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Introducao

animais destinados a producao leiteira; caracteri-

zam-se por alteracdes fisicas, quimicas e bacte-
= riolégicas do leite, bem como do tecido glandular
mamadrio. Sao consideradas como um fator de grande
impacto na pecudria leiteira mundial, levando-se em
consideracdo as perdas econdmicas ocasionadas pela
redugdo da producgdo e pelas alteracdes dos compo-
nentes ldcteos comprometendo a qualidade de seus de-
rivados.

Ressaltam-se, ainda, os aspectos econdmicos re-
levantes: honordrios profissionais, custos com medica-
mentos e descarte precoce de animais (NMC, 1996), bem
como os aspectos de satde publica, podendo colocar em
risco a saide do consumidor por veicular agentes causa-
dores de graves zoonoses (LANGONI, et al., 1997a,b) e
também de toxiinfeccOes alimentares.

! s mastites constituem-se na principal afeccao dos

Sao causadas por inimeros microrganismos (LAN-
GONI, et al., 1999), havendo a cita¢do na literatura de
137 agentes envolvidos em sua etiologia (WATTS, 1998),
incluindo-se bactérias, fungos, algas e virus; entretanto,
as mastites de origem bacteriana sdao as mais freqiientes
(COSTA, et al., 1995, LANGONI et al., 1998) e, entre
os agentes etiolégicos que as causam, em ordem de im-
portincia estio os estafilococos, estreptococos e corine-
bactérias. Cerca de 50% das vacas em rebanhos nos quais
nio se praticam medidas de controle encontram-se in-
fectadas (NMC, 1996). No Brasil a sua incidéncia tam-
bém ¢ alarmante, acometendo até 71% das vacas em re-
banhos de Minas Gerais e Sdo Paulo (COSTA et al.,
1999), o que contribui, entre outros fatores, para que o
Brasil continue sendo um pais importador de leite, quan-
do teria condi¢des de inverter esta situacdo, pelo reba-
nho leiteiro que possui.

O Brasil ocupa a sexta posi¢do no “ranking” entre
os paises produtores de leite, com 20,08 bilhoes de litros,
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e vem apresentando taxas de crescimento, pelo au-
mento da demanda interna, entretanto, ainda, insufi-
cientes para suprir o mercado interno, fazendo com
que cresca o volume de importag¢des de produtos lac-
teos (JANK, ef al., 1999). Estima-se que a producdo
brasileira de leite relacione-se a 19.000.000 de va-
cas, em sua maioria mesticas, nao especializadas, de
propriedade de pequenos produtores, com média de
50 I/produtor/dia, caracterizando-se uma baixa pro-
dutividade de 1,167 1/vaca/ano, com baixa qualidade
do produto final (LARANJA-DA-FONSECA, 1997).

A Organizacao Mundial de Saide (OMS) re-
comenda um consumo médio per capita de 216 litros
de leite por ano; entretanto, o consumo brasileiro no
ano de 1999 foi de somente 139 1/ano/pessoa (JANK
etal., 1999), o que estd bem abaixo daquele preconi-
zado pela OMS e também quando comparado aos con-
sumos da Argentina e Uruguai, que foram para o
mesmo ano, de 190 1/ano e 238 1/ano, respectivamen-
te (PARANA, 1999). Embora tenha ocorrido um au-
mento do consumo per capita no Brasil, este ainda
estd longe de alcancgar o ideal, e, para tanto, deverdo
ser envidados esforcos por parte de produtores, das
inddstrias, de instituicdes governamentais e de pes-
quisa.

Nesse sentido, o Ministério da Agricultura pro-
pos legislagdo pertinente para a modernizagao do setor
licteo no Brasil, que se refere a melhor qualidade do
leite, a partir de 2002, nas regides Sul, Sudeste e Cen-
tro-Oeste, e, a partir de 2004, nas regides Norte e Nor-
deste. Em linhas gerais, pretende-se implantar as con-
tagens de células somdticas (CCS) como indicativo da
sanidade de glandula mamaria e parametro legal da qua-
lidade do leite cru resfriado, comercializado em todo o
pais, com limites de 1 milhdo, 750 mil e 400 mil células
somaticas por ml/ de leite, respectivamente, a partir de
julho de 2002, julho de 2005 e janeiro de 2008, inicial-
mente para as regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste do
Pais (BRASIL, 1999). Os limites legais praticados ha
mais de dez anos por diversos paises sdo: 750.000 (Es-
tados Unidos), 500.000 (Canadd), 400.000 (Unido Eu-
ropéia).

