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RESUMO

Objetivou-se com este estudo avaliar a influéncia da contagem de células somaticas (CCS) sobre a qualidade do leite.
Foram colhidas 50 amostras de leite as quais foram positivas ao California Mastitis Test (CMT). Amostras de cinco mL
de leite foram homogeneizadas e semeadas na superficie de Agar Sangue e incubadas em estufa & 37°C/24-48hs. Os
ECP foram as bactérias mais freqlientemente isoladas.Verificou-se que as médias de CCS variaram de 21.000
celulas/mL a 8.451.000,00; gordura (%) 1,80; proteina (%) 3,31; lactose (%) 4,30; e EST (%) 11,4. Houve correlacdo
entre os componentes do leite (lactose e sélidos totais) e CCS. A maioria das amostras encontrava—se fora dos padrdes
exigidos pela IN 51, com relacdo a gordura e sélidos totais. Ha necessidade de revisao dos procedimentos de sanidade e
de producdo.

PALAVRAS-CHAVE: bovinos, coagulase, leite, estafilococos.

ABSTRACT

One fifthy milk samples collected that were positive for California Mastitis Test (CMT). This study was designed to
evaluate the effects of somatic cell count (SCC) on milk quality. Five mL of milk were collected, homogenized and
inoculated at surface of Bovine Blood Agar and incubated at 37°C/24-48 h. CPS were more isolated bacteria. The
resulted showed SCC ranging from 21.000 cells/mL to 8.451.000.000 cells/mL; total fat (%) 1,80; protein (%)3,31;
lactose (%),4,30; total solids (%) 11,4. Correlations exist among the components of the milk (lactose and EST) and
CCS. According to federal regulations differences in physicochemical and cytological (SCC) patterns of milk were
found in these samples, in relation to total fat and total solids. There was necessity revision sanitation and productions
procedures.

KEY-WORDS: bovine, coagulase, milk, staphylococci.

INTRODUCAO

A qualidade do leite assume destacada
importancia sob o ponto de vista de saude publica.
No Brasil, embora ndo existam estatisticas
disponiveis sobre 0 assunto, sdo frequientes os casos
de doencas associadas ao consumo de leite cru ou
de derivados produzidos com leite contaminado
com micro-organismos patogénicos. Contribui para
isto, entre outras causas, o fato de mais de 44% do

leite consumido no pais ser proveniente de mercado

informal (ANUARIO MILKBIZZ, 1999), ou seja,
comercializado sem qualquer tratamento térmico ou
controle laboratorial.

A mastite € uma reacdo inflamatoria
desencadeada em resposta a agressdes sofridas ao
tecido mamaério, micro-organismos e suas toxinas,
traumatismos fisicos (corte, pisaduras, lesdes) e
irritantes quimicos. A passagem das células de
defesa do sangue para o leite é uma das suas

principais consequéncias (CUNHA, 1988).
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Dentre 0s micro-organismos que podem
estar presentes no leite  encontra-se 0
Staphylococcus aureus, micro-organismo envolvido
em infeccOes intramamarias de fémeas em lactacéo,
sendo o principal agente etioldgico de mastite em
bovinos. Coerentemente, S. aureus é o micro-
organismo patogénico mais freqiientemente isolado
de leite cru (ZECCHONI e HAHN, 2000). Cerca de
10% dos estafilococos causadores de mastite,
produzem toxinas termoestaveis capazes de
intoxicar o0 homem através do consumo de leite que,
quando ingeridas provocam nausea, vOmito e
diarréia.

Segundo SEARS (1993), os principais
micro-organismos causadores de mastite bovina
podem ser divididos em cinco grupos: cocos Gram
positivos, bactérias Gram negativas, corinebactérias
e Actinomyces, Mycoplasma e outros como
Nocardia ssp., Prototheca ssp. e leveduras;
entretanto 0s cocos Gram positivos constituem o
principal grupo, responsaveis por mais de 90% das
ocorréncias (BIER,1990), sendo o Staphylococus
aureus e Streptococcus agalactie as espécies mais
freqlentes. Segundo FERREIRO (1981) o
Staphylococus aureus ocupa 0 primeiro lugar na
freqiéncia de isolamentos, ficando o Streptococcus
ssp. em posicdo secundaria, certamente devido a
susceptibilidade que apresentam aos antibidticos.

