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AVALIACAO DOS RESULTADOS DAS CONTAGENS DE CELULAS
SOMATICAS OBTIDAS PELO EQUIPAMENTO EKOMILK SCAN®
E SUAS CORRELACOES COM OUTROS METODOS DE ANALISE

RESUMO - O advento de métodos alternativos para CCS se torna ferramenta
util aos produtores para o monitoramento da saude da glandula mamaria e
também da producédo animal. Dessa forma, o presente estudo objetivou avaliar
o equipamento Ekomilk Scan® como alternativa para a contagem de células
somaticas no leite, testando sua eficacia e confiabilidade além de compara-lo
ao método oficial e de referéncia. Para isso foram colhidas amostras individuais
de leite de vacas de vérias idades e diferentes estagios de lactacédo, na regido
nordeste do Estado de S&o Paulo. Foram testadas as variaveis inerentes ao
equipamento (repetibilidade e reprodutibilidade), e aquelas possiveis
influenciadoras do resultado (uso de conservante, temperatura, tempo entre
coleta e analise, raca e composi¢cdo do leite). As varidveis dependentes foram
submetidas a analise de variancia através do Sistema SAS e pelo teste dos
quadrados minimos. Os resultados indicaram que o Ekomilk Scan® é um
equipamento preciso, pois apresenta resultados concisos quando realizados
independentemente porém sob as mesmas condi¢cdes. Para a realizacao das
andlises ndo se deve acrescentar conservante nas amostras e devem ser
realizadas no mesmo dia de coleta apesar da temperatura na qual a amostra
se encontra nao influenciar significativamente os resultados. Além disso, ao se
comparar o Ekomilk Scan® a outros métodos de andlise, verificou-se boa
correlacdo dos resultados com a microscopia Otica. Dessa forma, conclui-se
gue o equipamento testado é preciso e confiavel, podendo ser uma boa
alternativa no monitoramento da CCS em unidades produtivas.
Palavras-chave: monitoramento, saude da glandula mamaria, método
alternativo, contagem de células somaticas.



RESULTS EVALUATION OF SOMATIC CELL COUNT OBTAINED BY
EKOMILK SCAN® AND CORRELATIONS WITH OTHER METHODS OF
ANALYSIS

ABSTRACT - The advent of alternative methods for SCC becomes useful tool
for producers to monitor the health of the mammary gland and also the
livestock. The present study aimed to evaluate the equipment Ekomilk Scan® as
an alternative to somatic cell count in milk, testing their effectiveness and
reliability as well as compare it to the standard and reference methods. For this
were collected individual cow milk samples of various ages and different stages
of lactation in northeastern state of Sdo Paulo region. Variables inherent to the
equipment (repeatability and reproducibility), and those that are merely
influencing the outcome (use of preservative, temperature, time between
collection and analysis, breed and milk composition) were tested. The
dependent variables were analyzed using the SAS System and the test of least
squares. The results indicated that the Ekomilk Scan® is precise and presents
concise results when performed independently but under the same conditions.
To perform the samples should not add preservative and the analyses should
be conducted on the same day of collection despite the temperature at which
the sample is not significantly influence the results. Furthermore, when
comparing the Ekomilk Scan® to other methods of analysis, that the results
showed good correlation with the optical microscope method. Thus, it is
concluded that the equipment tested is accurate and reliable and may be a
good alternative for monitoring of SCC in production units.

Keywords: monitoring, udder health, alternative method, somatic cell count.
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1. INTRODUCAO

O leite ocupa lugar de destaque na economia brasileira, com o pais ocupando
boa colocacdo entre os maiores produtores mundiais. O Brasil € o quarto maior
produtor mundial de leite, atras dos Estados Unidos, india e China (FAO, 2013).
Dentre os estados brasileiros, os maiores produtores de leite, em ordem decrescente
sdo Minas Gerais, Rio Grande do Sul, Parana e Goias (IBGE, 2013).

No entanto, 0 aumento da competitividade do setor leiteiro no Brasil exige que
se ultrapassem grandes desafios quanto a apropriacdo de conhecimentos e a
adocao de tecnologias com foco na qualidade do leite e seus derivados, o que da
suporte a conquista e manutencao de mercados, interno e externo. Para tanto, deve-
se priorizar a eficiéncia do processo produtivo, o bem estar animal, a ética e a
rastreabilidade, dentre outros aspectos, sem, negligenciar o equilibrio agro-
ecoldgico, o impacto social e o retorno econémico.

O aumento da producdo veio atrelado a necessidade da melhoria da
qualidade do produto. E pratica cada vez mais frequente o pagamento do leite por
critérios como porcentagem de sélidos, composicdo e qualidade higiénica e, nao
apenas pelo volume ou peso. No que diz respeito a qualidade higiénica do leite os
parametros usados com maior frequéncia sdo a Contagem Bacteriana Total (CBT) e
a Contagem de Células Somaticas (CCS). Qualidade tem sido um tema recorrente
guando se decide investir em agregacao de valor e, por consequéncia, em alimentos
saudaveis e seguros. Ela esta diretamente ligada a competitividade e a rentabilidade
e € de fundamental importancia para a conquista e manutencéo dos mercados.

Uma forma de se mensurar a qualidade do leite € por meio dos resultados da
CCS, que pode ser feita por métodos que expressam os resultados de forma
gualitativa ou quantitativa. No Brasil, hd uma rede de laboratérios de referéncia para
a analise do leite, porém, os procedimentos de colheita, armazenamento, envio de
amostras, analises e remessa dos resultados demandam acdes que levam tempo.
Dessa forma, dificulta ao produtor o acesso rapido aos resultados o que favorece a
tomada de decisdes com relagdo a possiveis mudancas na pratica de manejo,



particularmente, da promocdo da saude do rebanho com foco na melhoria da
gualidade do leite.

Neste contexto, métodos alternativos de contagem de células soméaticas mais
acessiveis, menos laboriosos e de facil manipulagdo pelos produtores e/ou por
pequenos laticinios constituem-se de grande valia para 0 monitoramento da
producdo leiteira, para a melhoria da saude da glandula mamaria da vaca e

consequentemente da qualidade do leite produzido.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Qualidade do leite

A qualidade do leite pode ser definida pela auséncia de agentes fisicos,
guimicos ou biolégicos que apresentem riscos a saude do consumidor, tais como
substancias estranhas, antimicrobianos, pesticidas, herbicidas, patdgenos e toxinas,
entre outros. No que diz respeito a qualidade nutricional, os teores de gordura,
proteina, lactose, vitaminas e minerais devem corresponder a propria natureza do
produto (SALOMAO, 2012).

