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RESUMO

Com o objetivo de avaliar as caracteristicas microbiolégicas da secregdo lactea durante o
processo de secagem da glandula mamaéria de vacas da raga Holandesa, foram colhidas amostras
de 44 mamas na tltima ordenha antes do inicio do processo de secagem, durante a evolugao do
processo de secagem (1°, 3°, 5°, 7°, 10°, 15°, 30° e 45° dia do periodo seco) e no retorno a lactagao.
Apés os primeiros jatos de secrecdo lactea terem sido desprezados, procedeu-se a sua colheita
asséptica, para ser utilizada no exame microbiolégico. No retorno da lactagdo observou-se que
a frequéncia de isolamento bacteriano (46,15%) foi significantemente menor do que o encontrado
durante o periodo seco. Entre a tiltima ordenha antes do inicio do processo de secagem e o 45°dia
do periodo seco ndo houve diferencas estatisticas entre as frequéncias de isolamentos bacterianos
que oscilaram entre 72,73 % e 84,09 %. Os principais géneros bacterianos isolados foram
Staphylococcus spp., Corynebacterium spp. e Streptococcus spp. A andlise da dinamica da populagao
bacteriana durante o perfodo seco permitiu afirmar que a taxa de cura das infecgdes existentes foi
igual a 40,63 %, enquanto as taxa de novas infec¢des e re-infecgdes durante o periodo seco foram,
respectivamente, iguais a 66,67% e 61,54%.
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ABSTRACT

THEINVOLUTION OF THEMAMMARY GLANDIN HOLSTEIN COWS: EVALUATION OF
THE MICROBIOLOGICAL CHARACTERISTICS OF THE LACTEAL SECRETION IN THE DRY
PERIOD. In order to evaluate the microbiological characteristics of the lacteal secretion in the
involution of the mammary gland of Holstein cows, examination was made of 44 udders at
last milking before the dry period, during the dry period (1, 3, 5, 7, 10, 15, 30 and 45 days of
the dry period), as well as the return to lactation. After discarding the first jets of the lacteal
secretion, the samples for the microbiological analysis were aseptically collected. The
percentage of bacteria isolated from the udders was lower on the return to lactation (46.15%)
than during the involution of the mammary gland. There was no statistical difference between
the frequency of bacteria isolated from the last milking and from the 45th day of the dry period
isolations that oscillated between 72.73% and 84.09%. The rate of cure of the infections in the
dry period was 40.63%, while the rate of new infections and reinfection were, respectively,
66.67% and 61.54%.

KEY WORDS: Milk, dry period, microbiological characteristics, bovine, Holstein breed.

INTRODUCAO

Nosbovinos deleite existe a necessidade da glan-
dulamamadriaser submetidaa um periodo de descan-
soentre duaslactacdes, pois, semeste periodo, hd uma
sensivel reducdo da producdo na lactagdo seguinte
(FoLey et al., 1972; OLIVER; SORDILLO,1988). Neste peri-
odo, que se convencionou chamar de periodo seco, a
ordenha é suspensa durante algumas semanas antes

do parto. A ndo retirada do leite produzido pela
glandula mamaéria desencadeia o processo fisiol6gi-
codesuainvolugdo, com drastica reducdo da produ-
¢do de leite e sua reabsorcado evidenciada por altera-
¢Oesnas caracteristicas fisico-quimicas e celulares da
secre¢ao (SMITH; TODHUNTER, 1982). Essas mudangas
podem interferir de maneira positiva ou negativa na
ocorréncia de novas infec¢des da glandula mamaria
(SmrtH; TODHUNTER, 1982).
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A analise daliteratura sobre a dinamica das infec-
¢Oes intramamarias evidenciam que a incidéncia de
novas infecgdes durante o periodo seco varia entre 6
e 45,7% (BrowNING et al., 1990; EBErHART, 1982;
McDoNaLD, 1982; NatzkEetal., 1975; NEavE et al., 1950;
OLIVER et al., 1956), enquanto as taxas de cura de
infecgdes nesse periodo variam entre 50,0 e 81,8%
(RiNDSIG et al., 1978; Cummins; McCAskey, 1987).

