting 

influence in the SCC elevation must be subject of further studies in order to elucidate 

the pathogenicity of this group of microorganisms in the inflammatory processes of 

buffaloes mammary gland  

INDEX TERMS: milk, buffaloes, microbiology, SCC 
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RESUMO.– Objetivou-se com esse estudo avaliar o perfil de células somáticas na 

mastite subclínica em búfalas leiteiras no Nordeste do Brasil. Foram analisadas 1896 

amostras de leite de 474 búfalas procedentes de quatro propriedades de exploração 

leiteira nos Estados de Pernambuco, Alagoas, Bahia e Ceará. A secreção láctea de cada 

teto foi submetida ao Califórnia Mastitis Test (CMT) e as amostras positivas, a partir de 

duas cruzes foram coletadas para realização da Contagem de Células Somáticas (CCS) e 

exame microbiológico. Observou-se que as amostras positivas no exame microbiológico 

apresentaram CCS entre 280.000 a 401.000 cel/mL com mediana de 328.000 cel/mL. 

Conclui-se que valores de CCS acima de 280.000 cel/mL é um indicativo de infecção da 

glândula mamária, contudo o exame microbiológico do leite é o melhor método para 

diagnóstico da mastite subclínica em búfalas. A observação dos Staphylococcus 

coagulase negativa exercendo influência na elevação da CCS deve ser objeto de outros 

estudos para elucidar a patogenicidade desse grupo de microrganismos nos processo 

inflamatório da glândula mamária de búfalas.  

 

TERMOS DE INDEXAÇÃO: leite, diagnóstico, mastite, microbiologia, CCS 

 

INTRODUÇÃO 

As células somáticas são representadas pelos leucócitos e células epiteliais provenientes 

da esfoliação dos ácinos galactóforos do úbere, cisterna mamária e cisterna do teto e são 

eliminadas no leite durante o curso normal da lactação (GALIERO e MORENA, 2000). 

A inflamação da glândula mamária resultante da introdução e multiplicação de 

microrganismos patogênicos conduz a uma série complexa de eventos que reduz a 

atividade sintética da glândula, provoca mudanças na composição do leite e eleva a 

contagem de células somáticas (CCS). A CCS, sendo uma expressão direta da 

severidade do processo inflamatório, é o parâmetro usualmente utilizado para avaliar a 

mailto:rinaldo.mota@hotmail.com


  

saúde do úbere em relação à qualidade e higiene do leite e monitoramento em 

programas de controle de mastites (HARMON, 1994).  

Ao considerar leite de conjunto, em 1994, a legislação da Comunidade Européia 

determinou que o leite de origem bovina, caprina, ovina ou bubalina, quando destinado 

ao consumo humano deve apresentar, entre outras características, uma contagem 

máxima de células somáticas de 400.000 células/mL (BIERENS, 1993).  

Para búfalas, no Brasil, ainda não existe uma legislação que regulamente o 

padrão de CCS e o uso de parâmetros utilizados para bovinos de CCS tem-se mostrado 

inadequado, pois os valores das contagens são significantemente menores em bubalinos 

do que nos bovinos (AMARAL et al., 2005; ARAÚJO e GHELLER, 2005). 

Piccinini et al. (2006) sugeriram a contagem de 400.000 células/mL como ponto 

de triagem para o leite bubalino. Entretanto, diversos autores adotaram o valor de 

500.000 células/mL para selecionar os quartos com presença ou ausência do quadro 

subclínico, sem necessariamente utilizarem a confirmação microbiológica (VIANNI et 

al., 1990; TUTEJA et al. 2001; SINGH et al., 2002; SINGH et al., 2004; VIVEK et al., 

2002; DHAKAL, 2004). 

Búfalas com elevada CCS apresentam redução da produção de leite (PETROVA 

e TZANKOVA, 1999; CERON- MUÑOZ et al., 2002b; TRIPALDI et al., 2003), 

alterações dos teores de seus constituintes (PETROVA e TZANKOVA, 1999; 

TRIPALDI et al., 2003) e alterações no tempo de coagulação do leite no processo de 

fabricação de queijos, comprometendo a qualidade, processamento e rendimento 

industrial (TRIPALDI et al., 2003). Ainda nessa espécie, os altos valores para a CCS 

influenciam negativamente a produção de leite, acarretando prejuízos ao produtor, 

devido à diminuição da produção e qualidade do leite (TONHATI et al, 2001). 