Durante alguns anos no Brasil, a qualidade do leite cru ndo tinha a devida
importancia. Com o passar dos anos isso foi mudando e houve alguns avancos na
cadeia produtiva do leite, entre eles, a profissionalizagdo do produtor, a granelizagéo
da captacéo de leite, os investimentos em modernizacdo e ampliacdo do parque
industrial, a regulamentacdo do setor pelos Orgaos oficiais e 0 monitoramento da
gualidade do leite por parametros internacionais. Em decorréncia desses fatores, as
melhorias vém acontecendo como é o0 caso das mudancas na producdo e
produtividade, e as melhorias na qualidade do leite comecaram a ser observadas
(CERQUEIRA et al., 2012).

Com a necessidade de melhoria da qualidade do leite e sua comercializagéo,
foi criado no ano de 1998, pelo Governo Federal, o Programa Nacional de Melhoria
da Qualidade do Leite (PNMQL), que apoés varias discussdes entre os setores
produtivos criou a proposta da Instrugcdo Normativa (IN) 51/2002 (BRASIL, 2002),



gue teve como principal objetivo a atualizacdo do setor para a melhoria de qualidade
da matéria prima e reducédo dos seus custos de colheita.

Em 2011, devido a dificuldade em cumprir os prazos estabelecidos pela IN 51,
foi criada a IN 62 (BRASIL, 2011), que entre outras a¢gdes revogou o0s prazos da IN
51 e estabeleceu novos limites para alguns requisitos, como a contagem de células
somaticas, contagem bacteriana total, entre outros, referentes ao leite cru
refrigerado produzido nas propriedades rurais do territdrio nacional e destinado a
fabricacéo de leite pasteurizado para consumo humano direto ou para transformacao
em derivados lacteos em todos os estabelecimentos de laticinios submetidos a
inspecao sanitaria oficial.

De acordo com a IN 62, é obrigatoria a analise de amostra de leite de cada
produtor que destina seu produto para estabelecimento sob inspecao federal, em
laboratério oficial, para determinacdo da composicdo do leite (teores de gordura,
proteina, sélidos totais), contagem bacteriana total (CBT) e contagem de células
somaticas (CCS) ( BRASIL, 2011).

Para a anélise de CCS foi definido pela IN 62 um limite de 600 mil céls.mL™
(BRASIL, 2011), que apesar de acima dos padrdes internacionais (média de 200 mil
céls.mL™) j& é um grande avanco para o setor visto que tal andlise proporciona o
conhecimento da qualidade do leite bem como a saude da glandula mamaria.

As variaveis de avaliacdo da qualidade do leite sdo amplamente utilizadas em
outros paises. Nos EUA (Estados Unidos da América), por exemplo, a determinacéo
da CCS comecou a ser realizada em 1967 e, o primeiro limite legal foi definido em
1986.

Paralelamente a iniciativa governamental de monitorar a qualidade do leite
por meio da realizacdo de analises periddicas em laboratorios oficiais, as industrias
e 0s produtores também aderiram a essa pratica buscando monitorar a producéo
visando incrementos e melhores indices produtivos.

A CCS é um dos parametros mais importantes para a avaliagdo de programas
gue monitoraram a saude do Ubere e a qualidade do leite, sendo utilizada pelas
indUstrias, na maioria dos paises, como um dos critérios para 0 pagamento por
qualidade (GODKIN, 2000; FONSECA, 2001).

Rysanek e Babak (2005) registram que como a CCS do leite tem sido



empregada como critério de pagamento por qualidade, produtores utilizam-na
crescentemente como uma ferramenta de gestdo e de monitoramento da qualidade
estando diretamente relacionada com programas de reducdo de perdas de producao

e oportunidades de maior remuneragéao do leite.

2.2. A CCS e seu impacto na producao

As células somaticas presentes no leite compreendem as células alveolares
de descamacdo (2 a 20% do total), sendo as demais as células de defesa (80 a
98%) conhecidas como leucdcitos ou células da série branca do sangue
(macrdéfagos, neutrdfilos e linfocitos), que passam para o leite em resposta a uma
agressdo sofrida pela glandula mamaria. Quando h& uma resposta inflamatoéria da
glandula mamaria, ocorre um aumento do nimero de neutréfilos. (Tabela 1), esta
resposta é conhecida como mastite (BRITO, 1999; SANTOS; FONSECA, 2007).

Tabela 1. Tipos de células no leite normal e com mastite.

Tipo Leite normal (%) Leite com mastite (%)
Macrofagos 45-90 10-35
Neutrofilos 3-25 50-90

Linfécitos 7-35 1-20
Células epiteliais 0-2 0-2

FONTE: Monardes (1994).

Como resultado da inflamacéo, as paredes dos vasos sanguineos se tornam
dilatadas e diversas substancias do sangue passam junto com 0s leucdcitos para o
leite. Entre essas substancias estdo ions de cloro e sodio, que deixam o leite com
sabor salgado, e enzimas que causam alteracdes na proteina e na gordura. Devido
as lesdes no tecido mamario, as células secretoras se tornam menos eficientes, isto
€, com menor capacidade de produzir e secretar o leite. Isso implica na perda de
gualidade e na reducédo da producéo do animal (BRITO, 1999; SANTOS; FONSECA,
2007).



A mastite € uma das principais doencas do rebanho leiteiro no mundo,
causando prejuizo para o produtor, afetando diretamente a industria com a reducao
na qualidade e no rendimento dos derivados e ainda coloca em risco a saude da
populacdo consumidora. (CARVALHO et al., 2007).

Vérias alteragdes ocorrem em razao da mastite nos aspectos da composicéo
e nas caracteristicas fisicas e quimicas do leite produzido, essas mudancas se
devem ao fato de ocorrerem alteracbes na permeabilidade vascular (processo
inflamatorio), les6es do epitélio secretor (responsavel pela sintese de componentes
do leite) e acdo de enzimas de origem somaticas e presenca de micro-organismo na
glandula mamaéria (SANTOS; FONSECA, 2007).

Na industria, um dos maiores problemas com a elevagédo da CCS é a reducao
no rendimento industrial, resultando em problemas como aumento do tempo de
coagulacao do leite, diminuicdo da firmeza do coagulo, maior perda de componentes
do leite para o soro, menor rendimento industrial, maior prolongamento do tempo de
coagulacdo, defeitos de textura e alteragcdo das caracteristicas organolépticas
(SANTOS et al., 2003). Segundo demonstrado por Andreatta (2006) o queijo Minas
frescal produzido com leite contendo mais de 400 mil céls.mL™ apresentou menor
rendimento quando comparado ao queijo produzido com leite contendo até 200 mil
céls.mL™. Os altos valores de CCS comprometem a producao dos derivados do leite,
como é o caso dos queijos que sofrem alteracdes na coagulacdo e no conteudo de
sélidos no soro o resultado € um produto com alteracdes sensoriais e defeitos de
textura. Quanto ao leite em pgd, a CCS elevada compromete o sabor e reduz o tempo
de prateleira.

