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Avaliacao do numero de células somaticas do leite
de bovinos da raca Jersey durante o primeiro més de

lactacao

1 - Departamento de Clinica Médica da Faculdade de Medicina Veterinaria e

Zootecnia da Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo-SP

Resumo

Com a finalidade de estabelecer os valores de referéncia da contagem
de células somaticas do leite de bovinos da raca Jersey, criados no
Estado de Sao Paulo, durante o primeiro més de lacta¢ao, bem como
avaliar a influéncia da fase colostral, examinaram-se 418 amostras de
leite, provenientes de quartos mamarios sadios e sem crescimento
bacteriano. O leite foi colhido assepticamente antes da ordenha e a
contagem de células somaticas foi determinada por citometria de fluxo
e pelo Teste do CMT. Demonstrou-se a significativa influéncia do
primeiro més de da lactagao sobre a contagem de células. Verificou-se
que a transi¢ao da secre¢ao de colostro para leite em relagdo a0 nimero
de células somaticas esta finalizado a partir do 15° dia de lactagio,
sendo recomendado a adog¢ao dos seguintes valores de referéncia: no
colostro, obtidos nas primeiras 24 horas de lactacdo entre 472.405 e
2.003.921 células/ml, no petiodo compreendido do 2° a0 15° dia de
lactacio valores entre 103.920 ¢ 1.298.361 células/ml e a partir do 15°
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Fase colostral.

dia de lactacio entre 37.714 ¢ 205.549 células/ml..

Introducao

A influéncia da fase colostral e do
primeiro més de lactagdo no numero de células
somaticas foi objetivo de estudos de inumeros
autores "7 sendo opinido consensual que
durante a fase inicial da lactacio,
principalmente, durante o petiodo no qual
a secrecao colostral é gradativamente
substituida pela secrecio de leite, ocorre
significativa diminui¢do do seu nimero. O
tempo de transicdo de colostro para leite é
controverso, autores relatam que pode
ocorrer entre 3° e o 5° dia de lactacio',
enquanto que outro autor considerou que
até a 3" ordenha a mama produzia colostro
e que entre a 5% e 7* ordenha produzia uma
secrecao por ele denominada de leite de
transicao. Essas intensas modificacoes na
composi¢do do leite geraram recomendacdes
de adociao de valores de referéncia,
especialmente determinados para a primeira
semana de lactacio.’

Apesar da consideravel evolugao dos

conhecimentos de patologia clinica do leite
nas ultimas décadas, a andlise da literatura
evidenciou que praticamente nio existem
estudos com o objetivo de avaliar as
caracteristicas do leite de bovinos da raca
Jersey.!#17202122 Neste contexto, somente um
estudo foi desenvolvido com o intuito de
avaliar a celularidade do leite de bovinos
desta raga.” Estes fatos evidenciam que nio
foram estabelecidos, ainda, os padroes de
referéncia para diversos constituintes do leite
de vacas sadias da raca Jersey.

O presente estudo teve a finalidade
de avaliar a influéncia da fase colostral nas
caracteristicas celulares do leite, utilizando
o California Mastitis Test - CMT e a
contagem do numero de células somaticas,
de bovinos da raca Jersey, criados no
Estado de Sao Paulo, procurando
estabelecer os valores de referéncia das
mencionadas variaveis durante a fase
colostral e avaliar a influencia dos 30
primeiros dias da lactacgio.

Braz. ). vet. Res. anim. Sci., Sao Paulo, v. 45, n. 6, p. 443-450, 2008



444

Material e Método

Foram utilizadas 418 amostras de leite
sem isolamento bacteriano no exame
microbiol6gico proveniente de 127 vacas.
As amostras de secrecdo lactea foram
agrupadas em oito momentos de acordo
com a fase de lactagdo em que se
encontravam, conforme discriminado na
tabela 1.