Apesar de ndo ter sido, ainda, determinada de
forma definitiva as frequéncias da incidéncia de in-
feccdes da glandula mamaria no periodo seco na
pecudria leiteira do Brasil, resultados de pesquisas
pioneiras como as apresentadas por PrETO (1993) e
Costa et al. (1994) revelaram, em levantamentos
epidemiolégicos, ndo ocorreraumento dontimerode
quartos infectados na secagem, mas, ao contrario, a
diminuigao, baseando-se essa conclusdo na compa-
ragdo da porcentagem de quartos infectados durante
a lactacdo e a obtida no periodo seco.

Cosraet al. (1994), em seu experimento, descreve-
ram que durante a lactagdo 79,9% dos quartos esta-
vaminfectados, enquanto que, no periodoseco, 70,6%
dos quartos estavam infectados. Priero (1993) consta-
tou que 67,5% (106/157) das glandulas estavam
infectadas na fase final da lactacdo, enquanto que no
periodo seco, entre sete e dez dias apds a interrupgao
da lactagdo, apenas 59,5% (91/153) das glandulas
encontravam-se nesta situacao, ressaltando que sete
a dez dias ap6s o parto a porcentagem de glandulas
infectadas era praticamente a mesma observada no
periodo da secagem, ou seja, 57,5% (77/134).

Ao consultar a literatura brasileira, verificou-se a
necessidade do delineamento de estudos brasileiros
com o intuito de avaliar a dindmica das infec¢des
intramamariasno periodoseco. Destaformaa presen-
te pesquisa teve a finalidade de avaliar as caracteris-
ticas microbioldgicas da secregdo lactea durante o
processo de secagem da glandula mamaria de bovi-
nos da raca Holandesa, criados no Estado de Sao
Paulo.

MATERIALEMETODOS

Na presente pesquisa foram utilizados 44 quartos
mamarios de vacas da raga Holandesa, no tergo final
de gestacdo, ou seja, todas as vacas encontravam-se
em fase final delactagdo (periodo variando entre 270
e 370 dias). Esses animais foram criados e mantidos
emuma propriedadeleiteiralocalizadanaCidadede
Paraibuna, regido Sudoeste do Estado de Sao Paulo,
sendo que as vacas selecionadas produziam, na fase
final da lactagdo, entre 4 e 8 litros de leite por dia,
retirados em duas ordenhas diarias. Antes da orde-
nhamecanica, os procedimentos rotineiros delimpe-
za dos tetos das vacas eram realizados com &gua,

seguidos de secagem com toalhas de papel. Apés a
ordenha, os tetos eram mergulhados em umasolugdo
antisséptica a base de iodo.

A sele¢do dos animais/mamas foi baseadano seu
histérico, ndo sendo utilizados aqueles que apresen-
taram episddios recorrentes de mamite, ou que recebe-
ram qualquer medicagdo intramamaria, ha pelo me-
nos dois meses antes do inicio do experimento. Na
selecdo foram excluidas as glandulas mamadrias que
apresentassem alteragdes das caracteristicas
macroscopicas do leite, como presenga de grumose/
ou alteragdes da cor do leite, detectadas na prova do
fundo escuro; e que, na palpagao da glandula mama-
ria realizada, ap6s a ordenha, apresentassem altera-
¢Oes de consisténcia que pudessem estar relaciona-
das a existéncia de quadro de mamite, conforme as
recomendacdes de BIRGEL (1982).

Interrompeu-se aordenha de formaabruptaesem
a utilizagdo de terapia por via intramamadria, com
antibidticos de largo espectro e de longa duragdo
(“terapia da vacaseca”), dando inicio ao processo de
secagem da glandula mamadria que passaram a ter
amostras de secrecao lactea colhidas para as analises
microbioldgicasnos momentos descritosna Tabela 1.