 Considerando o reduzido número de trabalhos envolvendo a qualidade do leite 

de búfalas no Brasil, objetivou-se com esse estudo avaliar o perfil de células somáticas e 

a mastite subclínica em búfalas no Nordeste do Brasil. 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

Foram analisadas 1896 amostras de leite de 474 búfalas procedentes de quatro 

propriedades de exploração leiteira situadas nos Estados de Pernambuco, Alagoas, 

Bahia e Ceará. Os rebanhos eram constituídos de animais de diferentes idades, da raça 

Murrah e seus mestiços e encontravam-se em diferentes estágios de lactação. Eram 



  

criados em sistema intensivo ou semi-intensivo e submetidos à ordenha mecânica 

canalizada ou balde ao pé. 

A secreção láctea de cada teto foi submetida ao Califórnia Mastitis Test (CMT) 

(SCHALM e NOORLANDER, 1957). As amostras positivas ao CMT, a partir de duas 

cruzes (641 amostras) foram coletadas para a avaliação da CCS e realização do exame 

microbiológico. 

Para avaliação da CCS, as amostras foram acondicionadas em frascos 

apropriados contendo o conservante Bronopol®, sendo imediatamente refrigeradas e 

encaminhadas ao laboratório. A contagem de células somáticas foi realizada no 

Laboratório da Rede Brasileira de Qualidade do leite na Universidade Federal Rural de 

Pernambuco, Recife, por meio de equipamento eletrônico SomaCount 300 pelo método 

de citometria de fluxo (MILK, 1995).  

As amostras de leite para as análises microbiológicas foram obtidas após prévia 

lavagem do úbere com água e sabão, secagem com papel toalha e anti-sepsia do óstio do 

teto com álcool a 70ºGL. Coletaram-se aproximadamente cinco mL de leite em frascos 

com tampa rosqueável, esterilizados e previamente identificados com o nome ou 

número do animal e quarto mamário, sendo enviadas ao laboratório em caixas 

isotérmicas contendo gelo reciclável para processamento no laboratório de Bacterioses 

dos Animais Domésticos da UFRPE. 

Alíquotas de 10μL de leite foram semeadas em placas de ágar base enriquecido 

com 5% de sangue ovino e posteriormente foram incubadas em estufa bacteriológica a 

37ºC, realizando-se leituras após 24, 48h e 72 h. Posteriormente foram observadas as 

características morfológicas das colônias como tamanho, tipo, coloração e presença de 

hemólise. Ao microscópio foram observadas a disposição das células e as características 

morfotintorias à técnica do Gram (CARTER, 1991).  

A classificação das bactérias Gram positivas foi realizada de acordo com Quinn 

et al. (1994). Para a identificação dos isolados de Staphylococcus spp. foram realizadas 

provas bioquímicas como produção de coagulase livre, DNase e catalase, segundo Silva 

et al. (1997). As provas de produção de acetoína, fermentação da glicose (anaerobiose) e 

do manitol (aerobiose e anaerobiose) foram realizadas de acordo com Mac Faddin 

(1980). Os isolados foram classificados em Staphylococcus aureus (S. aureus), quando 

positivo em todos os testes, Staphylococcus coagulase positiva (SCP), quando positivo 

para a produção da coagulase, fermentação da glicose em anaerobiose e catalase, mas 

negativo em algum dos outros testes. Em Staphylococcus coagulase negativa (SCN) 



  

quando a bactéria não coagulava o plasma de coelho, apresentava características de 

estafilococos na técnica de coloração de Gram, fermentava a glicose em anaerobiose e 

produzia a catalase (BAIRD-PARKER, 1990).  

Para a identificação das enterobactérias foram utilizadas as seguintes provas 

bioquímicas: produção de urease, reação em Ágar Tríplice Açúcar Ferro (TSI), teste de 

VM/VP (VM - reação de Vermelho de Metila; VP - reação de Voges-Proskauer), teste 

em Ágar SIM (S - produção de H2S; I - produção de Indol; M - motilidade) e teste em 

Ágar Citrato (utilização do carbono do citrato), sendo identificadas de acordo com 

Carter (1991).  