O material utilizado foi colhido em
trés propriedades situadas no Estado de Sao
Paulo, sendo as vacas mantidas em sistema
de criagao semi-extensivo no qual os animais
recebiam volumoso, com suplementagdo de
silagem e concentrado comercial. Nas trés
propriedades adotava-se o sistema de
ordenha mecanica. Antes da ordenha era
realizada a higiene do tubere por meio da
imersdo dos tetos em solucio anti-séptica a
base de cloro, a seguir secados com toalha
de papel ou a higiene do tbere era realizada
através de pano com solu¢io anti-séptica.
Ap6s a ordenha, os tetos eram novamente
imersos em uma solu¢do anti-séptica a base
de iodophor.

A selecao das glandulas mamarias foi
baseada no exame clinico e no histérico das
mesmas, nio sendo utilizados aquelas que
apresentaram episodios recorrentes de

mamite, alteracdes das caracteristicas
macroscopicas do leite, como presenca de
grumos, detectadas na prova do fundo
escuro, ou que na palpagdo da glandula
mamaria, realizada apds a ordenha,
apresentaram alteracOes de consisténcia que
pudessem estar relacionadas a existéncia de
processo inflamatério agudo ou crénico,
conforme as recomendag¢des de Birgel™.
A colheita das amostras foi realizada
na sala de ordenha imediatamente antes da
ordenha do animal. Apos os procedimentos
rotineiros de preparo dos animais para a
ordenha fazia-se a assepsia da extremidade
do teto, particularmente, do orificio do teto
utilizando um chumago de algodao
embebido em 4lcool 70 % de acordo com
os padroes recomendados em boletim da
International Dairy Federation . Apos essa
assepsia, outros dois ou trés jatos de leite
eram desprezados, de tal forma a garantir
que o leite acumulado nas cisternas do teto e
da glandula, no perfodo entre as ordenhas
fosse totalmente desprezado, para entdo se
fazer a colheita do material em aliquotas
destinadas ao exame microbiolégico e a
avaliacio do numero de células do leite.
Para o exame microbiolégico foram
colhidos, de forma asséptica, cerca de 5 ml
de leite, em frascos de vidro, estéreis. Essas

Tabela 1 - Constituicao dos grupos experimentais para estabelecer os valores de referéncia e avaliacao da fase
colostral no nimero de células sométicas do leite de bovinos da raca Jersey criados no Estado de Sao

Paulo-Sao Paulo-2006

. Gr.upo Fase da Lactacdio Nuamero de Nl’m?ero'de
xperimental Quartos animais

A 0—| 12 horas 27 11

B 12 —| 24 horas 41 11

C 1 —| 2 dias 47 15

D 2 —| 3 dias 50 14

E 3 —| 5 dias 86 25

F 5— 7 dias 48 13

G 7— 15 dias 62 21

H 15— 30 dias 57 17

Total de amostras 418 127
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amostras foram acondicionadas em caixas
de isopor refrigeradas durante o transporte
ao laboratério e congeladas a -20°C no
mesmo dia da colheita, sendo o exame
microbiolégico realizado no laboratério de
Microbiologia do Departamento de Clinica
Médica da Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia da Universidade de
Sido Paulo.

Ap6s a colheita do material para o
exame microbiolégico foram colhidas
amostras de 50 ml em frascos de plastico
para a realizacao do California Mastitis Test-
CMT. A seguir essas amostras eram
acondicionadas em caixas de isopor
refrigeradas com gelo reciclavel durante o
transporte, até o momento de serem
processadas e analisadas nos Laboratérios
do Centro de Pesquisa e Diagnostico de
Enfermidades de Ruminantes — CPDER do
Departamento de Clinica Médica da
Faculdade de Medicina Veterinaria e
Zootecnia da Universidade de Sio Paulo,
sendo os exames concluidos antes de 12
horas de conservacio.

Na seqiiéncia para a contagem do
numero de células somaticas cerca de 40ml
de leite foram colhidos em frascos de
plasticos contendo pastilhas do conservante
bronopol (2-bromo 2-nitropropano - 1,3-
diol), mantidas a temperatura ambiente, que
foram enviados para o Laboratério de
Fisiologia da Lactagio do Centro de
Tecnologia para o Gerenciamento da
Pecuaria de Leite - Departamento de
Producao Animal da ESALQ - USP
Piracicaba, onde as analises foram realizadas
em até sete dias apos a colheita.