Alguns fatores de viruléncia dos
estafilococos sdo associados a sua capacidade
enterotoxigénica, entre eles a producdo de
coagulase (PEREIRA, 2005). Quanto aos
estafilococos coagulase negativos (ECN), estes
estdo associados a uma série de outras infec¢des em
homens e animais. Para ORDEN et al.. (1992) ECN
podem produzir quantidades menores de
enterotoxinas quando comparados com S. aureus,
mas ndo devem ser excluidos quando presentes em
alimentos envolvidos em surtos de intoxicacdes

alimentares.
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O California Mastisis test (CMT) constitui-
se num método indireto de avaliacdo da quantidade
de células somaticas no leite, o qual baseia-se na
atuacdo de um detergente anibnico sobre a
membrana celular, causando a ruptura da mesma e
a formacdo de um gel na interacdo dos acidos
nucléicos com o detergente (ROSENBERGER,
1983).

A CCS no leite de animais individuais ou
de tanque é uma ferramenta valiosa na avaliacdo do
nivel de mastite subclinica no rebanho, bem como
indicativo da qualidade do leite na propriedade e
para estabelecer medidas de prevencdo e controle
da mastite (MULLER, 2002).

O leite com alta CCS apresenta um
decréscimo de caseina, gordura e lactose. Com isso,
ocorre uma reducdo do rendimento do produto na
sua industrializacdo, bem como do tempo de
estocagem do mesmo e seus derivados, razdo pela
qual os laticinios estdo preferindo o leite com baixa
CCS. As enzimas e minerais também sdo afetados.
A extensdo do aumento da CCS e as mudancas na
composicao do leite estdo diretamente relacionadas
com a superficie do tecido mamario atingido pela
reacdo inflamatdria. Portanto, hd uma relacdo direta
entre a CCS e a concentracdo dos componentes do
leite (SCHAELLIBAUM, 2000).

MATERIAL E METODOS
Animais: Foram examinados 50 quartos mamarios
positivos ao CMT, no periodo de agosto a
novembro de 2013. As propriedades estudadas
apresentavam rebanhos compostos por diferentes
racas, predominando a holandesa. Em cada
propriedade foi aplicado um questionério
relacionado ao sistema de extracdo do leite adotado.
Local de realizacdo do experimento: os animais
utilizados no experimento foram procedentes de
sete propriedades leiteiras localizadas no municipio

de Marechal Candido Rondon, Parana. As amostras
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de leite foram processadas no Laboratério de
Microbiologia e Bioquimica da Unioeste — Campus
Marechal Céndido Rondon. Paralelamente, as
amostras também foram identificadas,
acondicionadas em caixas isotérmicas e
posteriormente enviadas via correio para 0
Laboratorio centralizado de andlise de leite, o qual
pertence ao programa de analise de rebanhos
leiteiros do Parana, programa esse da Associacdo
Paranaense dos Criadores de Bovinos da Raca
Holandesa (APCBRH) para analise de CCS e dos
teores dos componentes, sendo utilizado em cada
frasco de coleta o conservante Bronopol.
Questionarios: as informacdes obtidas durante as
coletas foram a respeito do tipo de ordenha,
armazenagem do leite, entrega do leite, analise da
higiene da sala de ordenha, higienizacdo dos tetos,
tipo de instalacdes, uso de uniformes pelos
funcionarios e incidéncia de mastite (pouca, média,
muita).

Colheita das amostras: as vacas em lactacdo
foram submetidas ao teste do CMT para deteccédo
de mastite subclinica, seguindo orientacdo descrita
por SCHALM et al. (1971). A colheita das amostras
para a realizacdo dos exames bacterioldgicos dos
quartos mamaérios foi feita dos quartos que
apresentavam reacdo positiva ao CMT. Para os
exames microbioldgicos, a colheita das amostras de
leite foi precedida de limpeza dos tetos por
lavagem, secagem com papel toalha e anti-sepsia
com alcool 70°GL. Cerca de 5 mL de leite foram
colhidos em frascos de vidro esterilizados.

Andlises microbioldgicas: isolamento, enumeracéo
e identificacdo de Staphylococcus ssp.