Cada vez mais aumenta a demanda pelos consumidores por produtos lacteos
de alta qualidade. Essa demanda é sentida pela inddstria que, por sua vez,
necessita de matéria prima (leite cru) de qualidade. Tal demanda, juntamente com a
pressdo do mercado internacional por alimentos com reconhecida qualidade e
seguranca do ponto-de-vista da saude publica, sdo os principais fatores que
direcionam o amplo uso da CCS no leite.

O método mais utilizado para avaliar a saude da glandula mamaria é a CCS,
gue tem sido muito utilizada pelos produtores de leite de diversos paises como
indicativo de qualidade de leite do seu rebanho e para diagnosticar a mastite



subclinica. Ela pode ser feita pelo método direto que consiste na contagem de
células no leite por meio de um microscopio ou contadores celulares eletrénicos.
Leite com CCS acima de 200 mil céls.mL™ demonstra que esta ocorrendo mastite
subclinica ou que o quarto mamario esta se recuperando de uma infeccdo
(SANTOS; FONSECA, 2007).

O controle individual da CCS no leite, quando realizado mensalmente, auxilia
na construcdo de um histérico do animal, a partir dos célculos das taxas de cura,
novas infeccdes, prevaléncia de mastite subclinica, identificacdo dos animais com
mastite cronica e estimativa do impacto da CCS individual no leite de conjunto. Ou
seja, a reunido desses dados € uma ferramenta fundamental para um programa de
controle da mastite (COELHO, 2013).

Também € possivel avaliar o grau de infeccdo da glandula maméaria de cada
animal por meio do California Mastitis Test (CMT) e do leite de conjunto ainda na
propriedade pelo Wisconsin Mastitis Test (WMT), estimando assim, a incidéncia da
mastite no rebanho como um todo (UFLA, 2012).

A avaliacdo da CCS no tanque (CCST) da propriedade é uma ferramenta
importante para promover medidas de prevencao e controle da mastite, melhorando
assim a saude do rebanho e a qualidade do leite (MULLER, 2002). A CCS do leite
de conjunto de rebanhos leiteiros tem se tornado cada vez mais disponivel para os
produtores brasileiros, transformando-se em uma informacdo bastante difundida e
de facil obtencdo. A maioria das cooperativas, laticinios e demais empresas
captadoras de leite realizam rotineiramente analises de CCS e composi¢éo do leite
de rebanhos para fins de pagamento por qualidade. Do lado do produtor, a CCS do
leite de conjunto é recebida mensalmente e pode ser uma ferramenta util para
monitoramento da saude da glandula mamaria do rebanho (SANTOS, 2007).

Alguns estudos determinaram que existe forte relagdo entre a CCS do tanque
e a porcentagem de quartos mamarios infectados no rebanho (Tabela 2), e que o
aumento da CCS no tanque é reflexo direto do aumento do numero de quartos
infectados, o que leva a aumento nas perdas de producdo (FONSECA; SANTOS,
2000).



Tabela 2. Relacédo entre CCS do tanque, porcentagem de quartos contaminados e

porcentagem de perdas de producéo de leite.

CCS do tanque % de quartos % de perdas de
(CCST) mamarios infectados producao
200.000 6 0
500.000 16 6

1.000.000 32 18
1.500.000 48 29

Fonte: NMC,1996.
A CCST é uma medida indireta da prevaléncia de mastite no rebanho

(SCHUKKEN et al., 1993; WILSON et al., 1997; SARGEANT et al., 1998; WELLS;
OTT, 1998; NMC, 1999; SMITH; HOGAN, 2001). Diversos paises realizam o
monitoramento da CCST dos seus rebanhos, tendo em vista que € uma ferramenta
extremamente valiosa na estimativa das perdas na producao de leite e utilizada
como um indicativo da qualidade do leite produzido. Na Tabela 3 estdo descritos os
valores médios da CCST em diferentes paises.

Tabela 3. Valores médios da contagem de células sométicas em leite de

tanques (CCST) em diferentes paises.

PAIS CCST (x mil céls.mL™)
Suica 112
Noruega 125
Finlandia 129
Reino Unido 160
Nova Zelandia 180
Suécia 200
Dinamarca 247
Canada 250
Alemanha 276
Irlanda 300
Japéao 300
Estados Unidos 350
Israel 382

Fonte: Franks (2001).



No Brasil, Machado et al. (2000) avaliaram 4.785 amostras da CCST do leite
de rebanhos localizados nos Estados de S&o Paulo e no sul de Minas Gerais, e
observaram média e desvio-padrdo de 505 mil e 593 mil céls.mL™, respectivamente.
Assim, a CCST constitui um importante recurso para o0 monitoramento da qualidade
do leite e da saude da glandula maméaria nos rebanhos, por indicar a ocorréncia de
mastite subclinica e de possiveis perdas econdmicas dela decorrentes (SANTOS;
FONSECA, 2007).

A andlise do leite do tanque é mais barata, menos trabalhosa e mais rapida
de obter, também é uma excelente ferramenta de trabalho linha para os profissionais
e técnicos que dao assisténcia técnica a propriedade (JAYARAO; WOLFGANG,
2003).

Dessa forma, a CCS tem sido utilizada em paises desenvolvidos ha mais de
35 anos, desde o surgimento de equipamentos eletrbnicos que tornaram esta pratica
acessivel aos produtores (FONSECA; SANTOS, 2000; GODKING, 2000; SANTOS,
2001).

2.3. Limites legais na CCS

Os limites legais de células somaticas foram estabelecidos de maneira
progressiva. Schukken et al. (1992), Dekkers, Erp e Schukken (1996) e Sargeant,
Chukken e Leslie (1998) citam que em Ontario, Canad4, o programa comeg¢ou com
um limite de 800 mil céls.mL™ e foi reduzido para 500 mil céls.mL™ ao longo de 6
anos. Segundo Schukken et al. (1992) e Schukken et al. (1993), nos Estados
Unidos, o limite legal foi reduzido de 1.000 mil céls.mL™ para 750 mil céls.mL™ em
julho de 1993.

Dessa forma, desde 1992 autoridades sanitarias de diversos paises tém
estabelecido limites regulatérios para CCS que, inclusive, estao vigentes atualmente
(Tabela 4).



Tabela 4. Limites legais para contagem de células soméaticas em leite de tanques

(CCST), praticados por paises produtores de leite.

Paises Limite CCST1 In_|'cio d_a

(x mil céls.mL™) Vigéncia
Estados Unidos 750 1993
Canada 500 1994
Nova Zelandia 400 1995
Unido Européia 400 1992

Fonte: Monardes (1998).