As condig¢oes de mercado e a aplicagdo das no-
vas normas permitirdo o conhecimento da situagdo do
setor leiteiro no pais, pela anélise das informagoes do sis-
tema agro-industrial do leite (RIBAS, 1998) e de sua ca-
deia produtiva. E claro que, para se atingir as metas pro-
postas pelo Ministério da Agricultura, deverdo ocorrer
mudangas e, entre estas, uma maior especializa¢do do
produtor e a adequacdo da cadeia produtiva do leite as
normas propostas.

Células somaticas

Sao primariamente os leucécitos do sangue, in-
cluindo-se monécitos, linfécitos e neutrofilos, e ainda os
macro6fagos e células de descamacio do epitélio glandu-
lar secretor. Essas células apresentam duas fungdes, quais
sejam: combater os microrganimos nas infecg¢oes intra-
mamdrias e auxiliar na reparacao dos tecidos secretores
do leite, lesados pelo processo infeccioso e, consegiien-
te, inflamados (PHILPOT, 1998). Na glandula mamaria
normal, as células epiteliais perfazem 65 a 70% do total
de células somaticas, mas, com a irritagdo da teta afeta-
da, o numero de leucdcitos, principalmente os neutréfi-
los, aumentam drasticamente, como mecanismo de de-
fesa que € muito efetivo no controle da mastite. Dos leu-
cécitos que se acumulam na glandula mamdria, como
resposta inflamatéria ao processo infeccioso, 46,0% a
64,0% sao polimorfonucleares (OTERO e CRUZ, 1992).

A contagem de células sométicas (CCS) é ampla-
mente aceita como método cldssico para monitorar o es-
tado de saide da glandula mamaria (ERSKINE e BAR-
TLETT, 1993) e adequada para utilizagido em programas
de gerenciamento da qualidade do leite produzido € ofe-
recido para consumo. Oxal4, seja realmente colocado em
prética dentro da nossa realidade e inserido no Programa
Nacional de Melhoria de Qualidade do Leite (PNMQL),
como proposta de modernizagdo do setor licteo, como
referido anteriormente, pois no Brasil somente 3% das
vacas leiteiras sdo submetidas ao controle oficial (RI-
BAS, 1998).

Nas mastites subclinicas, apesar de nao ser possi-
vel diagnosticé-las visualmente, hd um aumento acentu-
ado de leucécitos polimorfonucleares, que possibilita a
deteccao dessa afec¢do por métodos indiretos, como a
CCS. HARMON (1998a) refor¢a a importancia da utili-
zacdo desse método como medida padrio e ressalta que
esta ja estd sendo assim utilizada em paises em desen-
volvimento, para se inferir sobre a qualidade do leite,
por refletir a incidéncia de mastites subclinicas, que re-
presentam 90 a 95% da doenga (BLOOD e RADOSTIS-
TIS, 1991). Levando-se em consideracao os aspectos ci-
tolégicos do leite mastitico, a mastite pode ser definida
como uma enfermidade caracterizada pelo influxo de
neutréfilos polimorfonucleares do tecido mamadrio para
o leite da glandula acometida (HARMON, 1994).

De acordo com caracteristicas dos patégenos en-
volvidos nas mastites, elas podem ser classificadas em
contagiosas ¢ ambientais (BRAMLEY er al., 1996). As
do tipo contagioso referem-se as causadas por Staphylo-
coccus aureus, Streptococcus agalactiae e Corynebac-
terium bovis, cujo habitat preferencial € o interior da glan-
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Figura 1. Reagdo +++ ao CMT. Observar cor violdcea e viscosida-
de no receptaculo inferior esquerdo.

dula mamidria. Estdo associadas as expressivas eleva-
¢oes da CCS, com maior ocorréncia de casos subclini-
cos, geralmente cronicos e de longa duragdo. O seu con-
trole é mais facil pela adocao de medidas higiénicas du-
rante o processo de ordenha, especialmente quando se
trata do Streptococcus agalactiae.

