UNIVERSIDADE FEDERAL DO R10 GRANDE DO SUL
FACULDADE DE AGRONOMIA
CURSO DE ZOOTECNIA

RAPHAELLA DUARTE GIMNECKI

AVALIACAO DA COMPOSICAO CENTESIMAL E CONTAGEM DE CELULAS
SOMATICAS DO LEITE BOVINO UTILIZANDO DIFERENTES METODOS

Porto Alegre
2024



RAPHAELLA DUARTE GIMNECKI

AVALIACAO DA COMPOSICAO CENTESIMAL E CONTAGEM DE CELULAS
SOMATICAS DO LEITE BOVINO UTILIZANDO DIFERENTES METODOS

Trabalho de Conclusdo de Curso apresentado como
requisito para obtencdo do grau de Zootecnista,
Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul.

Orientador: Prof2. Dra. Vivian Fischer

Coorientador: Dr. Alexandre Siisenbach de Abreu

Porto Alegre
2024



RAPHAELLA DUARTE GIMNECKI

AVALIACAO DA COMPOSICAO CENTESIMAL E CONTAGEM DE CELULAS
SOMATICAS DO LEITE BOVINO UTILIZANDO DIFERENTES METODOS

Trabalho de Concluséo de Curso apresentado como requisito para obtengdo do grau de

Zootecnista, Faculdade de Agronomia, Universidade Federal do Rio Grande do Sul.

Data de aprovacdo: 07/02/2024.

Profé. Dra. Vivian Fischer — Orientador

Méd. Vet. Dr. Alexandre Siisenbach de Abreu — Coorientador

Prof. Dr. André Cabrera Dalto — Membro da Banca

Méd. Vet. Dra. Maira Balbinotti Zanela — Membro da Banca



AGRADECIMENTOS

Dedico esse trabalho de conclusdo de curso ao meu pai, que em 2018 abandonou sua
vida totalmente estruturada no interior para se mudar para Porto Alegre e dar a mim e ao meu
irm&o oportunidade de fazer ensino superior. A minha mée que mesmo a distancia me acolheu
nos meus momentos de fragilidade e vibrou com todas as minhas pequenas conquistas. Ao meu
irmio que acompanhou de perto essa trajetoria e foi muitas vezes meu porto seguro. A minha
irmd, minha tia, meu tio e minha madrinha que me deram suporte, saibam que as oracfes de
vocés me mantiveram forte ao longo dessa jornada.

Aos meus mestres, prof.2 Vivian Fischer, profé. Andrea Ribeiro, prof. Paulo Carvalho,
prof. Henrigue Poli e prof. Fernando Lobato saibam que vocés ndo formam apenas zootecnistas,
formam também pessoas. Embora simples palavras aqui ndo mensurem a tamanha gratiddo que
tenho a vocés, saibam que muito possivelmente se ndo tivessem cruzado o meu caminho eu ndo
teria concluido a graduacdo. Sou grata aos momentos que foram suporte a mim, me recebendo
em suas salas e sendo ombros amigos aos meus desabafos.

A Suzana, minha fiel escudeira ao longo desses cinco anos, saiba que a tua luz me
contagiou também. Néo preciso descrever tudo que passamos juntas, mas tenho certeza de que
seguiremos comemorando as vitdrias que cada uma de nés terd no futuro, essa é a concluséo de
apenas uma etapa de uma linda caminhada que trilhamos.

A todas as pessoas que me ajudaram de alguma maneira a chegar até aqui, meu muito
obrigada. Que Deus mantenha a luz em suas vidas e que todo o bem que fizeram a mim, chegue

em dobro até voceés!



RESUMO

Independentemente do sistema de producédo adotado, é imperativo garantir a qualidade do leite.
Para tanto, a avaliacdo da composicdo centesimal e a contagem de células somaticas séo
realizadas mensalmente por laboratorios de referéncia, devidamente credenciados junto ao
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) e a Rede Brasileira de Controle
de Qualidade do Leite (RBQL). No &mbito da producéo, € crucial contar com respostas rapidas
para respaldar as decisGes internas na fazenda. Nesse contexto, o presente estudo teve como
objetivo avaliar a acurécia e a variabilidade de anélises qualitativas, como o Califérnia Mastite
Teste, quantitativas diretas, utilizando o método de referéncia, e indiretas, através da
espectroscopia por bioimpedancia elétrica (EBE), para a determinacdo da composicdo
centesimal e contagem de células somaticas no leite bovino. A coleta de amostras foi realizada
em duas propriedades leiteiras em Brago do Norte (SC), equipadas com copos coletores de
ordenha. Apds as analises, os dados foram compilados e submetidos a anélise de correlacdo
linear simples para avaliar a associacdo entre os métodos, além de uma andlise de regressdo
linear para verificar como os constituintes do leite sdo influenciados pelo aumento da CCS. Os
resultados da analise de correlacdo entre os métodos foram inferiores aos encontrados na
literatura, para CCS r =-0,0174, para gordura 0,2508, para proteina 0,1312, para lactose 0,3081,
para sélidos totais 0,2499 e para nitrogénio ureico do leite -0,1199, indicando baixa associacdo
entre os métodos. Os teores de gordura e proteina aumentaram com o incremento de Logio de
CCS, enguanto os teores de lactose e a producéo de leite reduziram — no presente estudo cada
vaca deixou de produzir 3,38 L/dia com o incremento de CCS. O uso da bioimpedancia com a
atual calibracdo ndo é recomendado para determinacdo de CCS e composi¢do centesimal do

leite cru bovino.

Palavras-chave: Citometria de fluxo. Espectroscopia por bioimpedancia elétrica. Leite cru



ABSTRACT

Regardless of the adopted production system, ensuring the quality of milk is imperative.
Therefore, monthly evaluations of the centesimal composition and somatic cell count are
conducted by accredited laboratories affiliated with the Ministry of Agriculture, Livestock, and
Supply (MAPA) and the Brazilian Milk Quality Control Network (RBQL). In the production
context, it is crucial to have swift responses to support internal farm decisions. In this context,
this study aimed to assess the accuracy and variability of qualitative analyses, such as the
California Mastitis Test, direct quantitative methods using the reference method, and indirect
methods using electrical bioimpedance spectroscopy (EBE) for determining the centesimal
composition and somatic cell count in bovine milk. Sample collection took place on two dairy
farms in Brago do Norte (SC), equipped with milking collection cups. After analysis, the data
were compiled and subjected to simple linear correlation analysis to assess the association
between the methods, along with linear regression analysis to investigate how milk constituents
are influenced by increasing somatic cell count (SCC). The correlation analysis results between
the methods were lower than those found in the literature, with SCC at r = -0.0174, fat at 0.2508,
protein at 0.1312, lactose at 0.3081, total solids at 0.2499, and milk urea nitrogen at -0.1199,
indicating a low association between the methods. Fat and protein levels increased with the
Log10 increase in SCC, while lactose levels and milk production decreased — in this study, each
cow ceased to produce 3.38 L/day with the SCC increase. The use of bioimpedance with the
current calibration is not recommended for determining SCC and the centesimal composition

of raw bovine milk.

Keywords: Flow cytometry. Electrical bioimpedance spectroscopy. Raw milk.
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1 INTRODUCAO

No ano de 2023, o Brasil consolidou sua posi¢cao como o terceiro maior produtor global
de leite, alcancando uma producéo anual superior a 34 bilhGes de litros, conforme dados do
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Esse cenério é liderado por estados como
Minas Gerais, Parand, Rio Grande do Sul, Santa Catarina e Goidas, que juntos representam
aproximadamente 70% da producdo nacional (Hott, Andrade e De Magalhdes Junior, 2023).