As amostras de leite foram
homogeneizadas e posteriormente, aliquotas de 0,1
mL foram semeadas na superficie de Agar sangue
de ovino a 5% e incubadas em estufa bacterioldgica
a 37°C, sendo as leituras efetuadas apo6s 24 e 48

horas de incubagdo. Inicialmente observaram-se as
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caracteristicas morfologicas das col6nias como
tamanho, tipo, coloracdo e presenca de hemdlise.
Ao microscépio foram observadas a morfologia,
disposicéo das células e caracteristicas tintoriais ao
Gram (CARTER, 1988). Foram coletadas, em
média, 5 col6nias tipicas para o teste da coagulase
(AOAC, 1995) e catalase (SCHALM et al.. 1971)
para a diferenciacdo entre estafilococos e
estreptococos, sendo as colbnias previamente
repicadas para o caldo BHI (Infusdo de Cérebro e
coragdo) por 24 horas a 37°C. As bactérias Gram
positivas foram submetidas a prova de coagulase
para diferenciacdo entre Staphylococcus coagulase
positiva e Staphylococcus coagulase negativa. As
bactérias Gram negativas foram estriadas em Agar
EMB (Eosine Metilene Blue).

A contagem eletrénica de células
somaticas a andlises fisico-quimicas foram
realizadas no Laboratério do programa de Analise
de Rebanhos leiteiros da APCBRH utilizando-se o
equipamento Combi — 2500 (Bentley Somacount
Analytical Instruments for the Dairy Industry).

Os coeficientes de correlagdo foram
obtidos por meio do sistema de analises estatisticas
e genéticas, SAEG, desenvolvido pela Universidade
Federal de Vicosa — UFV (1999) pelo teste de

correlagdo de Spearman a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A producdo de leite, nas propriedades
avaliadas, variou entre 150 a 1170 Lt/Leite/dia,
sendo que em todas elas a ordenha era mecanizada
e em apenas uma, o leite ndo era entregue na
cooperativa. Com relacdo ao tipo de ordenha, em 4
propriedades era canalizada e trés era balde ao pé.
Apb6s o término da ordenha, seis propriedades
armazenavam o leite em tanques de expansdo e
apenas uma em latdes. As condi¢des de higiene na
sala de ordenha variavam de ruins (4 propriedades),
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boas (2) e muito boas (1). As instalacfes eram de
madeira (4) ou alvenaria (3).

Todas as propriedades utilizavam toalhas
umedecidas com uma solucéo de agua e detergente
para a lavagem dos tetos e apenas duas delas
usavam pos-DIP. Nenhum funcionario utilizava
luvas ou uniforme. Sobre a incidéncia de mastite,
verificou-se que em seis propriedades era baixa a
média e em uma alta.

Com relagdo ao teste do CMT, este variou
de uma cruz até trés cruzes. Das 50 amostras
positivas, 22% apresentou +, 42% ++ e 36% +++.
A maioria dos quartos infectados foram o0s
posteriores (62%).

Das amostras colhidas nas propriedades
selecionaram-se 246  col6nias  tipicas de
estafilococos isoladas no Agar sangue. 68% das
coldnias foram caracterizadas como pertencentes ao
género Staphylococcus e 26% ao género
Streptococcus. Porém 6% ndo foram analisadas,
pois ndo houve crescimento no caldo BHI. Das
amostras catalase positivas os valores encontrados
para ECP foram de 67% e para ECN foram de 33
%.

Das colbnias Gram negativas, 53%
cresceram em Agar EMB, porém ndo foram
realizados testes bioquimicos para confirmacdo de
Escherichia coli.

SANTANA et al. (2006) avaliando
amostras de leite cru nas regiGes de Londrina e de
Pelotas constataram que todas as amostras
apresentam ECP, havendo predominancia de
culturas atipicas de estafilococos, independente da
capacidade de produzir da enzima coagulase,
entretanto, no presente experimento foram
avaliadas somente as col6nias tipicas de
estafilococos.

LAFFARNCHI et al. (2001) relataram que
das 1985 amostras de leite avaliadas, 457 (23,02%)

apresentaram-se pOSitiV&S nos exames
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microbioldgicos. Em 311 quartos (68,05%) foram
isolados ECN em cultura pura e em 5 (1,09%) em
cultura mista, perfazendo um total de 316 (69,14%)
isolados.