Para a contagem do nimero de células
somaticas as amostras de leite, antes do inicio
da anilise, foram mantidas em banho-maria
a 38°C, durante 15 minutos, ¢ a seguir,
homogeneizadas, manualmente, sendo a
contagem de células somaticas realizada por
citometria de fluxo, utilizando-se o
equipamento SOMACOUNT 500.

Para a realizacio da prova do CMT
utilizou-se o reativo de CMT (FATEC®),
sendo a prova realizada e interpretada
obedecendo as normas preconizadas por
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Schalm, Carroll e Jain'®.

As amostras para o exame
microbiologico, apos serem descongeladas,
foram semeadas em meio de 4gar-sangue de
ovino desfibrinado e incubadas a 37°C, sendo
realizadas leituras com 24, 48 e 72 horas de
incubagao. Os exames bacterioscopicos foram
realizados em laminas coradas pelo Método
de Gram, sendo que o isolamento dos
microorganismos foi realizado de acordo com
as técnicas desctitas por Lennette *.

Os resultados foram apresentados em
média, desvio padrio, mediana e intervalo
de confianca. A anilise estatistica dos dados
foi efetuada, primeiramente, pelo Teste de
Levene para avaliar a homogeneidade de
variancias entre os grupos, sendo que apds a
transformacao logaritmica dos dados,
verificou-se que a homocedasticidade na
variavel transformada nio foi aceita, mas a
razao entre maior e menor variancias menor
do que 5; permitindo que os dados fossem
submetidos a analise de variancia seguido da
compara¢iao dos pares de médias pelo
método de comparagdes multiplas de
Dunnett T3.2%#

Resultados e Discussao

Conforme pode ser observado na
tabela 2 e figura 1, a fase de lactacdo exerceu
influéncia significativa no nimero de células
somaticas durante o primeiro més de
lactacdo e, em especial, durante o periodo
no qual ha secrecdo de colostro. Apos
oscilarem entre 946.444 £ 1.198.319 ¢
1.355.273 £ 1.829.318 células/ml nas
primeiras 24 horas de lactacdo, observa-se
que o numero de células somaticas diminui
de forma gradual e estatisticamente
significante durante os 30 primeiros dias de
lactacdo, sendo observado no 2° dia de
lactacio valores iguais a 874.677% 1.443.014
células/ml, entre o 8° e 15° dia de lactacido
contagem de células somaticas igual a
433,419 + 1.297.486 células / ml e entre o
16° e 30° dia de lactagio contagem de células
somdticas iguais a 121.632 £ 316.269
células/ml. Estas observacoes estio em
concordancia com aquelas referidas por
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Tabela 2 — Média aritmética, desvio padrao e intervalo de confianca do nimero de células somaticas (cel/ml) no
leite de bovinos da raga Jersey, distribuidos segundo a fase da lactagao (colostro e primeiro més de

lactagao), criados no Estado de Sao Paulo-Sao Paulo-2006

Fase da Nuamero de Intervalo de
Lactagio amostras Média Desvio Padrio Mediana Confianga *
0— 1/2 dia 27 946.444 a 1.198.319 669.000 472.405-1.420.484
1/2— 1 dia 41 1.355.273 ab 1.829.318 591.000 706.625-2.003.921
1 —] 2 dias 47 874.677 be 1.443.014 114.000 450.992-1.298.361
2 —| 3 dias 50 854.832 be 1.450.517 181.000 442.520-1.267.008
3 —] 5 dias 86 657.316 be 1.482.760 115.500 339.411-975.220
5— 7 dias 48 555.553 be 1.265.531 106.500 188.081-923.025
7— 15 dias 62 433.419 cd 1.297.486 47.500 103.920-762.919
15— 30 dias 57 121.632d 316.269 16.000 37.714-205.549

abed letras ndo coincidentes significam diferenca estatistica significante (p< 0,05) — Teste de Dunnett T3

*
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Fases de lactagdo
Figura 1 - Influéncia da fase de lactacdo no nimero de células somaticas no leite de bovinos da raca Jersey, criados

no Estado de Sao Paulo

diversos autores 13 4 510, 11,1213, 14,15, 16 que

constataram um numero de células somaticas
maior nos primeiros dias de lactacio, ou seja,
na fase colostral, que diminufa com o evoluir
da mesma.