Tabela 1 - Constituigdo do grupo experimental para
avaliar as caracteristicas microbiolégicas da secrecado
lactea durante o perfodo seco de bovinos da raca Holan-
desa.

Momentos de colheita Ne de quartos

avaliados

1 Ultima ordenha antes do inicio do

processo de secagem 44
2 8 1° dia do periodo seco 44
3 9.2 3° dia do periodo seco 44

= o 1 ,
4 g«& g 5°diado periodo seco 44
5 % go «w 7°dia do periodo seco 44
6 o© é 10° dia do periodo seco 44
7 2 gg.;o & 15° dia do periodo seco 44
8 g 5 30° dia do periodo seco 44
9 A 3 45° dia do periodo seco 44
10 No retorno a lactagdo 26

Antes da colheita das amostras fazia-se a
antissepsia da extremidade do teto, particularmente
do orificio do teto, utilizando-se um chumaco de
algodao embebido em dlcool 70% e, a seguir, despre-
zava-se 0s primeiros jatos de leite ou secrecdo lactea,
para entdo realizar a colheita do material destinado
ao exame microbioldgico, usando frascos plasticos
estéreis com capacidade para 5 mL de leite.
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As amostras de secrecdo lactea foram semeadas
emmeiodedgar-sangueemeio de Edwardseincuba-
dasa37°C,sendoaavaliagdo paraaidentificacdo das
bactérias realizadas com 24, 48 e 72 horas ap6s a
semeadura. Apés 24 horas deincubacéo, procedeu-se
a identificacdo dos géneros das bactérias que apre-
sentaram crescimentonomeio de dgar-sangue, sendo
a identificacdo baseada nos resultados do exame
bacterioscopico e do teste de catalase.

As bactérias classificadas como pertencentes ao
género Staphylococcus foram submetidas ao teste de
coagulase em plasma de coelho e ao Staphy-Test®
(diferencia o Staphylococcus aureus das demais espé-
cies de Staphylococcus). Complementando o exame
bacterioldgico, passadas48 e 72 horas deincubacéo,
procedeu-se anovaavaliacdo das culturas que apre-
sentaram crescimento no meio de dgar-sangue, sen-
doobjetivo principal desta avaliagdo aidentificacdo
das bactérias do género Corynebacterium. A identifi-
cacdo das espécies bacterianas foi realizada para os
géneros Stapylococcus e Streptococcus,ndo sendo rea-
lizada para o género Corynebacterium por dificulda-
des dese estabelecer uma metodologia que ofereces-
se uma identificagdo confidvel para este grupo de
bactérias. Para aidentificacdo de espécies do género
Staphylococcus utilizou-se a prova da urease, a prova
de reducdo do nitrato, prova de metaboliza¢do da
arginina e fermentacdo dos seguintes acticares:
trealose, manitol, manose, xilose, maltose, lactose,
sacarose e rafinose. Para a identificacdo de espécies
do género Streptococcus utilizou-se a prova de
hidrélise da esculina, Prova de CAMP, crescimento
bacteriano a 45° C, crescimento em NaCl a 6,5%,
prova de hidrélise do hipurato, prova de
metabolizacdo da arginina e fermentagdo dos se-
guintesagticares: trealose, manitol, lactose e rafinose.
As técnicas utilizadas para identificacdo e diferen-
ciacdo das espécies bacterianas foram realizadas
segundo as recomendagdes de LENNETTE et al. (1985)
e Cowan; STEEL (1985), sendo os resultados obtidos
comparados com os resultados presentes em tabelas
de identificacdo bacteriana do Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology (HOLT et al., 1994).

A andlise estatistica dos resultados obtidos no
exame microbiolégico foirealizada seguindo as reco-
mendagdes de BERQUO et al. (1981), sendo utilizado o
teste de Duas Propor¢des, comniveis designificancia
menor ou igual a 5%.