O PNMQL por meio da IN62/ MAPA (BRASIL, 2011), estabeleceu a CCS
como um dos critérios de avaliagdo da qualidade do leite cru refrigerado. A
modernizacao do setor aconteceria em diferentes etapas, permitindo a adaptacdo de
produtores e industrias aos novos critérios.

Na tabela 5, observa-se que o limite legal de CCS estabelecido no Brasil nas
regides Sul, Sudeste e Centro-Oeste em julho de 2008 de 750 mil céls.mL™ foi
reduzido para 600 mil céls.mL™ em janeiro de 2012. Todavia, atendendo demandas
dos produtores e industrias de laticinios, no sentido que esse valor foi considerado
parametro muito rigido, fator que dificultaria 0 enquadramento da maioria dos
produtores, o Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA) postergou
o limite de CCS para junho de 2014 (BRASIL, 2011).

A nova regulamentacao exige maior especializagdo do produtor e adequacao

da cadeia produtiva do leite as normas estabelecidas.

Tabela 5. Requisitos de CCS para o leite cru resfriado no Brasil, IN n° 62/2011 —

MAPA.
CCST x mil céls.mL™*
A partir de A partir de A partir de A partir de
Jul/2008 até Jan/2012 até Jul/2014 até Jul/2016t
Dez/20111 Jun/2014* Jun/20161
Jul/2010 até Jan/2013 até Jul/2015 até Jul/2017?
Dez/20122 Jun/20152 Jun/20172
Maximo Maximo Maximo Maximo
750 600 500 400

Fonte: BRASIL (2011).
! Regies Sul, Sudeste e Centro-Oeste
Regides Nordeste e Norte
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2.4. Métodos utilizados para a CCS

A determinacdo da contagem de células sométicas em leite cru pode ser
realizada por métodos diretos ou indiretos, permitindo que sejam feitas analises de
leite ainda na unidade produtiva e em laboratérios que usam equipamentos capazes
de analisar varias amostras em um curto periodo de tempo. Como exemplo dos
métodos indiretos, tem-se: o California Mastitis Test (CMT) que é bastante simples,
possivel de ser realizado na fazenda sendo considerado um dos primeiros métodos
indiretos para determinacdo da CCS (RODRIGUES, 2008). Consiste em estimar a
CCS por meio da reacdo de um detergente aniénico neutro que atua rompendo a
membrana das células presentes na amostra de leite liberando o material nucleico,
resultando em uma mistura de alta viscosidade. Os resultados séo avaliados em
funcdo do grau de gelatinizacdo sendo expressos em escores (FONSECA,
SANTOS, 2000). De acordo com Cosulati (2004), a partir de 400 mil céls.mL™, j&
podera haver uma alteracéo na viscosidade do leite.

O aprimoramento do CMT resultou no Wisconsin Mastitis Test (WMT) que usa
0 mesmo reagente do CMT diluido em 1:1 em agua destilada, e tem o resultado
expresso em milimetros, que esta correlacionado com a contagem de células
sométicas. O Somaticell® é uma adaptacdo do Wisconsin Mastistis Test (WMT),
sendo um teste qualitativo por esséncia, mas apresenta a conversao do volume
restante da mistura leite e reagente para valores quantitativos em céls.mL™
(PEREIRA NETO, 2011).

Ja em relacdo aos métodos diretos, tem-se a contagem de células somaticas
por microscopia direta e os analisadores eletronicos. Estes fazem a contagem direta
das células, geralmente com o uso de corantes que tingem as células deixando-as
diferenciadas para a contagem das células em si ou de estruturas celulares
(RODRIGUES, 2008). A Rede Brasileira de Controle da Qualidade do Leite (RBCQL)
emprega equipamentos eletrénicos que usam diversas técnicas de analises para
determinar a contagem de células sométicas no leite cru, sendo usados como
alternativa para facilitar o controle leiteiro e a avaliacdo da qualidade do leite
(SILVEIRA et al.,, 2005). Dentre as tecnologias usadas pelos equipamentos
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eletrbnicos, tem-se: a citometria de fluxo usada pelos equipamentos Somacount
(Bentley Instruments Inc.) e Fossomatic (FOSS Denmark), a técnica da
espectometria no infravermelho com transformada de Fourier usada no equipamento
MilkoScan™ FT+ (FOSS Denmark) (PEREIRA NETO, 2011).

2.5. Método de referéncia para determinar a CCS

A metodologia de referéncia para a CCS no leite é a microscopia direta, que
determina a quantidade real de células soméaticas presente no leite.

O método microscopico descrito por Prescott e Breed em 1910 é classico e
baseia-se em um determinado volume de leite em uma area conhecida. Uma
aliquota de leite (0,01 mL) é distribuida homogeneamente em uma area delimitada
(1cm? na superficie de uma lamina com o auxilio de uma pipeta automatica
calibrada. Apds a secagem, as laminas sdo coradas e, em seguida, contadas por
meio da observacdo em um microscépio Optico (MARSHALL, 1992). O nimero de
células contadas na area delimitada € multiplicado pelo fator de trabalho do
microscopio e expresso em numero de células por mililitro (IDF, 1991).

Tal técnica demanda muito tempo para ser realizada, com ampla variabilidade
de interpretagdo entre diferentes observadores, ndo sendo o método mais
recomendado para monitorar a qualidade do leite de rebanhos com grande numero
de animais. Porém, ele torna-se necessario para a calibracdo de outros métodos,
tornando-se bem atual (PRATA, 1998). E o teste padrdo, reconhecido pelo
International Dairy Federation (IDF), apesar de laborioso, cansativo (induz a erros de
contagens) e ndo muito apropriado para grande numero de amostras (GODKIN,
2000).

2.6. Método padréao para determinar a CCS

Os equipamentos eletrénicos séo utilizados pela Rede Brasileira de Controle
da Qualidade do Leite do Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento como
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metodologia padrdo e como alternativa para facilitar o controle leiteiro e a avaliacdo
da qualidade do leite. Os analisadores eletrbnicos baseiam-se em diferentes
técnicas de andlises, como a contagem de impulsos elétricos gerados pela
passagem de particulas entre dois eletrodos, a fluorescéncia oOptica e a citometria de
fluxo (BABAK; RYSANEK, 1999).

Na citometria de fluxo as células coradas séo carreadas por um liquido sendo
excitadas por um feixe de laser. Os nulcleos corados emitem, por fluorescéncia,
impulsos luminosos que sdo ampliados por um foto multiplicador, contados e
convertidos em concentracdo de células somaticas (CECALAIT, 1993). Na técnica,
uma aliguota da amostra, pré-aquecida a 40°C, é aspirada para o interior do
equipamento e conduzida a uma seringa contendo corante tampao. O instrumento
requer o uso do corante fluorescente brometo de etidio para corar os DNAs das
células. Em seguida, 50uL da amostra sdo conduzidos por um fluido carreador para
o citbmetro de fluxo, onde recebem a incidéncia do raio laser. A luz emitida passa
por uma série de filtros Opticos e lentes focalizadas em comprimentos de onda
adequados e é captada como pulso elétrico. Este pulso é ampliado, filtrado e
convertido em contagem de células sométicas (BENTLEY,1997).