BARBALHO e MOTA (2001) também
observaram acentuada participacdo de estafilococos
no resultado do exame microbiolégico das 104
amostras de leite proveniente de 43 animais
estudados, verificando que as bactérias do género
estafilococos foram isoladas de 50 amostras,
correspondendo a 38,76% do total dos agentes
isolados.

Os resultados das analises microbiologicas
em Agar Sangue evidenciaram altas contagens,
principalmente nas 12 primeiras amostras
analisadas. Entretanto, de acordo com a analise
estatistica, ndo existiu correlagdo entre os valores
de contagem e de CCS.

Das 50 amostras analisadas apenas 16
(32%) apresentaram contagem de células somaéticas
do abaixo de 400.000 céls/mL atendendo aos
padrdes maximos preconizados pela Instrucdo
Normativa N° 51 (BRASIL, 2002). Estudos
efetuados por HARMON (1998) indicam que CCS
> 300.000 ceélulas/mL, significa uma condigéo
anormal do Ubere, sendo que a principal causa do
aumento desta CCS seria uma inflamacdo da
glandula mamaria. LIMA et al. (2006) ao estudar
13 rebanhos relataram CCS média de 402.126
céls/mL. SILVA et al. (2007) avaliando as
freqUéncias observadas para verificar a dependéncia
entre o tipo de ordenha e a condi¢do anormal do
Ubere observaram que na ordenha manual foi a que
apresentou menor fregiiéncia observada (32) para
guartos com CCS > 300.000 celulas/mL, ja a
ordenha mecénica balde ao pé, constatou-se a maior
frequéncia observada (48) para CCS > 300.000
células/mL.

Os valores minimos de gordura, proteina e

extrato seco total para os leites crus tipo “B” ¢ “C”
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exigidos pela Instrugdo Normativa N° 51 s&o
respectivamente, 3,0; 2,9 e 11,4. Os resultados
médios das analises fisico-quimicas foram, 1,80%
para gordura, proteina 3,31% e solidos totais
10,33%. Considerando-se as médias, os valores de
gordura e solidos totais por serem inferiores, ndo se
enquadram nas normas, entretanto os teores de

proteina apresentaram médias elevadas.
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Embora a influéncia da concentracdo de
células somaticas sobre os constituintes do leite seja
muito discutida, neste experimento verificou-se a
presenca de correlacdo entre a composicdo do leite
e a CCS, realizando o calculo de coeficiente de
correlacdo (r) cujos dados estdo apresentados na
Tabela 1.

Tabela 1. Correlacdo de Sperman entre as variaveis analisadas

Variavel Variavel Correlagdo Significancia
Contagem CCS 0,0372 0,3974
Contagem Gordura -0,1980 0,0829
Contagem Proteina -0,1506 0,1460
Contagem Lactose -0,2332 0,0513
Contagem Sélidos Totais -0,2863 0,0225
CCs Gordura -0,0767 0,2956
CCS proteina 0,0336 0,4070
CCs Lactose -0,3495 0,0072
CCSs Sélidos -0,3440 0,0080

Contagem: Contagem bacteriana em agar sangue

A relacdo entre duas variaveis é tanto mais
estreita, quanto mais o coeficiente de correlacao (r)
se aproxima de -1 e 1, e nivel de significancia (p)
tende a zero.

Entre as variaveis contagem e composi¢cdo
fisico-quimica ndo houve relacdo significativa (p>
0,05), exceto contagem e teor de lactose (r = -0,23),
havendo uma correlagdo negativa e significativa, o
gue mostra que quanto maior a contagem bacteriana
menor o percentual de lactose, evidenciando o
crescimento microbiano utilizando a lactose como
fonte de carboidratos. As variaveis contagem e EST
também apresentaram correlagdo negativa (r =-
0,28) e significativa.

As variaveis gordura e CCS apresentaram
o coeficiente de correlagdo de -0,07, porém ndo
significativo. Resultados semelhantes foram obtidos
por MUNRO et al. (1984). Entretanto, outros
fatores além da mastite, como o manejo alimentar e
até mesmo a producgdo afetam o teor de gordura no
leite, como demonstrado por AKERLIND (1999)

que ressaltam que quanto maior a produgdo animal,

menor é a porcentagem de gordura das amostras de
leite. Normalmente existe tendéncia de queda na
concentracdo de gordura a medida que aumenta a
CCS. Nos casos em que a producéo de leite diminui
em uma propor¢do maior que a sintese da gordura a
percentagem de gordura aumenta em animais com
altas CCS em funcgdo do efeito da concentragdo
(KITCHEN, 1981).