RESULTADOSEDISCUSSAO

Em rebanhos paulistas, a prevaléncia de isola-
mento bacteriano em amostras de leite obtidas de
mamas que nao apresentavam alteragdes evidencia-
das pelo exame fisico do tibere, principalmente, pela

consisténcia do parénquima, aspecto e cor da secre-
¢do, oscilava entre 50 e 70% (Araujo, 1994; BIRGEL
Junior, 2006; Costa et al., 2001; DeLLA LiBERA, 1998;
PrieTO, 1993), sendo esses percentuais similares aque-
lesencontradosnesta pesquisa. Conformeapresenta-
donaFigural,noretornodalactagdo observou-se que
afrequéncia deisolamentobacteriano (46,2%-12/26)
foiestatisticamente menor do que o observado duran-
te o processo de secagem da glandula mamaria. Du-
rante o periodo seco o percentual de isolamento
bacteriano oscilou entre 72,73% (32/44) e 84,09%
(37/44).

Apesar de encontrar-se na literatura intimeras
pesquisas nas quais foi demonstrado que a incidén-
cia de infec¢oes durante o periodo seco da mama era
maior do que a detectada durante a lactacdo
(McDonaLD; ANDERSON, 1981; NATZKE, 1981; NEAVE et
al., 1950; SmitH; TODHUNTER, 1982). Os resultados desta
pesquisanao evidenciaram diferengas no percentual
de isolamento bacteriano em amostras de leite colhi-
das entre a tiltima ordenha do inicio do processo de
secagem e 045°dia doperiodoseco (Fig.1). Damesma
forma, Cosra et al. (1994) e PrieTo (1993) ndo puderam
demonstrar aumento no percentual de quartos
infectados durante o periodo seco.

Relativo aos agentes bacterianos encontrados na
secrecdo lactea durante o periodo seco (Fig. 2), veri-
ficou-se que asbactérias mais frequentemente isola-
das foram as do género Staphylococcus (45,34%) e as
do género Corynebacterium (43,17%),sendo queas do
género Streptococcus (10,25%) foram isoladas com
menor frequéncia. Em1,24% dessas secre¢des pude-
ram ser isoladas associac¢des de bactérias do género
Staphylococcus e do género Streptococcus. Esses resul-
tados estdo em concordédncia com as referéncias
consultadas eapontam, independentemente da fase
dalactacdo e da condicdo da satide da mama, ser os
trésreferidos géneros debactérias os principais agen-
tes etiolégicos das mamites dos bovinos (BErry;
HrmLerTON, 2002; BROWNING et al., 1990; CUMMINS;
McCaskEgy, 1987; EBERHART, 1982; NATZKE et al., 1975;
NEAVE et al., 1950; OLIVER; SORDILLO, 1988; PRrIETO,
1993; RINDSIG et al., 1978; SmiTH; TODHUNTER, 1982;
ZADOKS et al., 2001).

Nas 162 amostras nas quais foram isoladas bacté-
rias do género Staphylococcus observou-se a ocorrén-
cia das seguintes espécies: Staphylococcus intermedius
(em 82,67% - 124 /150 das amostras), Staphylococcus
chromogenes (em 12,00% - 18/150 das amostras),
Staphylococcus warneri (em 4,67% - 7/150 das amos-
tras), Staphylococcus arletae (em 0,66% - 1/150 das
amostras). Nas40 amostras, nas quais foramisoladas
bactérias do género Streptococcus, observou-sea ocor-
réncia das seguintes espécies: Streptococcus bovis (em
91,89% - 34/37 das amostras) e Streptococcus
dysgalactiae (em 8,11% - 3/37 das amostras).
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Fig. 1 - Avalia¢do da influéncia do processo de secagem da glandula mamadria na frequéncia de isolamento bacteriano
na secrecao lactea de bovinos da raca Holandesa.
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Fig. 2 -Frequéncia de isolamento bacteriano na secregao lactea de bovinos da raca Holandesa, distribuidos segundo o
género da bactéria, durante o processo de secagem da glandula mamaria e no retorno a lactagdo.