Trata-se de um método automético, barato, de facil processamento e muito
usado na maioria dos paises desenvolvidos. Os varios modelos se adaptam a
diferentes exigéncias dos laboratorios apesar de algumas limitacdes como o preco

do equipamento e manutencéo de acordo com a regido (GODKIN, 2000).

2.7. Método alternativo para CCS: Ekomilk Scan®*

O equipamento Ekomilk Scan® é utilizado na contagem de células somaticas

como método indireto, alternativo e adicional para o diagnéstico da saude da

glandula mamaria e qualidade do leite.

1 . . . . . . . ~
**Como o equipamento Ekomilk Scan® foi avaliado no Brasil pelo presente experimento, o mecanismo de agao
bem como os pontos positivos e negativos do equipamento foram observados e testados por meio deste

estudo. Dessa forma, a literatura a ser descrita abaixo se fundamenta neste estudo realizado.
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Trata-se de um equipamento portatil e com preco acessivel, 0 que populariza
sua aquisicao em diferentes propriedades leiteiras e nos laboratoérios de laticinios.

O principio no qual o método se baseia, € o0 mesmo aplicado no CMT, envolve
a adicdo de uma solucdo na amostra de leite, que resulta na formacéo de gel. Existe
uma relacdo linear entre a viscosidade do gel e a CCS formada durante a interacao
da solucéo e do leite.

A viscosidade de um liquido é sua resisténcia a fluir devida a friccdo entre as
particulas que o compdem. No leite, € funcdo do nimero e tamanho de suas
particulas e também da temperatura. Segundo Pereira et al. (2001), principalmente
as proteinas e a gordura influem na viscosidade do leite, sendo que o efeito da
lactose e dos sais € menos importante.

Considerando que a agua a 20°C tem uma viscosidade de 1 centipoise, a
viscosidade do leite integral a mesma temperatura € de 2,1 e a do leite desnatado de
1,8 (PRATA, 1998). O grau de hidratacéo das proteinas exerce um importante papel
na viscosidade. Tem-se demonstrado que a viscosidade do leite desnatado diminui
inversamente com tratamentos térmicos até 62°C, temperatura a partir da qual os
tratamentos térmicos aumentam esta viscosidade. Este fendmeno é explicado pela
hidratacio das proteinas que seguem uma curva parecida (INDUSTRIA DE
LATICINIOS, 2001).

O tamanho e o numero de globulos de gordura também influem na
viscosidade. A homogeneizacdo aumenta a viscosidade do leite; tal fato é explicado
pelo efeito de adsorgédo na superficie dos glébulos. Quando um glébulo de 8mm se
divide em globulos de 1mm, a superficie globular aumenta por um fator de 64. As
possibilidades de adsorcéo superficial aumentam consideravelmente o volume de
particulas em suspensédo. Além disso, a aglomeracao dos globulos ou das particulas
permite a retencdo de um grande volume de agua no interior dos espacos
intermoleculares e, consequentemente, aumentam o volume efetivo do material em
suspensao (PEREIRA et al., 2001).

O equipamento Ekomilk Scan” se fundamenta no principio da viscosidade e
se utiliza de um surfactante — reagente Ekoprim — que dissolve a membrana das
células e, ao entrar em contato com o material genético, adquire uma consisténcia

gelatinosa, elevando a viscosidade do leite. Ha uma relacdo de proporcionalidade
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entre a viscosidade do leite e o niumero de células somaticas no leite testado. Dessa
forma, o equipamento mede o tempo de escoamento do leite através do capilar
homogeneizador de amostras e determina o numero de células somaticas, em
conformidade com este tempo. O intervalo de deteccéo desta contagem fica entre 90
— 1.500 mil céls.mL?, correspondendo ao tempo de 10 a 50 segundos,
respectivamente. Ambos os valores, tempo e a CCS, sdo emitidos no visor do
aparelho.

De acordo com as indica¢gdes do fabricante do equipamento, as condi¢cdes de
operacdo para a andlise do leite devem obedecer: temperatura ambiente de 15-
30°C, temperatura da amostra do leite e do reagente a ser adicionado de 20 — 22°C
e de preferéncia a amostra deve ser processada no mesmo dia em que for obtida

(Manual EkoMilk Scan — Guia do Usuério.).

2.8. Correlacédo entre métodos de CCS

Para o correto uso dos métodos de diagnéstico alternativos e interpretacao
dos resultados confiaveis é importante que se conheca algumas de suas
caracteristicas, como a sensibilidade, a especificidade, o valor preditivo e a
eficiéncia (SANTOS; FONSECA, 2007). Para isso, deve-se estabelecer um “padréo
ouro”, que por definicdo é um teste padrdo que serve de comparagao por parte de
outros testes, com a finalidade de avaliar a exatiddo dos mesmos, em resultados
gue nos assegurem o maximo de acertos de forma a estabelecer o diagnéstico real
(GORDIS, 2004).

A sensibilidade mede a capacidade do teste em identificar corretamente a
doenca entre aquelas amostras que a possuem, ou seja, 0 quao sensivel € o teste.
A especificidade mede a capacidade do teste em excluir corretamente aqueles que
nao possuem a doenca. Ja os valores preditivos, indicam a probabilidade de um
resultado positivo (ou negativo) corresponder a uma amostra com mastite (ou sem
mastite) (BRITO et al., 2003).

Jeckel et al. (2005) e Hochman et al. (2005) citam dois objetivos distintos que
cabe ressaltar quando da colheita e andlise de dados a partir de instrumento de
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avaliacdo, seja em atividades clinicas ou de pesquisa: a acuracia e a precisdo. A
acuracia se refere a capacidade de uma medida ser correta na média. Quando a
medida ndo é acurada, é viciada. A precisdo, também conhecida como
reprodutibilidade ou confiabilidade, € a capacidade de a medida dar o mesmo
resultado (ou um resultado muito semelhante) nas medi¢cdes repetidas de um
mesmo fato. Ambas sdo qualidades importantes, caso uma destas esteja ausente,

os dados tornam-se inateis, pois ndo sdo, necessariamente, fidedignos.

3. OBJETIVOS

e Avaliar os resultados da CCS obtidas pelo equipamento Ekomilk Scan®
comparando-os com métodos padrdo e de referéncia, e testar as
variaveis inerentes.

e Averiguar a eficicia e confiabilidade do equipamento em suas andlises
a fim de introduzir mais uma opcéo de método de contagem de células
somaticas, contribuindo para o controle da sanidade da glandula

mamaria e da busca por leite de qualidade.