Para as variaveis proteina e CCS, obteve-
se r = 0,03, e que também ndo foi significativo.
LIMA et al. (2006) concluiram que a concentracdo
de proteina total no leite com alta CCS, permanece
inalterada ou sofre  pequenas alteragdes.
MACHADO et al. (2002) observaram discreta
variagdo nos valores médios das proteinas totais do
leite com o aumento do numero de células
somaéticas, 0 que segundo os autores talvez possa
ser justificado pelo aumento nos niveis de albumina
e imunoglobulinas presentes no sangue.

Entretanto, o coeficiente de correlagdo
entre CCS e lactose foi - 0,34 (p<0,05) o que

significa que conforme ocorre um aumento de CCS
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diminui os teores de lactose. Alguns estudos
mostram uma diminuicdo do teor de lactose em
relacio ao aumento da contagem de células
somaticas (MUNRO et al., 1984 e POLITIS e NG-
KWAI-HANG, 1988). Segundo SCHAELLIBAUM
(2000) a mastite, acompanhada de altas CCS, esta
associada a diminuicdo da concentracdo de lactose
no leite.

A lactose é sintetizada pelo aparelho de
Golgi das células epiteliais secretora dos alvéolos
mamarios. A mastite causa dano neste tecido e
altera o0s sistemas enzimaticos nas células
secretoras, tendo, como consequiéncia, a diminuicao
da biosintesse deste constituinte. Segundo
KITCHEN (1981) niveis de lactose inferiores a
4,69 e 4,75% podem ser indicativos de mastite no
rebanho. BRITO e BRITO (1998) afirmam que a
reducdo de até 10% na concentracdo de lactose
pode ocorrer em amostras de leite de quartos
mamarios com mastite.

O EST e CCS apresentaram r= -0,34
(p<0,05); resultado semelhantes foram obtidos por
MACHADO et al. (1999), entretanto MACHADO
et al. (2002) observaram o0 aumento na
concentracdo de soélidos totais no leite com o
aumento de CCS, o que provavelmente seja
decorrente da presenca no leite de um maior
numero de células de defesa (leucécitos) e dos
subprodutos da inflamagdo. ELIAS et al. (2005)
avaliando 1051 vacas em lactagdo também ndo
observaram diferencas estatisticas significativas
com relagdo & proteina, EST, ESD e acidez.

A reducdo dos valores de pardmetros
fisico-quimicos  compromete  diretamente o
rendimento industrial, principalmente em relacéo a
fabricacdo de queijos, chegando a uma queda de
5% na producdo além de prolongar o tempo de
coagulacdo, firmeza do coagulo, expulsdo do soro e
taxa de desenvolvimento da acidez. Todos estes

fatores interferem, diretamente na qualidade do
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produto final, diminuindo assim seu valor nutritivo,
além de interferir no valor pago por litro de leite,
uma vez que Varios destes parametros sdo utilizados
para bonificar o produtor no sistema de pagamento
por qualidade (LIMA et al., 2006).

As infeccbes intramamadrias causadas por
S. aureus apresentam implicagBes importantes em
salde publica, tendo em vista que as toxinas podem
ser excretadas no leite e permanecer estaveis nos
produtos oferecidos ao consumo. A oferta de leite
de boa qualidade exige uma série de medidas de
controle em todas as etapas da cadeia de producéo.
Da mesma forma, produtores de leite e mercado
varejista, membros da industria leiteira (setor de
transformacdo) devem atender a demanda dos
consumidores por qualidade e seguranga alimentar
(FAGUNDES e OLIVEIRA, 2004).

CONCLUSAO

Houve a predominancia de infeccdes
intramamarias causadas por estafilococos coagulase
positivos (ECP). As amostras de leite cru, em sua
maioria, apresentavam CCS e valores dos
parametros fisico-quimicos (gordura e extrato seco
total) fora dos padrdes exigidos pelo IN N°51. Estes
dados sugerem a adocdo de medidas preventivas
visto que, 0 acompanhamento, pela CCS
juntamente com 0s exames microbiolégicos, sdo
importantes ferramentas para 0 monitoramento da

salde da glandula maméria.
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