 Para a avaliação da CCS frente ao cultivo microbiológico (padrão ouro), foram 

calculados sensibilidade, especificidade e indicador de concordância Kappa (PEREIRA, 

1995). O teste de hipóteses foi efetuado com o teste de McNemar, com nível de 

significância de 5% (SIEGEL e CASTELLAN Jr., 2006). As análises foram efetuadas 

com o programa DagStat (MACKINNON, 2000).  

 Na comparação da contagem de células somáticas entre amostras positivas e 

negativas no cultivo microbiológico, foi utilizada a mediana como medida de tendência 

central, uma vez que os dados não apresentaram distribuição normal. A comparação 

entre os dois grupos (positivas e negativas no cultivo) foi realizada com o teste não 

paramétrico U de Mann-Whitney. Para as comparações das proporções de agentes 

isolados no cultivo microbiológico de acordo com o resultado na CCS foi utilizado o 

teste de qui-quadrado (ZAR, 1999). O nível de significância adotado foi de 5% e as 

análises foram feitas com o programa SPSS for Windows versão 13.0. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

Na tabela 1 encontram-se os resultados da média da CCS em relação ao exame 

microbiológico. Quando se considerou a média de CCS (400.000 cel/mL) estabelecida 

por Piccinini et al. (2006) como ponto de corte para o leite de búfala, observou-se que 

220 (54,9%) amostras negativas e 181 (45,1%) positivas ao exame microbiológico 

apresentaram média de CCS ≤ 400.000 cel/mL, respectivamente. Quando a média de 

CCS foi > 400.000 cel/mL, observou-se que 146 (60,8%) amostras foram positivas e 94 

(39,2%) negativas no exame microbiológico.  

 Ao analisar a concordância entre os testes de CCS e exame microbiológico, 

considerando esse último como o padrão ouro verificou-se uma fraca concordância (K = 

0,146), sensibilidade de 44,7% e especificidade de 70,1% (Tabela 1).  



  

 Considerando os resultados obtidos nesse estudo, observou-se que as amostras 

positivas no exame microbiológico apresentaram CCS entre 280.000 a 401.000 cel/mL 

com mediana de 328.000 cel/mL, independente do microrganismo isolado. As amostras 

negativas no exame microbiológico apresentaram CCS entre 164.000 a 232.000 cel/mL 

com mediana de 197.000 cel/mL. Observou-se diferença significativa entre a CCS entre 

os dois grupos (p=0,0001) (Tabela 2).  

 Os resultados médios obtidos nesse estudo para considerar as amostras positivas 

em ambos os testes estão próximos daqueles relatados na literatura internacional e 

podem ser úteis ao proprietário que utiliza a CCS para avaliar a sanidade da glândula 

mamária dos animais dos rebanhos na região estudada. Ao verificar valores entre 

280.000 até 401.000 cel/mL pode-se suspeitar que a amostra seja positiva e solicitar 

exame microbiológico para confirmar o agente infeccioso envolvido na infecção 

intramamária para implantar medidas de profilaxia e controle. Sabe-se que existem 

outros fatores não infecciosos que também podem elevar a CCS no leite das búfalas 

como o início e final da ordenha (DHAKAL et al., 1991; BASTOS, 2005), estação do 

ano (SINGH e LUDRI, 2001).  

   Carvalho et al. (2007) relataram que o padrão de contagem de CCS para 

bubalinos é diferente do normalmente encontrado para bovinos e que os baixos valores 

de CCS não indicam necessariamente a ausência de infecção intramamária. Esse achado 

também foi observado no presente estudo, pois algumas amostras com CCS abaixo do 

limite inferior de 280.000 cel/ml foram positivas no exame microbiológico. Em outros 

casos também se observaram amostras de leite com alta CCS e exame microbiológico 

negativo. Sobre esse aspecto Dhakal et al. (1992) chamaram de processos inflamatórios 

inespecíficos aqueles que contavam com mais de 500.000 células/mL acompanhados de 

exame microbiológico negativo em amostras de leite de búfalas. Esses resultados 

demonstram que o exame microbiológico é mais sensível que a CCS na detecção da 

infecção esse último deve ser utilizado como teste de triagem das amostras. Na 

impossibilidade de relacionar a CCS com o exame microbiológico alguns autores 

adotaram o valor de 500.000 células/mL para selecionar os quartos com presença ou 

ausência do quadro subclínico (SINGH et al., 2002; SINGH et al., 2004; VIVEK et al., 

2002; DHAKAL, 2004). 