4. MATERIAL E METODOS

Para a analise completa dos resultados obtidos pelo equipamento Ekomilk
Scan®, o experimento foi subdividido em etapas para avaliar cada variavel com
possivel interferéncia no resultado dos testes, sejam elas variaveis inerentes ao
equipamento, ou influenciadoras do resultado, além da comparacdo dos métodos, o
gue gerou diferentes tipos de colheitas bem como o nimero de amostras colhidas, o
tratamento utilizado e o método de andlise estatistica empregado (Tabela 6). Dessa

forma, foram gerados subitens na metodologia para facilitar o entendimento.
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Tabela 6. Varidvel analisada, nimero de amostras, comparacdo, método de

contagem de células somaticas e analise utilizada no experimento.

Variavel N Comparacéo CCSs Analise
Conservante 10 Uso x N&o uso Bronopol® Ekomilk Scan® Tukey
Temperatura 33 4-8°C x 20-22°C x 30- Ekomilk Scan® Tukey

32°C
Tempo 33 DO(0hrs) x D1(24hrs) x Ekomilk Scan® Tukey
D2(48hrs)
Raca 357 Holandesa x Jersey x Gir Ekomilk Scan® Tukey e Coeficiente
X Mestica correlagéo
Composigéo 73 Componentes leite Ekomilk Scan® Regresséo
Repetibilidade 3 Amostra repetida 17 x Ekomilk Scan® Cv*
Reprodutibilidade 10 Trés operadores Ekomilk Scan® Tukey
Métodos 122 Métodos EkoMilk x Citometria x Tukey
Microscopia

*Coeficiente de Variacédo

Como método geral do experimento, foram colhidas amostras individuais de
leite de vaca de varias idades e diferentes estagios de lactacdo provenientes da
primeira ordenha completa dos animais, na regido Nordeste do Estado de Sé&o
Paulo. A colheita foi feita no frasco coletor acoplado ao sistema de ordenha
mecanizada das propriedades e a amostra obtida foi acondicionada em tubos de
plasticos esterilizados. As amostras foram identificadas, acondicionadas em caixas
contendo gelo e logo encaminhadas ao laboratério. Algumas andlises, como a de
temperatura e de tempo entre a colheita e a analise, foram realizadas no laboratério
de Inspecdo de Produtos de Origem Animal da Faculdade de Ciéncias Agrarias e
Veterinarias da Unesp, Campus de Jaboticabal-SP, e o restante foram realizadas no
Laboratério de Qualidade do Leite (APTALAC) situado na Agencia Paulista de
Tecnologia dos Agronegécios — APTA - polo Centro Leste, em Ribeirdo Preto — SP.

As analises estatisticas foram realizadas pelo programa estatistico SAS (SAS,
2003), versao 9.2. A Analise de correlacéo foi realizada através do PROC CORR do
SAS, ja a analise de variancia e a analise de regresséao foram realizadas utilizando o
PROC GLM do SAS. A comparacdo das meédias foi realizada pelo teste de Tukey

com nivel de significancia nivel de 5%.
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4.1. Uso de conservante na amostra

Nesta etapa, foram colhidas dez amostras de leite de vacas mesticas e
posteriormente cada uma desta foi subdividida em dois frascos, sendo que no
primeiro foi adicionado o conservante bactericida Bronopol®, e o segundo n&o, para
ser avaliada a influéncia do conservante na analise da CCS do leite pelo Ekomilk

Scan’.

4.2. Temperatura de armazenamento

Foram colhidas 33 amostras de leite de vacas mesticas e, posteriormente,
cada uma foi subdividida em trés frascos, para serem testadas em trés diferentes
temperaturas de armazenamento através da analise no Ekomilk Scan’: refrigeracéo
(2 - 8°C), resfriamento (20-22°C) e ambiente (30-32°C). Para isso, na primeira faixa
de variacdo, as amostras foram conservadas na geladeira, na segunda faixa, no
“banho-maria” e na terceira, em temperatura ambiente. Sua analise foi realizada por
meio do teste Tukey, considerando nivel de significancia de 5% (p<0,05) e as

médias foram comparadas entre si.

4.3. Tempo entre a colheita e a analise

Nesta etapa, foram colhidas 33 amostras de leite de vacas mesticas para a
avaliagcéo da influéncia do tempo entre a colheita e a analise do leite, no resultado do
Ekomilk Scan’. As amostras foram analisadas em trés diferentes dias: DO (mesmo
dia da colheita), D1 (24 horas ap6s colheita) e D2 (48 horas apds a colheita).
Aquelas analisadas com 24h e 48h foram mantidas e conservadas na geladeira, na
temperatura de 4-8°C, a espera da realizacdo da analise de acordo com o tempo

estipulado no protocolo experimental. Foi utilizado o teste de Tukey com
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significancia de 5% para analisar estatisticamente a influéncia da idade da amostra

nos resultados.

4.4. Racgas

Foram colhidas, um total de 357 amostras de leite de vacas das racas
Holandesa, Jersey e Gir e de vacas Mestica para serem analisadas pelo Ekomilk
Scan’ e Citometria de Fluxo a fim de comparar os resultados obtidos e apurar
possiveis variacdes de acordo com a raca analisada. Os testes estatisticos utilizados

foram o teste de Tukey (p<0,05) e a anélise do coeficiente de correlacdo (R?).

4.5. Composicéo do leite

Esta fase buscou avaliar os efeitos da composicdo do leite nos resultados
obtidos pelo Ekomilk Scan®, para isso foram colhidas 73 amostras de leite de vacas
da raca Jersey. Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente utilizando

regressao.

4.6. Repetibilidade

A repetibilidade se refere a testes executados em material idéntico a curtos
intervalos de tempo, num mesmo laboratério, por um mesmo operador e com 0
mesmo equipamento (PRATA, 1998). Dessa maneira, foi utilizada para a realizagao
deste teste trés amostras oriundas de vacas mesticas, cada uma representando uma
faixa de valor de CCS: alta, média e baixa. Cada amostra foi repetida 17 vezes,
totalizando 51 andlises, através do equipamento Ekomilk Scan®, sendo outras
variaveis mantidas sob as mesmas condi¢cdes. Foram analisados os coeficientes de

variacdo com a relacao das suas médias e o desvio padrao.
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4.7. Reprodutibilidade

Refere-se a diferentes laboratérios, com diferentes operadores executando
um mesmo teste sobre uma mesma amostra (PRATA, 1998). Assim, as amostras de
dez animais mesticos foram analisadas pelo Ekomilk Scan” tendo como operadores
trés pessoas distintas, porém sob as mesmas condi¢cbes de andlise. O resultado de
cada operador foi analisado estatisticamente através do teste de Tukey (p<0,05)

comparando os resultados com os demais.