Considerando os resultados obtidos
na presente pesquisa, verificou-se que
somente a partir do 15° dia de lactagdo o
numero de células somaticas atingia os
patamares propostos para lactacio plena.’*
Na literatura compulsada foram encontradas
referéncias, nas quais contagens de células
semelhantes as encontradas em vacas em
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plena lactagio podiam ser obtidas em
amostras de leite colhidas a partir do 7° dia
de lactaciao* ou a partir do 15° dia de
lactacdo.*

As significativas modifica¢Oes da
contagem de células somaticas observadas
durante o primeiro més de lactagiao tornam
necessario que sejam adotados valores
padrdes de referéncia, especialmente
determinados para cada fase. Na fase
colostral, considerando-se as 60 amostras de
colostro sem isolamento bacteriano obtidas
nas primeiras 24 horas ap6s o parto (1° dia



de lactagao) foram estabelecidos, baseados
nos intervalos de confiang¢a, os seguintes
valores de referéncia entre 472.405 e
2.003.921 células/ml. Na fase de transicio
do colostro para o leite, considerando-se as
293 amostras de secrecao lactea sem
crescimento bacteriano obtidas entre 0 2° e
15° dia de lacta¢ao devem ser adotados os
seguintes valores de referencia para o
numero de células somaticas entre 103.920
e 1.298.361 células/ml.

Embora o objetivo desta pesquisa
nao fosse a apresentacdao de valores de
referéncia para o periodo da lactagdo plena,
verificou-se a existéncia de apenas uma
pesquisa na qual os valores de referéncia do
niamero de células somaticas do leite de
bovinos da raga Jersey foi estabelecida.”
Face aisso optou-se pela apresentagao desses
valores de referéncia, utilizando para tal
finalidade os resultados obtidos no grupo
composto por amostras de leite obtidas entre
15 e 30 dias de lactagdo e que variaram,
considerando o intervalo de confianca, entre
37.714 e 205.549 células/ml.

Deve, ainda, ser ressaltado que os
valores de referéncia apresentados nesta
pesquisa tém validade para amostras colhidas
na fase inicial da ordenha, ou seja, apds o
leite de retencao ter sido eliminado, pois foi
verificado que no leite de retengio -
acumulado nas cisternas da glandula e do
teto entre as ordenhas - ou nas amostras
obtidas no final da ordenha sofrem
significativo aumento do nimero de células
somaticas. "' Assim, os valores padroes
de normalidade apresentados na pesquisa
nao devem ser utilizados como referéncia
para situagoes nas quais as fragOes de leite
foram utilizadas para constituir amostras
correspondentes ao leite de reten¢ao ou de
esgotamento, sem que as devidas ressalvas
sejam feitas, evitando que erros de
interpretagio dos resultados sejam
cometidos.

Para uma melhor interpretacio dos
resultados obtidos no California Mastitis Test
- CMT, realizou-se, inicialmente, uma
comparagio entre a intensidade da reagdo
das amostras de leite ao CMT com a