Quanto as ambientais, os agentes partilham do
mesmo ecossistema da vaca, como o solo, piso, cama,
esterco e materiais organicos. Entre eles, sobressaem a
Escherichia coli, Enterobacter sp, Klebsiella sp, Pseu-
domonas sp, Staphylococcus sp coagulase-negativos,
Streptococcus uberis e Streptococcus dysgalactiae,
fungos e algas, entre outros. Apresentam-se com maior
freqiiéncia na forma clinica e ndo estao associadas a
grandes elevacoes da CCS. A sua transmissao, embora
possa acontecer durante o processo de ordenha, mor-
mente por falhas no funcionamento do equipamento,
ocorre principalmente entre ordenhas. Estes casos sdo
de dificil controle, pois os seus principais agentes estao
disseminados no meio ambiente onde os animais sdo
explorados.

Os microrganismos mais comuns nas infecg¢oes
intramamadrias podem ser ainda divididos em patégenos
maiores ¢ menores. Os patégenos maiores provocam
maior aumento na CCS e incluem o Staphylococcus au-
reus, e Streptococcus agalactiae e os coliformes. Os pa-
tégenos menores como Corynebacterium bovis, Sta-
phylococcus coagulase-negativos e Micrococcus sp, nor-
malmente duplicam ou triplicam a CCS quando se com-
para os quartos infectados aos nao infectados (HARMON
e LANGLOIS, 1986).

A contagem de células somaticas do rebanho e do
tanque de expansdo deve ser vista como ferramenta extre-
mamente valiosa e que, entre outras finalidades, pode-se

Figura 2. Rea¢do +++ ao CMT. Observar gelifica¢@o, com aderén-
cia ao receptdculo inferior esquerdo.

citar: o monitoramento da prevaléncia de mastite subclinica
no rebanho, especialmente aquelas causadas por microga-
nismos contagiosos, denotativo da qualidade do leite cru para
aindustria, e indicac¢io das condigdes higiénicas sob as quais
o leite foi produzido nas propriedades (PHILPOT, 1998).
Podem ser apontadas ainda: a possibilidade de estimativas
das perdas da produgdo de leite, a orientacdo do produtor
para tomada de decisdes a fim de prevenir a transmissdo da
doenca durante a lactagio e a identificacdo de vacas para
tratamento, secagem e descarte.

Métodos de contagem de células somaticas

Sao virios os métodos que podem ser utilizados
na CCS, como: a contagem microscopica direta em 1a-
minas, a contagem eletronica de células (Coulter Count,
Fossomatic), o California Mastitis Test — CMT e o Wis-
consin Mastitis Test (WMT).

A contagem microscépica direta desenvolvida por
PRESCOTT e BREED (1910), além de permitir distin-
guir os tipos celulares presentes nas amostras de leite,
possibilita a visualizacdo do microrganismo. Como as-
pecto negativo, ressalta-se-lhe a pouca praticidade, prin-
cipalmente quando o nimero de amostras a ser analisa-
do for grande, o que ocorre quando se trabalha com mo-
nitoramento de rebanhos.

O CMT, desenvolvido por SCHALM e NOOR-
LANDER (1957), € um método de fécil execugao, priti-
co, utilizado mundialmente e de baixo custo. Ele € efici-
ente para se estimar o nimero de células somaticas pre-
sentes por ml/ de leite, correlacionando-se ainda a con-
centracdo de polimorfonucleares com o grau de positivi-
dade do referido teste, como mostra a Tabela 1, segundo
RADOSTITS et al. (1994).
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Figura 3. Aparelho pﬁra Contagem de Células Somaticas modelo
Somacount 300. NUPEMAS, FMVZ, Botucatu, SP.