4.8. Comparacédo de métodos

Para esta avaliacdo foram colhidas 122 amostras de leite de vacas mesticas
em frascos tipo Schott com capacidade de 500 mL. Cada amostra foi dividida em
trés frascos menores para a realizagcdo de analises com métodos distintos e
posterior comparacdo dos resultados: Ekomilk Scan®, Citometria de Fluxo e
Microscopia Direta.

As amostras que visavam a analise pela metodologia da citometria de fluxo
foram adicionadas do conservante bactericida Bronopol’ e as mesmas foram
encaminhadas ao laboratério da Clinica do Leite do Departamento de Zootecnia da
Escola Superior de Agricultura “Luiz de Queiroz”, em Piracicaba-SP, que utiliza o
equipamento Somacount 300 da Bentley Instruments INC, na contagem eletronica
de células somaticas por meio do método de citometria de fluxo (IDF, 1995).

J& as amostras que foram utilizadas para contagem de células soméaticas por
meio do método da microscopia direta foram mantidas na geladeira, sem adicao de
conservante, até a realizacdo do teste. Para tal, uma aliquota da amostra de 10 pL
de leite foi distribuida em uma &rea de um cm2 em lamina de microscopia, repetindo
o procedimento em suas duplicadas. Em seguida, a lamina foi seca em temperatura
ambiente por 24 horas (PRESCOTT; BREED, 1910). Depois de feito o esfregaco, a
lamina foi submetida a coloracéo utilizando-se a técnica de Moats (MOATS, 1972).

Para efetuar a leitura, foi feita a contagem de células presentes em 120 campos
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visuais das laminas confeccionadas, usando uma objetiva de imersdao (100x e
objetiva 10x). Para a obtencdo do resultado final, obteve-se a média das duas
contagens e multiplicou-se a média pelo fator do microscépio previamente calculado,
expressando-se o resultado em nimero de células somaticas por mL de leite (ZENG
et al., 1999).

A terceira parte da subdivisao inicial da colheita foi encaminhada para analise
pelo equipamento Ekomilk Scan®. Para isso, as amostras a serem processadas e 0
reagente utilizado na andlise foram mantidos na faixa de temperatura de 20-22°C,
conforme determinacdes do fabricante. Para a analise, foram adicionados, com o
auxilio de uma pipeta, 10 mL da amostra de leite e posteriormente foram
adicionados 5mL da solucéo reagente ao baldo misturador do equipamento. Depois
das agitacdes continuadas, o equipamento libera o leite que escorre por um capilar e
posteriormente € emitido o resultado. Apoés isso, foi feita a limpeza do baldo com
agua destilada e agitacdo por mais um ciclo para assim dar continuidade a uma
nova analise pelo equipamento.

Os resultados foram analisados pelo teste de comparacdes multiplas de

Tukey-Kramer, utilizando nivel de significancia de 5% (p<0,05).

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

Para a avaliacdo do equipamento Ekomilk Scan’ buscou-se a averiguagéo
completa de todas as fontes de possiveis variacbes que poderiam interferir no
resultado. Variacdes relacionadas a amostra do leite, como temperatura, dia da
analise, racas distintas e composicdo do leite e outras relacionadas ao equipamento
como a repetibilidade do teste e a reprodutibilidade de diferentes operadores na
realizacdo da anélise. Além disso, 0 método do Ekomilk Scan’ foi comparado aos
métodos utilizados para a contagem de células somaticas do leite bovino como teste
padrao e oficial de referéncia a fim de verificar a sua confiabilidade.

Amostras de leite cru, destinadas a contagem de células somaticas e a
determinacdo de componentes podem ser analisadas em até 10 dias, se utilizados

conservantes e refrigeracdo (MEYER et al., 2002). Dos conservantes, 0 mais
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utilizado é o Bronopol’ (BERTRAND, 1996) que possui efeito bactericida
(CHEMICAL, 2004). A metodologia de citometria de fluxo possibilitou a utilizacéo de
alguns conservantes para auxiliar na preservagdo da amostra conservando-a e
prolongando o tempo entre a colheita e a analise (SUHREN; WALTE, 1998).

Neste experimento foi testada a adicdo do conservante Bronopol® para
preservacdo da amostra e consequentemente prolongamento do periodo entre
colheita e realizacdo do teste. No entanto o teste ndo foi bem sucedido, pois com a
adicdo do bronopol” ndo houve reacdo entre leite e surfactante Ekoprim devido a
presengca do conservante. As amostras ndo apresentaram algum aumento de
viscosidade, formando um liquido inconsistente e escasso que impossibilitou a
leitura efetuada pelo Ekomilk Scan’. Dessa forma, é impossivel a utilizacdo do
Bronopol” com efeitos bactericida e conservante para a realizac&o do teste utilizando
o Ekomilk Scan”.

Segundo Zago et al. (2006), o meio ideal de conservacao das amostras de
leite por varios dias antes da analise é a refrigeracdo, com a temperatura a mais
proxima possivel do ponto de congelamento, sem que as amostras congelem, pois
previne a multiplicacdo de bactérias e todas as mudancas fisicas e quimicas
consequentes dessa multiplicagéo.

No presente estudo, as médias das contagens de células somaticas do leite
nas trés diferentes temperaturas testadas, ndo apresentaram diferencas
(estatisticamente) significativas (p>0,05) em relacdo a temperatura de

armazenamento das mesmas (Tabela 7).

Tabela 7. Média das Contagens de Células Somaticas de acordo com a temperatura

de armazenamento do leite.

CCS (Ekomilk Scan)

Temperatura x mil céls.mL™
2-8°C 4932
20-22°C 476 2
30-32°C 536 2

* Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna néo diferem entre si (P>0,05).
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O préprio fabricante do Ekomilk Scan” atenta no manual de instrucées que a
amostra e o surfactante devem estar na temperatura de 22°C, mas 0 presente
estudo mostrou que as amostras podem estar em qualquer temperatura variando de
2 a 32°C, sem efeito significativo no resultado. Porém, ndo foi estudada a variacao
da temperatura do surfactante Ekoprim e se este causaria algum efeito significativo
sobre as médias.

Como fatores adicionais para manutencdo na integridade da amostra e
obtencédo de resultados confiaveis, Van de Voort et al. (1987), Bertrand et al. (1996),
Monardes et al. (1996) e Meyer (2003) citaram que, além da importancia da
refrigeracdo do leite, a analise deve ser realizada em no maximo trés dias apos a
colheita das amostras.

Os resultados obtidos mostram que houve efeito visivel do tempo, porém esta
diferenca nao foi significativa na analise estatistica, talvez por problemas no tipo de
analise efetuada e/ou a quantidade de amostras estudadas. Através da andlise dos
dados com o valor bruto da CCS, verifica-se decréscimo dos valores iniciais da
contagem de células somaticas em funcdo do tempo entre a colheita e a analise,

como observado na tabela 8.