447

celularidade da amostra testada. Dessa
forma, utilizando os critérios propostos para
classificar a reacio ao CMT foram calculadas
a média aritmética da contagem de células
somaticas obtidas de 617 amostras de leite
provenientes de quartos mamarios com e
sem isolamento bacteriano e verificou-se que,
nas reagoes negativas ao CMT obtinha-se
contagem de células somaticas iguais a
322.983 células/ml, nas reacoes com discreto
aumento de viscosidade (meia cruz - tragos)
valores médios iguais a 1.372.587 células/
ml, nas rea¢cdes com aumento de viscosidade
sem formagao de gel (uma cruz - fracamente
positivo) valores médios iguais a 1.576.414
células/ml; nas reacdes com aumento de
viscosidade e formacio de gel (duas cruzes
- nitidamente positivo) valores médios iguais
a 2.869.630 células/ml; e nas reacdes com
evidente formacao de gel (trés cruzes —
fortemente positivo) valores médios iguais
a 4.964.720 células/ml. Pode-se, ainda,
observar que ocorreu uma sobreposi¢ao dos
valores encontrados nas reagdes que
apresentaram aumento da viscosidade, sendo
que a analise estatistica, nio demonstrou
diferencas significantes nas percentagens de
reacoes classificadas como meia cruz e uma
cruz concordando com Estrella* e desta
forma as rea¢Oes poderiam ser unificadas,
simplificando a interpretacao dos resultados.
Casura, Schukken e Rusch? na tentativa de
tornar mais objetiva a interpretacao do CMT,
através da diminui¢ao dos escores propostos
por Schalm, Carroll e Jain'® sugeriram que
os resultados fossem classificados como
reacOes negativas e reagdes positivas.
Contudo, resultados apresentados em
algumas pesquisas ** sugeriram a partir da
classificagdo proposta por Schalm, Carroll e
Jain'® que as reacoes fossem classificadas
como: reagdo negativa quando a mistura
permanece liquida ap6s a homogeneizagao
dos componentes da reagio; reagdo
fracamente positiva, quando ha aumento da
viscosidade com variada intensidade, porém
sem tendéncia de formagao de gel e reacao
positiva, quando ha evidente formagao de
gel, com intensidade variavel.

Nas primeiras 12 horas de lactacao a
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freqiéncia de reagdes negativas ao CMT
(96,30%) foi estatisticamente maior quando
comparadas com as amostras colhidas nos
trés primeiros dias de lactagdo, quando as
freqiiéncias foram iguais a 87,80%, 72,34%
e 78,00% respectivamente, e com amostras
colhidas entre o 5° e 7° dia de lactacido
(76,59%). No grupo de animais que se
encontravam entre o 7° ¢ 15° dia de lactagao
e o grupo entre o 15% e 30° dia de lactagao,
a freqiéncia de resultados negativos
aumentam (93,54% e 93,10%) sem que
diferencas estatisticas fossem observadas
entre os grupos (Tabela 3). Os resultados
obtidos nesta pesquisa sio semelhantes
aqueles relatados por Birgel Juniot’ que nos
primeiros sete dias de lactagio observaram
que entre 63,064 ¢ 74,19 % das amostras nao
reagiram ao CMT e discordam em parte de
Estrella® que observou uma menor
freqiéncia de reagoes negativas no CMT nos
primeiros 3 dias de lactagio quando
comparadas com as freqiiéncias obtidas até
o final do primeiro més de lactagio.
Apesar da utilizagdo de testes semi-
quantitativos como o CMT, em amostras
de leite de vacas recém-paridas tem sido
questionada por alguns autores'®” que
relataram a ocorréncia de grande nimero

de reagdes positivas na fase colostral. Os
resultados obtidos nesta pesquisa evidenciam
que o CMT pode ser utilizado como prova
subsidiaria pelo clinico em animais na fase
de colostro desde que respeitado o fato da
prova apresentar sensibilidade na detecgdo
de amostras de leite com contagens celulares
altas, acima de um milhdo de células por
mililitro.!

Na presente pesquisa, das 119
amostras de leite obtidas entre o 8° ¢ 30° dia
de lactacao proveniente de quartos mamarios
sadios, nas quais ndo houve isolamento
bacteriano, verificou-se que entre 93,10 e
93,54 %0; apresentaram reagoes negativas ao
California Mastits Test (CMT), sendo este
percentual semelhante ao referido por alguns
autores, »** porém maior do que o
apresentado em outras pesquisas”™.