Apesar da expressividade na producdo, a qualidade do leite torna-se uma questdo
crucial, dado sua natureza perecivel. Nesse contexto, o pais implementou InstrucGes
Normativas (IN) para regular e padronizar a producéo leiteira. A IN 76 define os regulamentos
técnicos de identidade e as caracteristicas de qualidade do leite cru refrigerado, pasteurizado e
do leite pasteurizado tipo A, enquanto a IN 77 estabelece critérios para garantir a seguranca do
consumidor, abrangendo desde a gestdo da propriedade rural até o controle sanitario para
mastite, brucelose e tuberculose. Complementando, a IN 78 define como devem ser coletadas
as amostras mensais de qualidade do leite.

Para assegurar a conformidade com a legislacdo, torna-se obrigatoria a analise mensal
da qualidade do leite, com amostras coletadas do tanque de expansdo da propriedade. Essa
andlise, realizada em laboratorios credenciados pelo MAPA e pela Rede Brasileira de Controle
de Qualidade do Leite (RBQL), abrange parametros essenciais como teor de gordura, proteina,
solidos totais, nitrogénio ureico, Contagem Padrdo em Placas (CPP) e Contagem de Células
Somaticas (CCS), com limites maximos estabelecidos em 500.000 células/ml para CCS e
300.000 UFC/ml para CPP.

A preocupacédo com a elevada CCS no Brasil persiste, evidenciada pelo aumento medio
nacional de 381.730 células/ml em 2013 para 451.360 células/ml em 2021, indicando desafios
continuos na melhoria da qualidade do leite (MAPA, SINDILEITE, 2022).

No ambito do diagnostico rapido de mastite a nivel de fazenda, desenvolveram-se
métodos como o California Mastite Teste (CMT) e o Wisconsin Mastite Teste (WMT) na
década de 1950, proporcionando detecgdo rapida e econémica, embora desafios como falsos-
positivos tenham sido identificados. A evolugdo desses meétodos, conforme destacado por
Huang e Kusaba (2022), ainda enfrenta variagdes nos resultados ao longo da progressao da
mastite.

Diante desse contexto, a presente pesquisa explora métodos quantitativos indiretos para
estimativa da CCS, como a espectroscopia por bioimpedancia elétrica (EBE). Onde a nivel de

propriedade rural e assisténcia técnica esta pode ser uma ferramenta a ser utilizada.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Producao nacional de leite

Segundo dados do Ministério da Agricultura, Pecuéria e Abastecimento (MAPA) em
2023 (BRASIL, [20237]), o Brasil € o terceiro maior produtor mundial de leite, contando com
mais de 34 bilhGes de litros anualmente, sendo que a atividade leiteira esta presente em 98%
dos municipios do pais e é predominantemente formada por pequenos e médios produtores,
gerando em torno de 4 milhdes de empregos. Segundo Hott, Andrade e De Magalhdes Junior
(2023), os estados com maior producéo de leite no ano de 2021 em ordem de importancia séo
Minas Gerais (MG) com 27,22% da producéo nacional, Parana (PR) com 12,51%, Rio Grande
do Sul (RS) com 12,42%, Santa Catarina (SC) com 8,96% e Goias (GO) com 8,84%. Estes
cinco estados juntos representam 69,95% da producéo nacional de leite.

Entretanto, no Brasil, hd uma amplitude de sistemas de producédo de bovinos e quando
diz respeito a pecuaria leiteira 0s niveis tecnoldgicos entre os produtores tém grandes
amplitudes, segundo uma pesquisa feita pelo Milkpoint (2012), a maioria dos produtores,
44,6%, utiliza o sistema de pastejo para a criacdo de seus animais, enquanto semiconfinado
representa consideravel participacdo sendo 39,2% dos produtores, logo, apenas 16,3% sdo
animais totalmente confinados.

Apesar desta variacdo de tecnologias entre os produtores, o leite € um alimento
completo, mas extremamente perecivel. Sendo assim, a fim de regulamentar e padronizar a
producdo de leite no pais foi lancada uma série de InstrucGes Normativas (IN) dentre as quais
podemos citar IN 51/2002, IN 62/2011, IN 07/2016 e IN 31/2018 estas estabelecem a identidade
e qualidade do leite cru refrigerado, do pasteurizado e do tipo A. Entretanto, em 2018, 0 MAPA
publicou novas IN gque definem os novos padrfes para o leite comercializado no pais, portanto,

atualmente as IN 76 e 77 regem a producéo de leite no Brasil.

2.2 LegislacOes que regem a producéao de leite no Brasil

A IN 76 descreve as caracteristicas e a qualidade do produto na industria e lista quais as
analises devem ser realizadas no leite, principalmente em laticinios. A IN 77 define os critérios
para garantir as boas praticas de producéo, sendo que estas vao desde a gestdo da propriedade

rural, instalacdes, equipamentos, treinamento e capacitagdo dos colaboradores e controle
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sanitario para monitoramento de mastite, brucelose e tuberculose. Por ltimo, a IN 78 estabelece
critérios a serem seguidos nas provas de producéo.

Contudo, a alta CCS ainda € motivo de preocupacao no Brasil, visto que segundo dados
do MAPA (SINDILEITE, 2022) a média geométrica nacional de 2013 foi de 381.730 células/ml
enquanto em 2021 subiu para 451.360 células/ml, isso significa que ndo estamos avancando
com o passar do tempo na melhoria da qualidade do leite.

2.3 Células somaticas no leite

As células somaticas no leite possuem origem epitelial, correspondem de 2% a 25%, e
de defesa, que sdo em torno de 75% a 98% em casos de mastite. As epiteliais sdo do proprio
Ubere que descama naturalmente ao longo da lactacdo do animal, enquanto as de defesa séo
basicamente leucdcitos, estes migram para o Ubere quando hé alguma agressdo, como em casos
de mastite (VIANA et al., 2010). A contagem de células somaticas (CCS) é uma medida um
tanto quanto abrangente e ndo faz diferenciacdo entre as células, visto que dentre as células
possiveis, podemos citar linfécitos, macréfagos e polimorfonucleados (PMN) como o0s
neutréfilos, sendo que cada um desses desempenha um papel diferente dentro da glandula
mamaria.

Os linfécitos regulam a inducgdo e supressdo das respostas imunes; os macrofagos sdo
células fagociticas ativas e capazes de ingerir bactérias, restos celulares e componentes
acumulados no leite (SORDILLO, SHAFER-WEAVER e DEROSA, 1997). Portanto,
reconhecem patdgenos e invasores e ddo inicio a uma resposta imune e assim recrutam
rapidamente os PMN para a glandula mamaria, sendo a principal tarefa destes a defesa contra
bactérias invasoras no inicio de um processo inflamatorio agudo. Logo, conclui-se que o perfil
celular difere entre o leite normal e mastitico. As propor¢des de PMN podem chegar a 95% no
leite de vacas com mastite, e, quando ndo ha infeccGes e a CCS é baixa, a populacdo de
macrdfagos e linfocitos é predominante (PILLA et al., 2012).

Portanto, a CCS ndo apenas impacta na qualidade do leite, mas também na eficiéncia da
producdo, visto que ocorrem perdas de producéo de leite, as quais podem chegar a 1,0 a 2,5 kg
de leite/dia durante as duas primeiras semanas de infec¢éo, e a perda total em kg de leite pode
chegar de 110 a 552 kg durante toda a lactagdo (RAJALA-SCHULTZ et al., 1999). Na industria
podem ocorrer alteracbes na atividade enzimatica no leite e no tempo de coagulacéo,

dificultando e alterando o rendimento e a qualidade dos derivados lacteos, pois a alta CCS pode
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influenciar a composicdo centesimal do leite (MONTANHINI, MORAES e MONTANHINI
NETO, 2013).