E importante salientar que a presenca dos agentes
infecciosos na glandula mamaria poderia ocorrer de
formafugaze passageira determinandoreacdes orga-
nicas minimas. Em outros casos, poderia determinar,

efetivamente, a difusdo da colonizagdo bacteriana
nos tecidos mamarios, sendo a presenca do micro-
organismo persistente e duradoura, originando uma
infecgdo e determinando reagdes organicas mais se-
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veras associadas a altera¢des do parénquima glandu-
lar. Os limites entre infec¢do e doenga ndo seriam
perfeitamente delimitados, podendo sofrer variagdo
nadependéncia dametodologiae técnicas do pesqui-
sador,como também dos seus critérios mais ou menos
rigidosna avaliacado dos resultados obtidos. Segundo
as observacoes de BIRGEL JuNIOR (2006), menos de 25 %
dasamostras deleite comisolamentobacterianoapre-
sentaram alteracGes dos elementos constitucionais
das caracteristicas fisico-quimicas e celulares, que
permitiriam concluir que a mama estava doente.

Durante o periodo seco bactérias do género
Corynebacterium e os Staphylococcus coagulase negati-
vo ndo foram consideradas nocivas para o tecido
glandular por diversos autores (BErry; HILLERTON,
2002; BRoWNING et al., 1990; Cummins; McCAskEY, 1987;
OLIVER; SORDILLO, 1988; RINDsIG et al., 1978; Zapokset al.,
2001), sendo que Cummins; McCaskey (1987) ndo ob-
servaram, noretornoalactacéo, alteracdbes nontimero
de células soméaticas ou diminui¢do na produgédo de
leite de glandulas mamaérias infectadas por
Corynebacterium sp. durante o processo de secagem.
BROWNING et al. (1990) e Zapoks et al. (2001) considera-
ram, inclusive, que a presenga de bactérias do género
Corynebacterium teria uma acdo protetora da mama
contra agentes de maior patogenicidade como o S.
aureus.

A avaliacao dos resultados obtidos nos exames
microbiolégicos permitiuainda que fossem efetuadas
as observagdes a seguir discriminadas:

- constatou-se que 33,33% (4/12) dos quartos perma-
neceram sem que qualquer agentebacteriano pudesse
ser isolado durante todo o periodo seco estudado,
enquanto em 66,67% (8/12) dos quartos foi possivel
o isolamento de bactérias na secrecédo lactea durante
a evolugdo do periodo seco;

- verificou-se que em 59,37% (19/32) dos quartos ma-
marios foi possivel oisolamento damesmabactériana
secrecdo lactea durante a evolugio do periodo seco;

- observou-se que em 40,63% (13/32) dos quartos ma-
marios ocorria a eliminagdo da bactéria durante a
evolugdo do periodo seco, porém em 61,54% (8/13)
desses quartos ocorriare-infecgdodamama, pois outro
tipo debactéria passouaserisoladanasecregaolactea.

Osdados obtidosnaliteratura consultadaindicam
similaridade com as afirmagdes anteriormente apre-
sentadas, ouseja, durante o periodo seco podem ocor-
rer novas infec¢Oes, cura das infecgdes existente e re-
infeccoes (BROWNING et al., 1990; McDoNaLD, 1982;
Nartzxteetal., 1975;Neaveet al., 1950; Oriver et al., 1956).

CONCLUSOES

Entre a Giltima ordenha antes do seu inicio e 0 45°
dia do periodo secondo houve diferencas estatisticas

entre as frequéncias de isolamentos bacterianos, en-
quanto o percentual de mamas com isolamento
bacteriano no retorno da lactagao foi menor do que o
encontrado durante o processo de secagem da glan-
dula mamadria. A andlise da dindmica da populagdo
bacteriana durante o periodo seco permitiu afirmar
que a taxa de cura das infecgGes existentes foiigual a
40,63%, enquanto as taxa de novas infecgdes e re-
infecgdes durante o periodo seco foram, respectiva-
mente, iguais a 66,67 e 61,54%.
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