Entre as outras vantagens ja assinaladas, o CMT
pode ser realizado em cada quarto mamaério individu-
almente, com uma bandeja ou raquete apropriada. Uti-
liza-se como reagente um detergente anidnico neutro,
que atua rompendo a membrana das células presentes
na amostra, liberando-se assim o conteido nucléico
que apresenta maior viscosidade. O resultado do tes-
te, portanto, € avaliado em fung¢do do grau de gelatini-
zacdo ou viscosidade (Figuras 1 e 2), em cinco cate-
gorias: negativo, suspeito, + , ++ € +++. Apresenta
como desvantagem a possibilidade de erros quanto as
dosagens do reagente e do leite, que ¢ de 2 ml para
cada um deles. Deve-se considerar, ainda, a necessi-
dade de padronizagdo da leitura, que estd sujeita a
variagdes, de acordo com quem realiza o teste. Ape-
sar destas observacdes, é considerado como um meio
diagnoéstico de mastite subclinica, no momento da or-

denha, que permite identificar rapidamente o quarto
acometido (NMC, 1999).

O WMT resultou do aprimoramento do CMT
(NMC, 1999). E realizado em tubos apropriados, que apre-
sentam orificio em suas extremidades, nos quais se colo-
cam quantidades exatas de leite e reagente, que € 0 mes-
mo utilizado para o CMT. Este deve ser diluido em dgua
destilada 1:1. Utilizam-se 2 ml deste e 2 ml da amostra do
leite. Deve-se proceder a homogeneizagdo com movi-
mentos de rotagdo do tubo e, a seguir, inverté-lo, manten-
do-se por 15 segundos, retornando-se entdo a posi¢cao
original do tubo. Quanto maior o contetido celular, maior
a viscosidade e o volume de mistura que permanece no
tubo. A coluna fluida no tubo é medida em milimetros
(mm), sendo este teste mais objetivo que o CMT. E
empregado em rebanhos maiores e em algumas induds-
trias de laticinios. Utiliza-se amostra composta dos qua-
tro quartos, o que permite o exame de um maior nime-
ro de amostras.

A contagem eletronica de células sométicas no leite
¢ uma forma moderna de diagnéstico de mastite subclini-
ca, aceita internacionalmente como critério de avaliacao
da sanidade da glindula mamadria da vaca e conseqiiente
qualidade do leite, individualmente por ela produzido, ou
pelo rebanho, respectivamente, por exame de amostra
do tanque de expansdo. Ha hoje uma preocupag¢ido no
estudo dos parametros genéticos, de CCS ou do escore
de células somaticas (ECS), para inclui-la nos programas
de melhoramento genético de bovinos leiteiros (OS-
TRENSKY, 1999). PHILIPSSON e BERGLUND (1995)
concluiram que € possivel melhorar a resisténcia para
mastite clinica pela selecao de touros oriundos de féme-
as com baixos niveis de CCS.

Este método € realizado com o auxilio de apare-
lhos como, por exemplo, o somacount-300 Bentley Ins-
truments Inc. (Figura 3). O aparelho é composto por
cinco estruturas, que formam o sistema 6ptico de lei-
tura, a saber:

1. conjunto de fluidos como o corante brometo
de etidium e o de carreamento, que ¢ o detergente
RBS;

2. Computador;

3. canhdo de laser;

4. Leitor, denominado “Flow cell”;

5. tubo foto multiplicador, que faz a conversao
de impulsos luminosos para impulsos elétricos.

As amostras a serem examinadas, seja individual
por quarto, seja composta dos quatro quartos, seja do tan-
que de expansdo, devem ser de cerca de 50 ml de leite,
coletados em frascos apropriados, de plastico, contendo
como conservante o dicromato de potassio (K,Cr,04)
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ou o bronopol (2-bromo 2-nitro propano — 1, 3- Tabela 1. Relacdo dos resultados do California Mastitis Test com a contagem
de células somadticas e a concentracdo de polimorfonucleares

diol). Devem ser mantidas em temperatura am-
biente e examinadas, no maximo, 5 a 7 dias apés
a sua obtencdo, de acordo com o conservante
utilizado. Para o exame de amostra do tanque, RN S
deve-se aguardar a ordenha de todos os animais gagnan i
e manter o agitador do tanque ligado por 10 minu- Suspeito 150.000 — 400.000 30-40%
tos para proceder a homogeneizagdo do leite,