Dentre as principais alteracdes estdo a correlacdo positiva da CCS com gordura, ou seja,
guanto maior a CCS maior o teor de gordura, isso se deve ao fato de que muitas vezes animais
com mastite tendem a ter sua producdo de leite reduzida gerando a concentragdo deste
componente (MONTANHINI, MORAES e MONTANHINI NETO, 2013).

Entretanto, os valores de lactose e caseina foram reduzidos conforme houve o aumento
de CCS. No caso da lactose, se explica pela perda deste componente da glandula mamaria para
0 sangue, devido aos seguintes fatores a) rupturas nas “tight junctions” ou juncoes firmes, as
quais alteram a permeabilidade da membrana basal das células que separam o sangue do leite,
b) utilizacdo da lactose pelos microrganismos como substrato, ¢) danos as células secretoras
devido a inflamacéo e infeccdo. Quanto a caseina, ocorre a diminui¢do da producdo devido aos
danos causados as células sintetizadoras.

Para as proteinas, o valor total ndo se altera, visto que as proteinas do soro sanguineo
entram para a glandula mamaria, entretanto, ocorre a reducdo de caseina. Além disso, ocorre
aumento da concentracéo de cloretos e sodio, reduzindo os teores de célcio e potassio. Acredita-
se que o aumento percentual da gordura no leite mascare os efeitos da diminuicdo dos outros
componentes como proteina e lactose, entretanto, em processos industriais a diminuicdo de

solidos totais gera perdas a industria (LIMA et al., 2016).

2.4 Mastite em bovinos leiteiros

No inicio das pesquisas relacionadas ao tema, Murphy (1947) definiu um processo de
trés fases para o desenvolvimento de uma mastite. Em primeiro lugar ocorre a invasdo de um
organismo com ou sem estabelecimento de inflamacéo; no segundo momento ocorre a infeccgéo,
ou seja, o estabelecimento do microrganismo na glandula mamaria, e em terceiro ocorre a
inflamacéo.

Essa enfermidade se apresenta de duas maneiras, a clinica onde ha manifestagdo de
apatia, febre, queda na ingestdo de matéria seca, presenca de grumos no leite e/ou aspecto
anormal e edemas no Ubere dos animais. Ja a subclinica, ndo ocorrem sintomas visuais, portanto
é a mais complexa de ser identificada, mas gera perdas em qualidade nos produtos lacteos para
a industria, queda no volume de leite produzido pelo animal e pode gerar até mesmo impacto

na reproducdo, visto que afeta a fertilidade das vacas. Estudos mostram que a prevaléncia de
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infeccOes subclinicas varia de 26% em rebanhos de alta producéo a 46% em rebanho de baixa
producdo (RUEGG, 2003).

Segundo a revisdo de Keane (2019), estudos apontam que, apesar da principal causa ser
a invasdo e colonizacdo da glandula mamaria por patdgenos, pelo menos 27,3% das vacas
acometidas por mastite tem cultura do leite negativa (OLIVEIRA, HULLAND e RUEGG,
2013). Da mesma forma, 25% dos casos de mastite clinica ndo apresentaram cultura ou
patogenos significativos em seus resultados e 30% das vacas com mastite subclinica foram
relatadas como negativas para cultura (OLIVEIRA, HULLAND 2013; RUEGG, 2003;
OIKONOMOWU et al., 2014). Os resultados negativos para cultura podem ser explicado por a)
patdgenos ndo identificados pelas placas de cultivo como algas ou fungos, b) mastite causada
por dano fisico, ¢) excrecdo de microrganismo baixa e por isso ndo houve crescimento.

Entretanto, estes estudos que relatam diversas porcentagens de cultura negativa em
casos de mastite subclinica e clinica, avaliaram apenas por placas com crescimento exclusivo
de bactérias, ou seja, ha um gargalo, visto que ha fungos e algas causadoras de mastite que ndo
foram identificadas nos estudos supracitados. Sartori, Santos e Marin (2014) coletaram 428
amostras de leite nos estados de S&o Paulo, Parand, Santa Catarina e Rio Grande do Sul, destas
amostras em 55 foi possivel identificar seis espécies de Candida, ou seja, 12,8% das amostram
estavam contaminadas por agentes fungicos.

Por isso, outros fatores tém influéncia nesta doenca. Hu et al., (2022) demonstraram que
vacas alimentadas com altos propor¢des de concentrados a longo prazo desenvolveram
distdrbios digestivos, como a acidose ruminal subaguda (SARA), levando a uma resposta
inflamatoria na glandula mamaria, com aumento dos niveis de CCS e amiloide sérico A (AAS),
0S quais sdo dois importantes indicadores de mastite. Vacas com SARA tém aumento de
lipopolissacarideos (LPS), os quais migram do rumen para a glandula mamaria por meio da
corrente sanguinea, o que induz a inflamacgéo e ativam a resposta imune inata. Esse disturbio
digestivo ndo afeta apenas a glandula mamaria, mas todo o metabolismo do animal, visto que
ocorrem alteracBes no histopatoldgicas nos tecidos intestinais, aumentando a permeabilidade
do rimen e da barreira intestinal e subsequentes danos ao figado.

Outro fator que influencia a mastite € o ambiente. Segundo a revisdo de Dahl e
Mcfadden (2022), a variagdo no ambiente altera a CCS dentro de um rebanho. Variagdes
sazonais de temperatura, umidade e até mesmo o fotoperiodo podem influenciar a carga
microbiana e a exposic¢ao aos patdégenos. Corroborando com o dado, Zeinhom et al. (2016, apud
DAHL e MCFADDEN, 2022) avaliaram a CCS de um rebanho ao longo das estagcbes em um

ambiente subtropical sobre a producdo e sadde da glandula mamaria. A CCS aumentou
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juntamente com o indice de temperatura e umidade, no entanto o aumento do bindmio umidade-
temperatura ndo é responsavel exclusivamente por alteracdo de CCS, visto que a manutencao
do ambiente da vaca é responsabilidade dos trabalhadores envolvidos na atividade. Caso o
ambiente se mantenha controlado, ou seja, limpeza frequente das camas em caso de sistemas
confinados, drenagem de piquetes em caso de sistemas a pasto, facilitara para que o escore de
sujidade de Ubere se mantenha adequado e assim, diminui-se o risco de que os patdgenos entrem
em contato com a glandula mamaria, pois escores 1 e 2 apresentam baixo risco de ocorréncia
de mastite, enquanto escores mais altos como 3 e 4 estdo relacionados com a ocorréncia de
mastite (MENDONCGCA, 2008).

A mastite pode ser classificada em contagiosa ou ambiental (DA FONSECA et al.,
2021). A contagiosa é causada por bactérias como Staphylococcus aureus, Streptococcus
agalactiae, Mycoplasma spp., as quais sdo transmitidas durante a ordenha, de vacas infectadas
para vacas sadias pelas maos do ordenhador, através de papel toalha ou panos utilizados para
secagem dos tetos, além de o conjunto de teteiras ser reservatério destas bactérias. Ja as
ambientais, como o proprio nome ja diz, sdo provenientes do ambiente onde as vacas ficam
como a cama, solo, fezes e agua contaminada. Ha ainda mastites causadas por fungos, como
Candida spp., que é contagiosa; por algas, como Prototheca spp., que é ambiental.