São poucos os trabalhos de CCS em leite de búfalas realizados no Brasil, e na 

região Nordeste quase nada se sabe sobre esse parâmetro de avaliação da sanidade da 

glândula mamária. Muitas vezes se utiliza os parâmetros de CCS para bovinos que 



  

podem não ser adequados para monitoramento de mastite em rebanhos bubalinos. Sabe-

se que os bubalinos são mais resistentes às infecções intramamárias que os bovinos e 

apresentam diferenças quantitativas e qualitativas na celularidade do leite (SILVA e 

SILVA, 1994). Ainda de acordo com Lau (1994), as búfalas apresentam tetos mais 

pendulosos, contudo o ductus papilaris é mais musculoso com maior quantidade de 

fibras e vasos sanguíneos, funcionando como barreira eficiente contra as infecções. 

Contudo nesse estudo observou-se que a frequência de casos de infecção no exame 

microbiológico foi elevada correspondendo a 51% (327/641) das amostras com CMT a 

partir de 2+. Esses resultados também demonstraram que o CMT não foi eficiente para 

identificar os verdadeiros positivos no exame microbiológico. Embora alguns autores 

acreditem que o CMT possa ser empregado como método indireto de auxílio no 

diagnóstico de mastite subclínica em búfalas, Pardo (2007) observaram que existem 

sérias restrições quanto a essa idéia em função das baixas contagens celulares, tanto na 

presença quanto na ausência de bactérias nos quartos mamários. Concluíram também 

que o exame microbiológico se apresentou como a referência mais segura na 

identificação de quartos acometidos por mastite subclínica envolvendo microrganismos.  

Os resultados do presente estudo corroboram parcialmente com os de Moroni et 

al. (2006) que analisaram microbiologicamente amostras de leite bubalino com CCS 

acima de 200.000 cel/mL e observaram a presença de infecção intramamária em 100% 

dos quartos, enquanto que 98% das amostras que apresentaram contagem inferior a este 

valor foram negativas no exame microbiológico. De acordo com esses autores, esse 

valor de CCS apresenta uma sensibilidade de 99,1% especificidade de 100% na 

identificação de quartos com e sem infecção, respectivamente. Apesar do limite de CCS 

semelhante em ambos os estudos para considerar as amostras positivas no exame 

microbiológico, no presente estudo a sensibilidade e especificidade foram inferiores 

àquelas relatadas por esse autor. Ainda quando se considerou a CCS acima de 280.000 

cel/mL para efeito de cálculo da sensibilidade e especificidade não se observou grande 

variação nesses valores (Sens = 55,8% e Espec = 62,5%). 

Cerón-Muñoz et al. (2002) adotaram a CCS acima de 283.000 células/mL como 

ponto de corte para considerar a presença de mastite subclínica em búfalas, dados que 

também se aproximam dos obtidos nesse estudo.  

Por outro lado, os resultados do presente estudo discordam dos índices de CCS 

observados por Carvalho et al. (2007) que estudaram a CCS e o isolamento de agentes 

causadores de mastite em búfalas em oito rebanhos na região do Alto do São Franciso, 



  

MG e observaram que as amostras de leite com CCS variando de 12.840 a 149.680 

cel/mL apresentaram infecção por diversos patógenos. No presente estudo, a maioria 

das amostras que apresentaram CCS entre 164.000 a 232.000 cel/mL foram negativas 

no exame microbiológico.  

 Ainda ao se avaliar o valor mínimo para do intervalo de confiança (280.000 

cel/mL) observou-se diferença se comparados aos trabalhos anteriormente realizados 

por Silva e Silva (1994) que consideraram a CCS no leite de búfalas normal entre 50.00 

e 375.000 cel/mL, enquanto que Galiero e Morena (2000) relataram valores para a CCS 

no leite bubalino entre 50.000 e 100.000 cel/mL. 