Negati\&o

2 5 + . 300.000 - 1.000.000 40-60%
coletando-se o volume necessario pela parte :
superior do tanque com o auxilio de uma con- ++ 700.000 — 2.000.000 60-70% _
cha limpa, acondicionando-se no frasco cole- Fi 5 000.000 70-80%

tor e homogenizando-se com o conservante.
O Niicleo de Pesquisa em Mastites — NU-
PEMAS, do Departamento de Higiene Veterindria e Sau- animais de primeiro parto. Segundo JONES et al. (1984),

de Publica — Faculdade de Medicina Veterindria e Zoo- a partir de 100.000 células/ml, ha menor producgio de lei-
tecnia da UNESP — Botucatu-SP, estd desenvolvendo te e maiores taxas de infeccao. De maneira geral, o.valor
este tipo de exame, gragas ao projeto de pesquisa sub- de 200.000 células/ml € aceito como indicativo da pre-

vencionado pela Fundacio de Amparo a Pesquisa do Es- senca de infec¢do. No Brasil, THIERS ef al. (1999) ob-
tado de Sao Paulo — FAPESP, que permitiu a aquisi¢do servaram o aumento significativo da CCS na presenca
do referido aparelho (Figura 3).

Nesse aparelho, o leite é aspirado (Figura 4), mis-
turado a uma solucdo, que cora o nicleo das células
somadticas. A contagem eletronica de células somaticas
é feita pelo exame de citometria de fluxo, no qual os
impulsos luminosos (fluorescentes, sob luz ultravioleta)
emitidos pelas células, decorrentes da associagio DNA-
corante (brometo de etidio), apds sua conversao em im-
pulsos elétricos no tubo fotomultiplicador, sdo lidos pelo
aparelho. As células fluorescentes, ao passarem pelo
fluxo, carreadas por uma pequena corrente do fluido
(RBS), ao serem bombardeadas por um feixe de laser,
produzem uma explosdo luminosa, de curta refragao,
que atravessa uma série de filtros opticos e lentes, sen-
do focada em um cumprimento de luz apropriado. Es-
ses pulsos de luz sdo convertidos em pulsos elétricos,
amplificados, eletronicamente filtrados e ordenados por
tamanho para que se especifiquem as células somati-
cas. O computador conta os pulsos elétricos, traduzindo
a contagem de leucdcitos.

A tabela 2 mostra os resultados de escore do CMT,
WMT, ECS, CCS, correlacionando-os com as perdas de
producdo em percentual e estimativas de perdas em Kg/
vaca/ano, segundo PHILPOT e NICKERSON (1992).

Fatores que afetam a CCS

O principal fator que afeta a CCS em um rebanho
ou na vaca leiteira, individualmente, é a presenca da in-
feccdo ou de inflamagdo na glandula mamadria. No leite
dﬁf Bl Sad]?S’ a CCS € geralmente menorlque 200.000 Figurar . Amostras de leite com conservante par:; CCS. NUPEMAS,
células/ml e, as vezes menor que 100.000 células/ml nos FMVZ, Botucatu, SP.

61



LANGONI, H. Tendéncias de modernizagdo do setor ldcteo: monitoramento da qualidade do leite pela contagem de células somédticas / Modernization
trends in the dairy industry: milk quality monitoring by somatic cell counts. | Rev. educ. contin. CRMV-SP / Continuous Education Journal CRMV-SP,

Sao Paulo, volume 3, fasciculo 3, p. 57 - 64, 2000.

Tabela 2. Relacio entre os resultados dos exames de CMT, WMT, CCS e ECS
com estimativas de perdas de produgio de leite em percentual e em Kg/vaca/ano.

Negativo i 3,0 100 3 180
4,0 200 6 360
Tragos 4.6 300 7 450
5,0 400 8 550
5,3 500 9 590
1 14 5,6 600 10 630
16 5,8 700 680
18 6,0 800 11 725
20 6,2 900 750
22 6,3 1.000 12 770
2 25 6,6 1.200 >ti2 > 770

de infecgdes intramamarias, inclusive para microrganis-
mos tidos como patégenos menores, tal qual o Coryne-
bacterium bovis, sugerindo a necessidade de revisao de
conceitos quanto aos aspectos de patogenicidade e de
viruléncia destes.

Situacdes estressantes de diversas naturezas po-
dem elevar os niveis de CCS em um quarto j4 infectado.
Por outro lado, tém pouco efeito na CCS de vacas nao
infectadas. Ha poucas evidéncias que qualquer outro fa-
tor, com exce¢do de variacdo diurna normal, exer¢a uma
influéncia significativa na CCS, na auséncia de infec¢do
intramamdria (HARMON, 1998a).