Entretanto, sabe-se que a fase da lactacdo favorece certos tipos de mastite. Por exemplo,
a mastite clinica ambiental tem maior ocorréncia no periodo de p6s-parto devido ao fato de que
0 periodo de transicdo reduz a capacidade de resposta do sistema imune inato. J& a mastite
subclinica de origem contagiosa tem maior risco quanto mais avancado for o estagio de
lactacdo. E ainda, o nimero de partos estd associado ao aumento da ocorréncia de mastite
clinica e subclinica, visto que 0s animais jovens possuem maior capacidade de resposta imune
(DOS SANTOS e FONSECA, 2019).

A mastite contagiosa depende mais diretamente do momento da ordenha. Segundo a
revisdo de Ruegg (2017), a aplicagdo de um sistema de higiene completo, com utilizacdo de
pré-dipping, secagem dos tetos com papel toalha descartavel, higienizacdo das teteiras entre
vacas e utilizacdo de pds-dipping, reduziu em 44% a taxa de novas infecgdes.

No combate de mastite ambiental, as medidas profilaticas incluem alimentacdo pos
ordenha, a higienizacao das instalacdes e drenagem das pastagens para assegurar que 0s animais
cheguem na ordenha sem sujidades visiveis e logo, corredores de acesso bem drenados e
piguetes com solo coberto por plantas em caso de sistemas pastoris, podem ser medidas uteis

para diminuir a sujidade dos animais ao chegarem na ordenha. J& em confinamento, o manejo
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das camas com cal e limpeza frequente das excretas sdo necessarios para manter a higiene do

Ubere.

2.5 Relagdo equipamento de ordenha e a vaca leiteira

O sucesso da producéo de leite depende de véarios fatores como a nutricdo, bem-estar
animal, reproducdo, gestdo entre outros. Entretanto, a maquina de ordenha se torna o coracao
da fazenda, visto que as vacas entrardo em contato com o equipamento pelo menos duas vezes
por dia durante 305 dias de lactagéo ou mais.

Como jé citado anteriormente, as teteiras sdo reservatorios dos microrganismos durante
a ordenha e, portanto, quando vacas infectadas sdo ordenhadas antes das vacas sadias pode
haver contaminacdo. Além disso, 0 excesso ou baixo de vacuo pode aumentar as lesbes no
esfincter das vacas, gerando hiperqueratose e prolapso de esfincter, ambas sdo situacGes
irreversiveis e alteraram a primeira barreira fisica de impedimento da entrada de patégenos na
glandula mamaéria (DOS SANTOS e FONSECA, 2019).

Além disso, a manutencdo preventiva do equipamento deve ser realizada de acordo com
0 numero de ordenhas e quantidade de animais. Fissuras geradas nas borrachas fazem com que
a limpeza tenha eficiéncia diminuida, pois essas pequenas fissuras se tornam reservatorio de
microrganismos patogénicos, além de gerar lesdes nos tetos do animal (DOS SANTOS e
FONSECA, 2019).

2.6 Métodos para identificagdo de mastite

2.6.1 Métodos qualitativos

Segundo a revisdo de Ruegg (2017), foram surgindo naturalmente métodos para
identificacdo da mastite. Em 1957, Schalm e Noorlander, desenvolveram o California Mastite
Teste (CMT), e Postle (1964) desenvolveu o Wisconsin Mastite Teste (WMT), sendo ambos
métodos rapidos e baratos para detectar e tomar decisGes a respeito de mastite subclinica.
Quando o reagente destes testes se mistura a amostra de leite, as membranas celulares de células
presentes no leite serdo lisadas, precipitando entdo o DNA e as proteinas, 0 que gera 0 aumento
da viscosidade. Entretanto, podem ocorrer falsos-positivos para mastite nestas avalia¢oes, visto
que no estadio final de lactacdo pode ocorrer maior descamacdo de células epiteliais do Ubere.

Além disso, o resultado do teste pode variar conforme a evolucdo da mastite. Segundo Huang



16

e Kusaba (2022), amostras com o mesma CCS podem apresentar diferentes escores nos testes
acima. Visto que a interpretacdo do teste esta sujeita ao observador e, portanto, ha variacdes de

pessoa para pessoa, sendo assim, a subjetividade do teste € uma questao a ser considerada.

2.6.2 Métodos quantitativos

Segundo Ruegg (2017), junto aos primeiros estudos sobre mastite foram surgindo os
métodos quantitativos de identificacdo CCS. Primeiramente, surgiu a contagem de leucdcitos,
entretanto, os limiares utilizados eram variaveis. Um estudo comparativo inicial mostrou que
valores abaixo de 200.000 a 250.000 células/ml seriam razoaveis para considerar o leite normal
(PROUTY, 1934, apud RUEGG, 2017, p. 10384). Porém no caso de elevada prevaléncia de
infeccdes subclinicas se aceitou o valor de 500.000 células/ml combinado com CPP maior de
200.000 UFC/ml para definir mastite subclinica (PLASTRIDGE, 1958, apud RUEGG, 2017,
p. 10384).

A partir dos anos 1960, a CCS foi incluida como parametro nas legislacbes que
regulamentam a producdo de leite. Nos Estados Unidos da América (EUA) o limite é de
750.000 células/ml, na Unido Europeia (UE) é de 400.000 células/ml e no Brasil (BR) 500.000
células/ml ambos se referem a tanques de expansdo. Cabe salientar que a medida da UE acabou
se tornando também parametro mundial para a exportacao de lacteos. A partir destas definicGes
legislativas, se tornou necessario identificar vacas com infecc@es subclinicas e assim dentro das
rotinas de producdo e manejo de vacas leiteiras, a CCS individual se tornou parte fundamental

para controle da mastite, como se verifica no estado do Parana.

2.7 Métodos oficiais da Rede Brasileira de Controle de Qualidade do Leite (RBQL)

Com isso, os métodos de avaliagdo de CCS foram sendo cada vez mais pesquisados. O
método oficial de determinacéo da CCS ¢é a citometria de fluxo (IN 76/2018 MAPA), no qual
as células e particulas passaram por coloracdo a partir de corantes como laranja acridina,
brometo de etideo ou iodeto de propidio. Mais recentemente, o Fossomatic 7DC além da CCS,
mas também a contagem diferencial de células somaticas. Um estudo feito por STOCCO et al.,
(2020) avaliaram o uso do Fossomatic 7DC na contagem celular diferencial correlacionando a
proporcao de PMN e linfocitos e a relacdo com a composigéo centesimal do leite, demonstraram
entdo que quando ocorre o aumento de PMN ocorre diminui¢do da gordura, enquanto quando

h& aumento de macrdfagos e linfocitos ocorre diminuicéo da proteina e caseina.
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Além da contagem de células somaticas por citometria de fluxo — método padrao,
estudos recentes mostram que os diferentes tipos celulares influenciam e se correlacionam
diretamente com as alteracfes encontradas nos componentes do leite. Linfécitos, macréfagos e
PMN tem papéis diferentes na resposta imune. Linfocitos regulam a inducgéo e supressao da
resposta inflamatdria; ja os macréfagos sdo células capazes de fagocitar microrganismos
invasores, restos celulares e componentes do leite; com o reconhecimento dos agentes invasores
por parte dos macrofagos, estes iniciam a liberacao de quimioatrativos para o recrutamento dos
PMN, estes tém funcdo de defesa no inicio do processo inflamatorio agudo. Além disso,
conforme h& aumento de DEL das vacas, a populagdo de macrdfagos aumenta conjuntamente
(PILLA et al., 2012; SHARMA, SINGH e BHADWAL, 2011; ZECONNI et al., 2018).
Entretanto, deve-se ressaltar que estes estudos utilizaram técnicas diferentes de analises e por

isto, os resultados foram diferentes.