 Na tabela 3 observou-se uma maior frequência de bactérias Staphylococcus 

coagulase negativo 52 (21,8%) seguido do Corynebacterium spp. 40 (16,7%), bactérias 

Gram negativas (8,8%), Staphylococcus coagulase positiva (5,9%), Staphylococcus 

aureus (1,3%) nas amostras de leite com valores de CCS acima de 400.000 cel/mL. 

 Para bovinos, Zafalon et al. (1999) estudaram a influência do Corynebacterium 

spp., Staphylococcus spp. coagulase positivos (SCP) e coagulase negativos (SCN) sobre 

a CCS de quartos mamários com mastite. Comparando os quartos afetados com os 

sadios, ressaltaram que alguns gêneros bacterianos exercem maior influência sobre a 

contagem de células somáticas. A maior variação foi determinada pelos SCN que 

provocaram uma variação de 862,7%, ou seja, uma elevação de 75.000 para 722.000 

células/mL entre os quartos sadios e os afetados. Em seguida os Staphylococcus 

coagulase positivos, com elevação de 613,0% (de 92.000 para 656.000 células/mL) e os 

Corynebacterium spp que determinaram variação de 548,2% (de 137.000 para 888.000 

células/mL).  

 Para búfalas, Kapronezai (2004) relatou valores de mediana para CCS de 

8.500/mL, 10.350/mL, 9.600/mL quando foram isolados Staphylococcus spp., 

Streptococcus spp. e Corynebacterium spp., respectivamente. Apesar de nesse estudo 

não se ter calculado a CCS por microrganismo isolado, a CCS de uma forma geral 

esteve mais elevada. No presente estudo essa análise não foi realizada, pois optou-se por 

avaliar a presença da infecção independente do microrganismo uma vez que essa é a 

realidade de campo.  

 

CONCLUSÃO 

Conclui-se que valores de CCS acima de 280.000 cel/mL é um indicativo de infecção da 

glândula mamária, contudo o exame microbiológico do leite é o melhor método para 



  

diagnóstico da mastite subclínica em búfalas. A observação dos Staphylococcus 

coagulase negativa exercendo influência na elevação da CCS deve ser objeto de outros 

estudos para elucidar a patogenicidade desse grupo de microrganismos nos processo 

inflamatório da glândula mamária de búfalas.  
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Quadro 1. Resultado da média de CCS frente ao exame microbiológico em amostras de 

leite de búfalas em propriedades no Nordeste do Brasil. 

 

   

CCS 

Exame microbiológico 
Total 

Negativo Positivo 

N % N % N % 

≤ 400 220 54,9 181 45,1 401 100,0 

> 400 94 39,2 146 60,8 240 100,0 

Sensibilidade: 44,7% (IC 95% = 39,2% - 50,2%) 

Especificidade: 70,1% (IC 95% = 64,7% - 75,1%) 

Indicador Kappa: 0,146 (IC 95% = 0,072 – 0,220); concordância fraca 

Teste de McNemar: p < 0,0001 

 

 

Quadro 2. Mediana e intervalo de confiança de 95% (IC 95%) da contagem de células 

somáticas (CCS) em amostras de leite de búfalas em propriedades no Nordeste do 

Brasil, segundo o resultado do cultivo microbiológico. 

 

Exame 

microbiológico 

Número de 

amostras 

Contagem de células somáticas 
p* 

Mediana IC 95%mediana 

Positivo 327 328 280 – 401 
0,0001 

Negativo 314 197 164 – 232 

* Teste U de Mann-Whitney 

 

 



  

 

Quadro 3. Frequência de microorganismos isolados em leite de búfalas segundo o resultado na contagem de células somáticas no Nordeste 

brasileiro 

 

CCSx1000 

Exame microbiológico 

     Sem 

isolamento 

Staphyloccoccus 

aureus 
SCP SCN Corynebacterium Bactérias G- Outros 

N % N % N % N % N % N % N % 

≤ 400 220 54,9 2 0,5 16 4 69 17,2 37 9,2 34 8,5 23 5,7 

> 400 94 39,3 3 1,3 14 5,9 52 21,8 40 16,7 21 8,8 15 6,3 

Total 314 49,1 5 0,8 30 4,7 121 18,9 77 12 55 8,6 38 5,9 

P = 0,005
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CONCLUSÕES FINAIS 

 

De acordo com os resultados obtidos nesse estudo pode-se concluir que: 

  