Quanto aos efeitos estacionais, DOHOO e MEEK
(1982) referem-se a maiores CCS no verdo do que no
inverno, levando-se em considerac@o o aumento de tem-
peratura em umidade relativa do ar. Este fato coincide
com um aumento na incidéncia de mastites clinicas nos
meses de verdo, o que faz refletir que o estresse térmico
ndo € por si s6 uma causa no aumento de CCS, mas, sim,
resultado de maior exposi¢do das extremidades dos tetos
aos microrganismos, favorecendo maior nimero de no-
vas infeccdo em casos clinicos durante o verdo (HAR-
MON, 1998b)

No que se refere a comparagao da coleta das amos-
tras nas diferentes fases da ordenha, NADER FILHO et
al. (1996) realizaram contagens de células sométicas em
65 quartos sadios, durante o inicio, meio e final da orde-
nha. Observaram que 100% das amostras colhidas no
inicio da ordenha apresentaram contagens inferiores a
500.000 céls/ml, diferentemente das colhidas no meio e

final da ordenha, cujas contagens foram superiores ao
referido valor em 8 (12,3%) e 19 (29,2%) amostras, res-
pectivamente. Este fato parece assumir importancia en-
tre os métodos auxiliares de diagnostico das formas sub-
clinicas da mastite bovina, que se fundamentam na ava-
liac@o do contetido celular do leite, uma vez que existe a
possibilidade da ocorréncia de resultados falsos-positivos,
caso as amostras de leite analisadas nao sejam colhidas
no inicio da ordenha.

Concluindo-se: nao ha dividas de que o monitora-
mento da contagem de células somaticas mensalmen-
te, a partir de amostras compostas de leite do animal,
ou do tanque, é medida importante para se avaliar a
saide de glandula mamaria em um rebanho leiteiro,
propiciando a tomada de medidas efetivas para o con-
trole das mastites, permitindo, ainda, uma maior pro-
ducio de leite de melhor qualidade, melhorando os as-
pectos de produtividade, tanto para o produtor como
para a industria de laticinios, pela obten¢do de maior
rendimento na produc¢do dos subprodutos de origem
lactea.

Deve-se salientar ainda que programas de con-
trole de mastites fazem reduzir drasticamente a CCS.
O plano de cinco pontos do NMC, citado por GOOKIN
(1999), que inclui a imersdo dos tetos em solugdo de-
sinfetante apés a ordenha, o tratamento antimicrobia-
no de todos os quartos de todas as vacas no momento
da secagem, além do tratamento imediato de todos
os casos clinicos de mastites e o descarte de vacas
com mastite cronica, € suficiente para reduzir as ta-
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xas de infec¢des intramamarias e, conseqgiientemen-
te, oferecer um leite de melhor qualidade com menor
CCS.

No Brasil, METTIFOGO et al. (1999) relataram
que, além dessas medidas, a inclusio da reducao da uti-
lizagdo de dgua no preparo dos animais para a ordenha,
a revisao e a manutencdo de ordenhadeiras, o estabele-
cimento de ordem de ordenha, iniciando-se com os ani-
mais sadios e terminando-se com os acometidos por
mastites cronicas, e a adocao de praticas gerais de lim-
peza e higiene do local de permanéncia dos animais,
reduzem substancialmente a CCS média dos animais
de 863.000 para 215.000 células/ml, em um ano de pro-
grama.

Este intento também pode ser alcangcado com os
programas de pagamento de leite por qualidade, levan-
do-se em consideracgdo o teor de células somadticas, em
amostras das propriedades fornecedoras de leite aos
diferentes laticinios ou cooperativas de leite. Desta for-
ma, os principais beneficiados seriam os consumidores,
que estariam adquirindo e consumindo produtos de me-
lhor qualidade e seguramente livres de microrganismos
potencialmente causadores de doengas de cardter zoo-
notico. Essa pratica ja vem sendo adotada por algumas
empresas, embora de forma timida, devendo ser a curto
prazo incrementada, se realmente desejar-se aumentar
a produtividade com a obtencao de leite de melhor qua-
lidade.
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