2.8 Métodos alternativos ndo oficiais para analise do leite

Dentre os métodos quantitativos indiretos, podemos ainda citar a espectroscopia por
bioimpedancia elétrica (EBE). A passagem de corrente elétrica com multiplas frequéncias de
onda provoca diferentes excitacdes nos diferentes constituintes do material biol6gico analisado
(LOPES et al., 2018). Sendo assim, é possivel estimar a CCS e a interferéncia da composi¢do
do leite para parametros de gordura, proteina, lactose, extrato seco e extrato seco
desengordurado. O leite com elevada CCS tem altera¢do na sua composi¢do mineral, pois a
mastite causa danos no tecido epitelial e como consequéncia ocorre modificagdo no sistema do
transporte de ions, logo o célcio e potéassio tem suas concentragcdes diminuidas, ocorrendo o
aumento de sodio e cloretos, o que gera aumento da salinidade e como consequéncia alteracdes
na andlise de bioimpedancia elétrica por alteracdo na condutividade elétrica (SCHUMACHER
etal., 2019; VEIGA e BERTEMES-FILHO 2012; MARTINS et al., 2017). Veiga e Bertemes-
Filho (2012), ao analisarem a impedancia elétrica em leites homogenizados integral, semi-
desnatado e desnatado, encontram diferentes valores, mas observaram que, conforme ocorre a
diminuicdo da gordura, ha aumento na condutividade elétrica. Além disso, a caseina também
tem influéncia, visto que os sais solUveis do leite, principalmente fosfato de calcio, estdo
relacionados com as micelas de caseina na fase coloidal, portanto, quando passam para a fase
soltvel podem alterar a condutividade elétrica do leite.

As correlagdes entre os métodos EBE e citometria de fluxo publicadas até o presente

momento, como Schumacher et al., (2019) apresentaram para solidos totais (ST) e solidos
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desengordurados r = 0,45 e 0,53, respectivamente, com significancia estatistica (p<0,05).
Enquanto isso, Zuffo (2021) analisou 50 amostras de leite de vacas individuais e relatou
coeficiente de correlacdo entre 0,40 e 0,48 para CCS entre os métodos. Ja Breitenbach (2021)
utilizou cinco vers@es do equipamento e analisou 1.194 amostras de leite onde a correlacao de
CCS entre citometria de fluxo vs bioimpedancia elétrica ficou entre r = 0,12 a 0,34 (p<0,01).
Este autor também avaliou a correlacdo entre a composi¢do centesimal e encontrou correlagdes
significativas (p<0,01) para gordura, lactose solidos totais, e s6lidos ndo gordurosos em quatro
das cincos vers@es do equipamento, sendo respectivamente de 0,17 a 0,29, 0,50 a 0,55, 0,40 a
0,41 e 0,25 a 0,43. Entretanto, a correlacdo para proteina r = -0,01 a 0,03 n&o foi significativa
(p>0,05), e uma versdo do equipamento ndo foi significativa para sélidos ndo gordurosos 0,00.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta de amostras

Duas propriedades leiteiras com sala de ordenha canalizada e copo coletor de amostras
previamente instalado no sistema de ordenha foram selecionadas e o estudo foi aprovado
previamente pelo proprietario. As amostras de leite de vacas individualizadas foram coletadas
com 0 uso do copo coletor durante a ordenha da noite e da manhé& nos dia 14 de dezembro de
2023 e 15 de dezembro de 2023, respectivamente para a Fazenda A e Fazenda B (descricdo a
seguir). Foram utilizados frascos de polipropileno de coleta proprios do LAB-REF.

Posteriormente as ordenhas, foram registrados os seguintes dados zootécnicos dos
animais: raca (Holandesa, Jersey, cruzadas), volume de leite produzido por dia, paridade e dias
em lactacdo (DEL), a fim de correlacionar com os resultados obtidos pelas analises no LAB-
REF, EBE e CMT.

A Fazenda A esta localizada no estado de Santa Catarina (SC) no municipio de Brago
do Norte, com sala sistema espinha de peixe, ordenha mecanizada, canalizada com 14
conjuntos, ou seja, 14 animais sdo ordenhados ao mesmo tempo. O rebanho é constituido por
em média 120 vacas da raca Holandesa em lactacdo. Os animais sdo totalmente confinados em
galpéo tipo compost barn e com ventilagdo cruzada, e a alimentacéo dos animais se da por dieta
totalmente misturada (TMR). Constituida por silagem de milho, farelo de soja, milho, nucleo
mineral e feno de Tifton (Cynodon dactylon), fornecida duas vezes ao dia pela manhé e ao

anoitecer.
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A Fazenda B esté localizada no estado SC no municipio de Brago do Norte, com sala de
ordenha com sistema de transferidor com 4 conjuntos, sendo ordenhados 4 animais por vez,
sistema lado a lado. O rebanho conta em média com 25 vacas da raca Jersey em lactagcdo. O
sistema de producéo leiteira é pastoril com suplementagédo no cocho. A base forrageira consiste
em capim estrela-africana (Cynodon plectostachyus) que em geral é adubado com esterco suino
devido a alta disponibilidade na regido. O sistema de manejo de pastagens é em piquetes com
cerca elétrica e a suplementacéo no cocho se da por silagem de milho, produzida na propriedade,
em média de 10 kg de matéria natural/animal/dia e racdo comercial, sendo em torno de 5
kg/dia/animal. Esta suplementacéo ocorre ap0s a ordenha.

As amostras de leite dos copos coletores foram retiradas da maquina de ordenha e foram
homogeneizados, onde duas aliquotas foram retiradas, uma para o frasco com Bronopol e outra
em frasco sem conservante. O mesmo procedimento foi realizado em ambas as fazendas.

Em relagdo ao manejo de ordenha, ambas as propriedades realizam pré-dipping a base
de hipoclorito de sddio com formacdo de espuma, secagem com papel toalha e pés-dipping a
base de acido latico. Nas duas propriedades ndo é feito o teste da caneca de fundo preto, na
fazenda A o piso é emborrachado preto e na fazenda B é concreto, portanto, os trés primeiros
jatos séo descartados no chdo. Ambas as propriedades fazem a realizacdo mensal de CMT e
secagem das vacas com terapia da vaca seca com antibidtico intramamario, a fazenda A ainda

utiliza selante na secagem e realiza ainda vacina autégena para mastite.

3.2 Andlises quantitativas diretas e indiretas e qualitativa indireta da CCS e composi¢ao

centesimal do leite

As amostras de leite usadas para analises no laboratério de referéncia, (LAB-REF)
foram coletadas em frasco polipropileno apropriado de 50 ml com conservante Bronopol em
forma de comprimido a 0,02% m/v e foram devidamente identificados para cada vaca. Estes
foram mantidos em temperatura ambiente — pois a refrigeracdo é obrigat6ria apenas na coleta
mensal de qualidade do leite de cada propriedade — e enviados via transportadora para o
laboratorio no dia 18 de dezembro de 2023.

Para as andlises no EBE foi utilizado frasco polipropileno apropriado, mas sem
conservante Bronopol, estas foram refrigeradas a 8°C em geladeira. As especificagdes do
equipamento sdo as mesmas descritas por Zuffo (2021), o espectrometro comercial € composto
por sonda tetrapolar, conectados a um software. Os modelos de regressdao utilizados pelo

software do espectrometro para estimar os constituintes do leite também foram avaliados nos



20

softwares Unscrambler (CAMO Analytics, Japao) e Excel (Microsoft Corporation, Redmond,
WA, USA), em que foram exploradas um total de 29 frequéncias (de 50265 a 6283185 rad.s-1
), sendo duas em baixa frequéncia (0 a 314159 rad.s-1 ), 22 em média frequéncia (314 a 628318
rad.s-1) e cinco em alta frequéncia (628318 a 6283185 rad.s-1 ). A analise feita no dia posterior
a coleta.