 Existe uma elevada frequência de mastite subclínica em rebanhos bubalinos no 

Nordeste do Brasil, destacando a participação de Staphylococcus coagulase 

negativa. Para reduzir sua frequência de casos nos rebanhos, é necessária a 

intensificação das boas práticas de obtenção do leite, higiene das instalações e 

capacitação de ordenhadores; 

 

  Staphylococcus spp. isolados em casos de mastite bubalina na região nordeste do  

Brasil apresentam diferentes níveis de resistência a antimicrobianos, e dessa forma 

deve-se ter precauções quanto à escolha da terapia para obter maior sucesso no 

tratamento e minimizar os riscos à saúde do consumidor de leite; 

 

 Os fatores de risco identificados nesse estudo devem ser cuidadosamente corrigidos 

para reduzir a frequência de casos de mastite e assim contribuir para o controle e 

prevenção da doença nos rebanhos estudados; 

 

 Valores de CCS acima de 280.000 cel/mL são um indicativo de infecção da glândula 

mamária. Contudo, o exame microbiológico do leite é o melhor método para 

diagnóstico da mastite subclínica em búfalas. A observação dos Staphylococcus 

coagulase negativa exercendo influência na elevação da CCS deve ser objeto de 

outros estudos para elucidar a patogenicidade desse grupo de microrganismos nos 

processo inflamatório da glândula mamária de búfalas;  

 

 O estudo da mastite bubalina com essa abrangência é pioneiro na região nordeste do 

Brasil. Os resultados aqui apresentados irão contribuir para o desenvolvimento da 

bubalinocultura de leite nessa região do país, principalmente no que se refere ao 

controle dessa doença. 

 

147 



 

 

  

ANEXOS 

QUESTIONÁRIO 

 

FATORES DE RISCO ASSOCIADOS À MASTITE BUBALINA 

 

Nome da Propriedade: __________________________Município: _______________ 

Proprietário: __________________________________ Estado: __________________ 

Endereço: ____________________________________ Telefone: _________________ 

Email: _______________________________________Data: ___ / ____ / _______ 

Questionário nº _____  Investigador: ___________________________ 

 

DADOS DO PROPRIETÁRIO 

 

Idade do criador: ______ anos 

 

Estado civil: 

1- Solteiro (   ) 

2- Casado (   ) 

3- Separado (   ) 

4- Viúvo (   ) 

5- Concubinato (   ) 

 

Escolaridade 

1- Analfabeto (   ) 

2- Fundamental incompleto (   ) 

3- Fundamental completo (   ) 

4- Médio incompleto (   ) 

5- Médio completo (   ) 

6- Superior incompleto (   ) 

7- Superior (   ) 

8- Profissionalizante (   ) 

 

40 -Pertence a algum tipo de cooperativa? 

1- Sim (   ) 

2- Não (   ) 

 

41- Já realizou algum curso ou 

treinamento em controle das mastites? 

1- Sim (   ) 

2- Não (   ) 

 

42 - Esta é sua ocupação principal? 

1- Sim (   ) 

2- Não (   ) 

 

43 -Tempo na atividade? 

1- <1 ano (   ) 

2- Entre 1 e 2 anos (   ) 

3- Entre 2,1 e 3 anos (   ) 

4- Entre 3,1 e 5 anos (   ) 

5- Acima de 5 anos (   ) 

 

 

 

 

 

 

DADOS DA PROPRIEDADE 

 

 Propriedade Informatizada: 

1- Sim (   ) 

2- Não (   ) 

 

1- Raça: 

1- Murrah (   ) 

2- Mediterrâneo (   ) 

3- Jafarabadi (   ) 

4- Carabao (   ) 

5- Outras___________ 

 

 

2- Característica Racial: 

1- Pura (   ) 

2- Mestiça (   ) 

 

3- Vacinação: 

1- Sim (   ) 

2- Não (   ) 

 

4- Vermifugação: 

1- Sim (   ) 
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2- Não (   ) 

 

5- Suplementa a alimentação: 

1- Sim (   ) 

2- Não (   ) 

6- Mineralização: 

1- Sim (   ) 

2- Não (   ) 

 

 

 

7- Sistema de Criação: 

1- Intensivo (   ) 

2- Extensivo (   ) 

3- Semi-Intensivo (   ) 