Conclusoes

A fase colostral e o primeiro més de
lactagdo sdo responsaveis por significativas
modificacées no numero de células
somidticas do leite de vacas sadias, nas quais
nao houve crescimento bacteriano, pois, nesse
periodo ocorreu a diminui¢do gradual do
numero de células presentes no leite de

Tabela 3 - Freqiiéncia da reacao do California Mastitis Test (CMT) de bovinos da raga Jersey, distribuidos segundo
a fase da lactacdo (colostro e primeiro més de lactacao), criados no Estado de Sao Paulo-Sao Paulo-2006

Fase da Reag¢do do CMT
Lactacao — H— +-- ++- +H+

negativo tragos fracamente positivo  nitidamente positivo  fortemente positivo

0172 di 96,30% a 0,00% ab  0,00%  ab 0,00% a 3,70%  abd
1a (26/27) (0/27) (0/27) (0/27) 1/27)

V21 di 87.80%  bed 4,.87% ab  0,00%  ab 0,00% a 731%  ab
1a (36/41) (2/41) (0/41) (0/41) (3/41)

1 {2 dias 72,34% b 4,25% ab  425%  ab 8.51% a  10.63% ac
(34/47) (2/47) (2/47) (4/47) (5/47)

23 di 78,00% bd 2,00% ab  2,00%  ab 4,00% a  1400% a
1as (39/50) (1/50) (1/50) (2/50) (7/50)

3]s di 87.20% ac 4,65% ab 3,48%  ab 2,32% a 232%  bd
1as (75/86) (4/86) (3/86) (2/86) (2/86)

57 di 76,59% be 6,38% a  851% a 6,38% a 2,12%  bed
1as (36/47) (3/47) (4/47) (3/47) (1/47)

. 93,54% ad 0,00% ab  1,61%  ab 1,61% a 322%  bed

7— 15 dias

(58/62) (0/62) (1/62) (1/62) (2/62)

15— 30 di 93,10% ad 5,17% b 000% b 1.72%a  a 0,00% d
1as (54/58) (3/58) (0/58) (1/58) (0/58)

ab.c.d —letras nio coincidentes na mesma linha, significam diferenca estatistica significante (p< 0,05) — Teste de Duas Proporgdes
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bovinos da raga Jersey.

Verificou-se que a transi¢ao da secre¢io
de colostro para leite em relagdo ao numero
de células somaticas estd finalizado a partir do
15° dia de lactagdo, sendo recomendado a
adocao dos seguintes valores de referéncia para
o nimero de células somaticas na secrecio
lactea de bovinos da raga Jersey, sem
crescimento bacteriano: no colostro, obtidos
nas primeiras 24 horas de lactagdo entre 472.405
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e 2.003.921 células/ml, no periodo
compreendido do 2° ao 15° dia de lactagao
valores entre 103.920 e 1.298.361 células/ml
e a partir do 15° dia de lactagdo entre 37.714 e
205.549 células/ml.
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Evaluation of somatic cell number in milk from jersey cows during the first

month of lactation

Abstract

Key words:
Milk.
Somatic cells.

With the aim to establish reference values of the number somatic cell
of milk from Jersey cows, raised in the State of Sao Paulo, during the
first month of lactation, as well as to evaluate the influence of the
colostral phase, 418 milk samples were examined obtained from
healthy mammary glands without bacterial growth. Milk samples
wete collected aseptically before milking and number somatic cell
determined by electronic counting and by California Mastitis Test.
was demonstrated the significant influence the somatic cells in the
first month of lactation. It was found that the transition of the
colostrum secretion for milk in respect to somatic cells count have
been finished in the 15° day of lactation, being recommended the
adoption of the following reference values: in the colostrum, getting
in the first of 24 hours of lactation between 472.405 and 2.003.921 cells/
ml, in the understood period from 2° until 15° day of lactation values
between 103.920 and 1.298.361 cells/ml and starting from 15 day of

Cattle.
Jersey breed.
Colostral phase.

lactation between 37.714 and 205.549 cells/ml.
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