Foi realizado o teste de CMT de cada vaca no leite total, por ser um parametro

qualitativo indireto para avaliacdo de CCS.

3.3 Analise estatistica

Os dados foram tabulados usando planilha eletrénica Excel 2016. A andlise estatistica
foi realizada com o programa SAS®, porém, os outliers ndo foram removidos.

Primeiramente os dados foram ordenados e suas frequéncias relativa e absoluta
conforme as diversas classes de valores foram calculadas usando o procedimento FREQ (SAS).
Os valores originais da CCS foram transformados pela aplicacdo de logio, em funcédo da sua
distribuicdo ndo normal. Posteriormente foi realizada a andlise de correlacdo linear simples
entre os pares de valores de todas as variaveis das caracteristicas do leite avaliadas segundo o
laboratério de referéncia LAB-REF e o EBE. Finalmente, foi realizado analise de regressdo
linear simples, para verificar o efeito do aumento da CCS sobre a concentragcdo dos
componentes do leite — gordura, proteina, lactose sélidos totais e NUL. Nessas analises, usou-
se a equacdo: Y =a+ bX, sendo Y (variavel dependente) as caracteristicas do leite
(concentracdo de gordura, proteina, lactose, sélidos totais e nitrogénio ureico), a o intercepto,
b coeficiente angular, e X a variavel independente Logio CCS, o efeito raca néo foi considerado

na analise.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Analises descritivas
4.1.1 Estratificacdo das amostras utilizadas
Ao total, foi coletado o leite de 104 vacas leiteiras, dividido em trés aliquotas de leite

para as analises em laboratorio referéncia (LAB-REF), método alternativo (EBE) e método
qualitativo indireto (CMT). A distribuicéo racial € apresentada na tabela 1.
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Tabela 1 — Distribuicdo das racial das amostras de leite coletadas.

Amostras
Raca N %
Holandés 80 76,92
Jersey 24 23,08

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

O maior numero de animais foi da raca holandesa, com normalmente maior volume de
producio entre as diversas ragas (THALER NETO, RODRIGUES, CORDOVA, 2013). A
classificacdo da producédo de leite mostra que a maior parte das vacas produziu acima de 30
litros diarios (tabela 2). Outros fatores além da raca podem influenciar a producdo leiteira, como
o nivel de intensificacdo das fazendas. A Fazenda A ja estad em estagio profissional e com média
de 32,13 L/vaca/dia, portanto, ha nutricionista para balancear a dieta dos animais, o conforto
térmico é garantido pela ventilacdo cruzada e ainda ha veterinario disponivel para garantir a
sanidade dos animais em producdo. Por outro lado, a Fazenda B esta com média de 13,13
L/vaca/dia e ainda esta se profissionalizando quanto a questdes nutricionais, reprodutivas e
sanitarias, até mesmo por uma questdo financeira de ndo ter condi¢Bes ainda de possuir

nutricionista e veterinario — para a parte sanitaria — a disposicao.

Tabela 2 — Distribuigdo dos animais conforme a respectiva produgdo de leite.

Producéo de Leite

L/Dia N %
Até 20 L 29 28,43
De20a30L 24 23,53
Acimade 31 L 49 48,04
Total 102 100

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Fatores que podem influenciar a producdo de leite € a ordem de parto, ou paridade e
ainda o numero de dias em lactacdo médio, pois vacas a partir do terceiro parto tem
probabilidade de concepcdo a primeira inseminacdo reduzida em 26,5% em relacdo a
primiparas (SOARES, REIS e DIAS, 2021). E isso impacta diretamente na produtividade e
longevidade da vaca leiteira, além de que a dificuldade de prenhez em um rebanho tende a
aumentar o DEL dos animais e consequentemente pode ter impacto na CCS do tanque de

expansdo. A descamagcdo de células epiteliais aumenta ao final da lactacdo das vacas, portanto,
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animais de maior DEL tendem a ter maiores niveis de CCS (BARBOSA et al., 2007). Deve-se
lembrar, entretanto, que a reproducéo é funcdo de luxo e, portanto, é impactada pelo quadro de
salde geral da vaca leite, o balanco energético negativo (BEN) tem sido apontado como um
dos principais motivos de infertilidade em vacas leiteiras, além de mastites clinicas e subclinica
e sanidade no préprio sistema reprodutivos, com a ocorréncia de endometrites (BEXIGA,
2019). No presente caso, a maior parte das vacas eram primiparas (tabela 3) e se encontravam
entre 60 e 210 dias de lactacdo (tabela 4), estagio em que ha mais propensdo a mastite subclinica
de origem contagiosa, enquanto a ocorréncia de mastite clinica ambiental é maior durante o
periodo pos-parto (DOS SANTOS e FONSECA, 2019).

Tabela 3 — Distribuigdo da ordem de parto das vacas utilizadas no presente estudo.

Paridade das Vacas
Ordem de Parto N %

1 49 47,12
2 31 29,81
3 13 12,50
>3 11 10,58
Total 104 100

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Tabela 4 — Distribuicdo do DEL dos animais utilizados no estudo.

Dias em Lactagdo

Estagio N %

0 a 60 dias 15 14,42
61 a 210 dias 51 49,04
211 a 300 dias 21 20,19
Acima 300 dias 17 16,35
Total 104 100

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

4.2 Andlises realizadas pelo LAB-REF e EBE e suas correlagdes

O nivel de CCS foi estratificado (tabela 5), onde até 200.000 cél/ml sdo vacas saudaveis,
> 200.000 a 500.000 cel/ml sé&o animais que se estdo com valor intermediario de CCS e
necessitam de atengdo e acima de 500.000 cél/ml séo animais que estdo com CCS alta e mastite

subclinica
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Tabela 5 — Nivel de CCS dos animais amostrados no estudo.

CCS (LAB-REF) CCS (EBE) Coeficiente de P-value
Classificacao N % N % correlacéo (r)
Até 200.000 cél/ml 34 3269 9 8,65
200.000 a 500.000 cél/ml 23 22,12 49 47,12
> 500.000 cél/ml 47 4519 46 44,23 00174 08603
Total 104 100 104 100

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Aproximadamente 44% dos animais possuem CCS (LAB-REF) maior que 500.000
cél/ml, o que pode vir a indicar que ha muitos quartos infectados dentro dos rebanhos avaliados,
segundo o NMC (1996), em torno de 16% para esse nivel de CCS e como consequéncia em
torno de 6% de perdas em producdo de leite.

Como se pode observar, ha diferenca na distribuicdo dos dados avaliados pelo LAB-
REF e pelo EBE, provavelmente em consequéncia do baixo coeficiente de correlacdo (r).
Segundo os dados da fabricante do equipamento (EBE), ele ja estaria calibrado para animais da
raga Holandesa. Como 76,92% das amostras de leite utilizadas foram provenientes de animais
da raca Holandesa, ndo se esperava que o valor de r fosse tdo baixo. Os métodos de anélise sdo
distintos, o método oficial (LAB-REF) usa a citometria de fluxo, enquanto o método alternativo
usa a bioimpedancia elétrica (EBE).