 

8- Fonte Hídrica: 

1- Parada (   ) 

2- Corrente (   ) 

3- Parada + Corrente (   ) 

 

9- Assistência Veterinária: 

1- Não (   ) 

2- Permanente (   ) 

3- Temporária/Esporádica (   ) 

 

10- Tipo de ordenha 

1- Manual (   ) 

2- Mecânica balde-ao-pé (   ) 

3- Mecânica canalizada (   ) 

 

11- Local de ordenha 

1- Curral (   ) 

2- Sala de ordenha (   ) 

 

 

 

 

12- Búfalas em lactação (%) 

1- Menos de 30 (   ) 

2- Entre 31 e 60 (   ) 

3- Acima de 60 (   ) 

 

13- Búfalas até a 3ª lactação (%) 

1- 0 a 59 (   ) 

2- Entre 60 e 79 (   ) 

3- Entre 80 e 100 (   ) 

 

14- Produção leite/dia (litros) 

1- Menos de 300 (   ) 

2- De 301 a 500 (   ) 

3- Acima de 500 (   ) 

 

15- Realiza controle de moscas 

 1- Sim (   ) 

 2- Não (   ) 

 

16- Realiza limpeza das instalações 

 1- Sim (   ) 

Semanalmente (   ) 

De 15 em 15 dias (   ) 

Mensalmente  (   ) 

 2- Não (   ) 

 

 

MANEJO DA ORDENHA

 

17- Linha de ordenha 

 1- Sim (   ) 

 2- Não (   ) 

 

18- Teste da caneca telada 

 1- Sim (   ) 

 2- Não (   ) 

 

19- Presença de bufalinho ao pé 

 1- Sim (   ) 

 2- Não (   ) 

 

20- Lavagem dos tetos antes da ordenha 

 1- Sim (   ) 

 2- Não (   ) 

 

21- Secagem dos tetos após a lavagem 

 1- Sim (   ) 

 2- Não (   ) 

 

22- Processo de secagem dos tetos após 

a lavagem 

 1- Papel comum (   ) 

 2- Papel toalha (   ) 

 3- toalha de pano (   ) 
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23- Anti-sepsia dos tetos antes da 

ordenha 

 1- Sim (   ) 

 2- Não (   ) 

 

24- Anti-sepsia dos tetos após da 

ordenha 

 1- Sim (   ) 

 2- Não (   ) 

 

25- Realiza rodízio de desinfetante 

 1- Sim (   ) 

 2- Não (   ) 

 

26- Alimentação durante a ordenha 

 1- Sim (   ) 

 2- Não (   ) 

 

27- Imersão das teteiras entre as 

ordenhas de animais (ordenha 

mecânica) 

 1- Sim (   ) 

 2- Não (   ) 

 

28- Terapia da vaca seca 

 1- Sim (   ) 

 2- Não (   ) 

 

29- Tratamento de mastite clínica 

 1- Sim (   ) 

 2- Não (   ) 

 

 

30- Realiza rodízio de antimicrobianos 

 1- Sim (   ) 

 2- Não (   ) 

 

HIGIENIZAÇÃO DOS EQUIPAMENTOS DE ORDENHA 

 

31- Tempo de uso do equipamento de 

ordenha 

1- Até 4 (   ) 

2- Entre 5 e 10 (   ) 

3- Superior a 10 (   ) 

 

32- Manutenção do equipamento de 

ordenha 

1- Semestral (   ) 

2- Esporádico (   ) 

3- Não realizada (   ) 

 

33- Disponibilidade de água quente 

 1- Sim (   ) 

 2- Não (   ) 

 

34- Uso de detergente alcalino 

 1- Sim (   ) 

 2- Não (   ) 

 

 

35- Uso de detergente ácido 

 1- Sim (   ) 

 2- Não (   ) 

 

 

36- Uso de sanitizante 

 1- Sim (   ) 

 2- Não (   ) 

 

37- Limpeza do equipamento de 

ordenha 

 1- Automático (   ) 

 2- Manual (   ) 

 

38- Treinamento dos ordenhadores 

 1- Sim (   ) 

 2- Não (   ) 

 

39- Hábitos higiênicos dos 

ordenhadores 

 1- Adequado (   ) 

 2- Inadequado (   )
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