No presente estudo, a correlagdo entre eles foi ndo significativa, provavelmente em
funcdo de problemas de calibragdo do equipamento, embora estudos prévios tenham relatado
correlacdes baixas a médias. Zuffo (2021) relatou coeficiente de correlacdo entre 0,40 € 0,48 (n
=50, p<0,05) para valores de CCS avaliados segundo o método de referéncia e a bioimpedéancia
elétrica. Breitenbach (2021) analisou 1.194 amostras de leite onde a correlacdo entre citometria
de fluxo vs bioimpedancia elétrica ficou entre r = 0,12 a 0,34 (p<0,01). O método de
bioimpedancia apresenta limitada confiabilidade em estimar os valores absolutos de CCS.
Entretanto, o setor produtivo utiliza métodos para gerar alertas como a mensuracdo no
equipamento de ordenha da condutividade elétrica do leite, cuja correlacéo foi de 0,4 (VILLAS-
BOAS et al., 2017). Segundo esses autores, apesar da relacéo significativa entre CE e CCS, o
primeiro analisado apenas no dia oficial do registro pode ndo ser um método confiavel para o
diagnostico de mastite. Entretanto, a CE poderia ser utilizada como caracteristica auxiliar na
andlise da resisténcia a mastite simultaneamente a contagem de células somaticas, pois, além
da associacao entre essas duas caracteristicas, a medida da CE é um método barato, simples e

rapido. A condutividade elétrica do leite tem sido utilizada para detectar os graus de mastite em
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vacas leiteiras (KHATUN et al., 2017), mas a alta taxa de falsos positivos dificulta o
fornecimento de resultados confidveis e ndo pode ser usada para prever quantitativamente a
CCs.

Considerando o teste de CMT, pouco mais de 50% das amostras ndo tiveram reacao ao
reagente, o que deveria indicar — segundo o grau e interpretacdo do CMT do fabricante — CCS
de até 200.000 cél/ml (tabela 6). Porém, BARBOSA et al. (2002) realizaram um experimento
onde estratificaram a CCS em até 500.000 cél/ml como negativo e tracos, de 500.000 a
1.000.000 cél/ml em score 1 (+), de 1.000.000 a 5.000.000 cél/ml em score 2 (++) e acima de
5.000.000 em score 3 (+++), obtiveram entdo um coeficiente de correlacdo de 0,77, por isso,
acredita-se que o nivel de interpretacdo seja mais variavel do que as recomendacbes do
fabricante.

Entretanto, por se tratar de um teste qualitativo indireto e de interpretacdo subjetiva, ndo
é preciso. Além disso, uma possivel explicacdo é de que assim como a gordura, a secrec¢ao de
leucdcitos também varia durante a ordenha, sendo menor no inicio da ordenha (sem contar 0s
primeiros jatos que estdo no canal do teto) e maior no dltimo leite retirado da glandula mamaria
(GONZALEZ, 2001).

Tabela 6 — Distribuicéo dos scores de CMT nas amostras de leite.

California Mastit Test

Classificacao N %
0 53 50,96
Tracos (0,5) 27 25,96
1 13 125
2 10 9,62
3 1 0,96
Total 104 100

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Entretanto, foi encontrada uma correlagéo interessante entre o CMT e os valores de CCS
(transformados por logio) realizada pelo LAB-REF, com um alto coeficiente de correlacao.
Enquanto a correlagdo entre o0 CMT e a analise de CCS feita no EBE foi baixa, dados
apresentados na tabela 7. Portanto, isso confirma que o CMT tem uma alta proximidade com a

analise de CCS pelo método referéncia.


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0022030221009206#bib14
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Tabela 7 — Correlagdo entre as anélises de CCS e CMT.

Correlacéo entre CCSL (LAB-REF),
CCSE (EBE) e CMT

CMT CCSL CCSE
r 0,7851 0,1510
P-value <0,001 0,126

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Quanto & composicao centesimal do leite, as correlagdes entre LAB-REF e EBE foram
baixas a moderadas (tabela 8), e foram significativas para os teores de sélidos totais, gordura e
proteina. Os teores de sélidos totais, gordura, proteina, lactose e NUL serdo apresentados,

respectivamente na tabela 9.

Tabela 8 — Apresentacdo do r e P-value de todas as varidveis analisadas.

Componente r P-value
CCS LAB REF
CCS EBE -0,01746 0,8603

CCS LAB REF - Trans

CCS EBE - Trans 0,05991 0,5458
23:33:: EQE S oas0m 0,0102
rotinaEee 04312 01843
LoctowEpE 030812 00015
olidon otaisEBE 0249 00105
o ee T oawe 0228

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

Os métodos de analise dos componentes lacteos diferem, uma vez que o método de
referéncia usa citometria de fluxo, para CCS, e para composicao centesimal espectroscopia por
infravermelho na regido média, enquanto a EBE usa utiliza as caracteristicas elétricas dos
componentes para estimar seus percentuais, a qual € expressa em Ohms (VEIGA, 2013).

Breitenbach (2021) analisou 1.194 amostras de leite de vacas, identificando correlagdes

significativas (p<0,01) para gordura (r = 0,17 a 0,29), lactose (r = 0,50 a 0,55), sélidos totais (r
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=0,40a0,41), e s6lidos ndo gordurosos 0,00 (n&do significativo) 0,25 a 0,43 sendo significativo.
A correlacdo para proteina (r = -0,01 a 0,03) néo foi significativa (p>0,05). Esses resultados
confirmam achados anteriores de Schumacher et al., (2019) que encontraram correlacdes
significantes para sélidos totais (r = 0,45) e solidos ndo gordurosos (r = 0,53) (p<0,05).

Concluimos que a correlacéo para a CCS néo se aproximou do método de referéncia,
mesmo apos transformacdo, com melhora limitada. Os teores de gordura foram significativos e
correlacionaram-se de maneira semelhante a Breitenbach (2021). Notavelmente, os teores de
proteina apresentaram correlacdo superior a Breitenbach (2021), enquanto os niveis de lactose
foram inferiores. Além disso, os sélidos totais mostraram-se inferiores aos resultados de
Breitenbach (2021) e Schumacher et al. (2019).



Tabela 9 — Distribuigdo dos teores de sdlidos totais, gordura, proteina, lactose e NUL.

Solidos Totais (LAB-

REF) Soélidos Totais (EBE) Coeficiente de vaI;Je
Classificacgo N % N % correlacdo (r?)
<11,3% 19 18,27 0 0
>113a14,7% 74 71,15 103 99,04
> 14,8% 11 10,58 1 0,96 0.2499 0.0105
Total 104 100 104 100
Gordura (LAB-REF) Gordura (EBE)
<2,2% 9 8,65 0 0
>2,22a6,5% 90 86,54 104 100
> 6,5% 5 481 0 0 0,2508 0,0102
Total 104 100 104 100
Proteina (LAB-REF) Proteina (EBE)
<2,5% 0 0 17 16,35
>25a45% 103 99,04 80 76,92
> 4,5% 1 0,96 7 6,73 0.1312 0.1843
Total 104 100 104 100
Lactose (LAB-REF) Lactose (EBE)
<4,0% 7 6,73 0 0
>4,0a5,5% 97 93,27 104 100
> 55% 0 0 0 0 0,3081 0,0015
Total 104 100 104 100
NUL (LAB-REF) NUL (EBE)
<6,0% 10 9,62 0 0
6,0 a 25,0% 91 875 104 100
> 25,0% 3 288 0 0 0.1199 0.2253
Total 104 100 104 100

Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.
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Os teores de sélidos totais estdo dentro da normalidade. Para os teores de gordura, sabe-

se que erros de amostragem das amostras podem gerar valores abaixo ou acima do normal —

como por exemplo gordura < 2,2% e > 6,5% — em posteriores analises, no caso da gordura o

efeito pode ser aumentado, visto que esse componente sai em maior concentracdo ao final da

ordenha. Portanto, o copo coletor e a maquina de ordenha devem estar ajustados para que 0S

erros diminuam, por este motivo, acredita-se que haja um erro na amostragem de algumas

amostras. Deve-se também atentar-se ao fato de que a gordura é o componente de maior
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variacdo no leite, sendo afetado pelo intervalo entre ordenhas, estado de saide do animal e pelo
estresse térmico, além da raca e estagio de lactagdo (CABRAL et al., 2016).

Os teores de proteina tiveram menor ocorréncia de valores anormais — no caso das
proteinas valores < 2,5% e > 4,5%. Uma possivel explicacdo para ndo ter ocorrido grandes
alteracOes nos teores de proteina é de que em animais com mastite subclinica, ou seja, CCS >
200.000 cél/ml, tem maior entrada de proteinas do sangue para a glandula mamaria, fazendo
com que na analise ndo ocorra grandes prejuizos em questdo numérica, entretanto, a caseina —
componente de suma importancia para o rendimento de queijos e produtos lacteos para inddstria
— tenha seu teor reduzido. Gerando assim, perdas no processamento dos produtos lacteos
(LIMA et al., 2016). Ainda os teores de proteina, podem ser correlacionados com NUL, como
a maior parte das amostras foi acima de 3% e, portanto, aparentemente houve aporte correto de
proteina, talvez apenas um pequeno excesso, Visto que a maior parte dos produtores mantém o
nivel de proteina no concentrado durante o ano todo, ndo fazendo diferenciagdo conforme
mudam-se as estaces do ano e consequentemente as pastagens. Além disso, € comum que 0s
produtores ndo facam diferenciacdo na quantidade de concentrado da dieta para lotes de vacas
de alta e baixa producéo; outro fator € a composicao de dietas com ingredientes muito proteicos,
como por exemplo silagem de milho, pré-secado ou fenos de azevém ou aveia.

Quanto aos teores de lactose, em uma pesquisa conduzida em Santa Catarina durante o
periodo estudado por Alessio et al. (2016), foi observado que os niveis de lactose foram
inferiores no outono em comparacdo com a primavera. Os autores atribuiram essa descoberta
as deficiéncias nutricionais resultantes da escassez de forragem no outono, que apresenta um
déficit tanto qualitativo quanto quantitativo de forragens. Por outro lado, na primavera, hd uma
maior disponibilidade de pastagens de alta qualidade, especialmente de aveia (Avena spp.) e
azevém (Lolium multiflorum). Portanto, a lactose também pode ser influenciada pela
alimentacdo dos animais.

Os teores de nitrogénio ureico do leite (NUL) ndo foram significativamente
correlacionados entre os métodos ndo tendo significancia (p>0,05). Além disso, se constatou
que aproximadamente 40% das amostras tiveram teores acima de 16%, o que pode indicar
excesso de proteina total ou degradavel ou deficiéncia de energia na dieta das vacas (GRANDE
e DOS SANTOS, 2010). Entretanto, ha divergéncias na literatura, visto que Peres (2001)
relatou que niveis entre 10 e 18 mg/dL sdo normais. Portanto, sabe que animais de alta producéo
tendem a ter um NUL mais elevado, sendo assim, quase 50% dos animais amostrados sdo de

maior producdo (> 31 L/vaca/dia), o que corrobora com os dados encontrados na literatura.
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Ap0s as anélises de correlagdo — devido a baixa confiabilidade entre os métodos — foi
realizada a anélise de regressdo — somente com os dados do LAB-REF — para avaliar o efeito

do incremento de Log:10CCS na concentragdo dos componentes do leite (tabela 10).

Tabela 10 — Resultados da analise de regressdo linear simples do efeito da CCS (transformada por
log10) sobre a producéo de leite e as concentracBes dos componentes lacteos avaliados
segundo o método de referéncia.

b

Componente a (Logl10 CCS) (Intercepto) R? Pr>F
Gordura LAB-REF 0,41296  1,63027 0,035  0,0597
Proteina LAB-REF 0,20732  2,31779 0,1058  0,0009
Lactose LAB-REF -0,23028 5,72796 0,2156 <0,0001
Sélidos totais LAB-REF 0,42606  10,43684 0,0287 0,0888
NUL LAB-REF -1,24423 21,3935 0,0169 0,1932
Producdo de leite -3,38474  46,70986 0,0378 0,0503

R? = coeficiente de determinagéo
Fonte: Elaborado pelo autor, 2024.

A concentracéo de gordura teve tendéncia a aumentar com o incremento da Log10CCS
(tabela 10), possivelmente porque animais com mastite subclinica diminuem a sua producao de
leite e por isso ocorre a concentracao deste componente.

Os teores de proteina aumentaram com o aumento de CCS. Normalmente os valores da
proteina total ndo se alteram, mas estudos mostram que podem ocorrer pequenos aumentos
(NORO et al., 2006), pois em animais com mastite, tem maior entrada de proteinas do sangue
para a glandula mamaria (PEREIRA et al., 1999). Entretanto, a caseina, componente de suma
importancia para o rendimento de queijos e produtos lacteos para industria, normalmente tem
seu teor reduzido, ocasionando assim, perdas no processamento dos produtos lacteos (LIMA et
al., 2016).

Os teores de lactose se reduziram (P<0,05) com o aumento de CCS, o que pode ser
explicado por trés principais causas: a) danos das células secretoras devido a inflamagéo e
infeccdo; b) ruptura das “tight junctions” e alteragdes na permeabilidade da membrana basal

das células mamarias que separa o0 sangue e o leite; c) acdo dos patdgenos da mastite, que
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utilizam a lactose disponivel como substrato, resultando na reducdo do percentual de lactose
(COSTA et al., 2019). Além disso, Alessio et al. (2016) identificaram, por meio da andlise
fatorial, uma relacdo inversa entre os niveis de lactose e a Contagem de Células Somaticas
(CCS), indicando que maiores CCS estdo associadas a menores teores de lactose. Além disso,
no mesmo contexto, a paridade foi correlacionada a uma CCS mais elevada e a menores teores
de lactose.

Conforme o esperado, a producéo de leite se reduziu (P=0,05) com o aumento da CCS.
Ocorrem perdas de producao de leite, as quais podem chegar a 1,0 a 2,5 kg de leite/dia durante
as duas primeiras semanas de infeccéo, e a perda total em kg de leite pode chegar de 110 a 552
kg durante toda a lactacdo (RAJALA-SCHULTZ et al., 1999). Nesse presente estudo, a cada
unidade de Logio de CCS, houve uma reducéo de 3,38 litros de leite.

Os teores de sdlidos totais NUL nédo foram afetados (P>0,05) pelo aumento de CCS.

5 CONCLUSAO

A espectroscopia por bioimpedancia elétrica de leite com a atual calibracdo ndo pode
ser utilizada para anélise de CCS e composicdo centesimal devido a baixa associacdo com o
método de referéncia, visto que os resultados errados podem levar ao descarte de vacas
saudaveis ou a aceitacdo de leite com problemas e, portanto, gerando prejuizos e erros nas
decisbes gerenciais de uma propriedade. Os efeitos da alta CCS nos rebanhos leiteiros podem
acarretar prejuizos econémicos devido aos altos custos com tratamentos medicamentosos,
descarte de leite e alteracdo da composicgéo e diminuicdo do volume de leite produzido por vaca,
deve-se, portanto, manter as boas praticas agropecuarias na producdo a fim de minimizar a

ocorréncia de mastite em propriedades leiteiras.
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