Tabela 8. Efeito do tempo entre colheita e analise na média da contagem de células

somaticas, utilizando o Ekomilk Scan”.

CCS (Ekomilk Scan")

Tempo x mil céls.mL™
Dia 0 (tempo inicial) 4762
Dia 1 (24horas) 409 @
Dia 2 (48 horas) 321°

*Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna nédo diferem entre si (P>0,05).

Tais resultados sdo semelhantes aos encontrados por Meyer et al. (2002) que
também observaram o decréscimo dos valores iniciais da CCS quando relacionados
a temperatura de armazenamento e do tempo entre a colheita e a analise das
amostras de leite. A porcentagem de queda de CCS observada no presente
experimento (aproximadamente 32%) € preocupante visto que alguns dos

produtores estocam sua producdo no periodo de 48 horas, periodo no qual a
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legislacdo brasileira permite o armazenamento do produto na propriedade (tanque
de expansado), mas que a maioria ultrapassa tal limite de tempo, mantendo o leite
por mais que 48 horas na propriedade. Brito et al. (2003) afirmaram que apenas 60%
do total das amostras de leite proveniente dos estados de Minas Gerais, Espirito
Santo e Rio de Janeiro chegam ao laboratério cinco dias apds a colheita. Dessa
forma, ao chegar no laboratério, as amostras podem estar com os valores de CCS
subestimados.

Como a CCS é um quesito do regulamento técnico de identidade e qualidade
do leite cru refrigerado proposto pelo Ministério da Agricultura, Pecuéaria e
Abastecimento (BRASIL, 2002), existe a possibilidade dos valores estarem abaixo
desse limite e serem classificados erroneamente como adequados pela industria.
Nessa situagdo, valores subestimados da CCS de amostras de leite do rebanho
poderiam causar prejuizos a industria, caso se adotasse o critério de pagamento
pela qualidade com base na CCS. Os valores subestimados da CCS poderiam
também causar prejuizos ao produtor, que teria um falso indicador do estado de
saude das glandulas maméarias das fémeas do rebanho. Assim, recomenda-se
realizar a andlise do leite no mesmo dia da colheita.

Outra importante caracteristica da amostra € a variacao racial. Neste aspecto
foi realizado o teste para ver se existe a necessidade de identificacdo da amostra
antes do processamento para constatar se é proveniente de raca pura ou mestica,
ou até mesmo amostras oriundas do tanque de expansdo. Nao houve efeito
estatisticamente significativo da comparacgéo dos resultados obtidos na citometria de
fluxo e no Ekomilk Scan’. Por outro lado, ao comparar os coeficientes de correlagéo
(R), estes foram superiores para amostras provenientes de animais mesticos,
seguidos da raca Gir e Holandés. A raca Jersey foi aquela que apresentou o menor
R, o0 que pode ser explicado pelo alto teor de gordura e proteina na composicdo do
leite destes animais e que consequentemente tem grande relagdo com o aumento

da viscosidade e assim, pode ter interferéncia no resultado apresentado (Figura 1).
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Figura 1. Coeficientes de correlacdo (R) dos métodos de analise das amostras de
leite de vacas Jersey, Gir, Holandés e Mestico em relacéo a citometria de

fluxo e o Ekomilk Scan’.

De acordo com os estudos de Maletta (2014), que apresentou a interpretacao
dos coeficientes de correlacdo de Pearson nos quais valores de R entre 0,00 a +
0,20 a correlacéo é insignificante ou indiferente, entre 0,21 a + 0,40 fraca ou ligeira,
entre 0,41 a + 0,70 acentuada ou substancial e entre 0,71 a +1,00 muito acentuada

ou alta, as racas Jersey, Gir e Holandesa do presente experimento apresentam
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acentuada correlacdo entre os métodos de andlise enquanto que o mestico, tal
comparacao foi considerada alta.

Dohoo; Meek (1982) ndo recomendaram a inclusdo do efeito de raca nos
estudos sobre CCS, discordando de Jaartsveld et al. (1983) que observaram
diferenca significativa entre duas racas avaliadas em seu estudo. Almeida (1996),
trabalhando com dados de producéo de leite e gordura em vacas da raca Holandesa
no Parana, encontrou significancia entre as diferentes racas.

No entanto, ao procurar algum componente do leite no qual pudesse resultar
em diferengca estatisticamente significativa no resultado apresentado, nada foi
significativo a 5% (Tabela 9), confirmando que nenhum componente do leite

interferiu significativamente no resultado do Ekomilk Scan®.

Tabela 9. Andlise da influéncia dos componentes do leite sobre o resultado da CCS

realizada pelo Ekomilk Scan®.

Componente Pr>F
Gordura 0,3354
Proteina 0,2156
Lactose 0,0827
Extrato Seco Desengordurado 0,2145

De acordo com a Tabela 9, destaca-se que apesar do principio utilizado na
metodologia do Ekomilk Scan® se basear na viscosidade do liquido e que
componentes como gordura e proteina pudessem influenciar o resultado
apresentado pelo equipamento em analise, foi provado que para esta analise de
componentes do leite ndo houve influéncia significativa no resultado.

Ja em relacdo a avaliacdo dos fatores intrinsecos ao equipamento Ekomilk
Scan’, os resultados foram comparados quando diferentes operadores realizaram a
mesma técnica de andlise e quando o teste foi realizado repetidas vezes.

A analise da reprodutibilidade visou medir a habilidade do método em produzir
resultados consistentes quando realizados independentemente e sob as mesmas

condicBes. Nao foi observada diferenca estatisticamente significativa entre os trés
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operadores testados ja que a média da CCS de cada um esteve bem préxima:
operador 1-CCS 378, operador 2-CCS 352 e operador 3—-CCS 344 (x mil céls.mL™).

Tal andlise nos conduz a ideia de que o0 equipamento testado independe do
seu operador, ou seja, nhdo requer requisitos minimos para utiliza-lo e nem necessita
de capacitacao profissional avancada para habilitar o operador. O que se torna de
grande valia para os laticinios, fazendas e laboratérios que podem adquirir o
equipamento sem necessidade de mao de obra especifica, pois 0 método né&o
requer grandes exigéncias, ao menos a obediéncia ao protocolo a ser seguido.

Ao mesmo tempo, a analise que buscava a consisténcia dos resultados
quando o exame se repetia - a repetibilidade - foi estudada com base em dados de
amostras de leite em trés faixas de CCS: baixa, média e alta. Através da observacao
do coeficiente de variacdo (CV), nota-se baixa variacdo entre os valores maximo e
minimo na CCS, principalmente em relacdo a faixa de média e alta contagem de
células sométicas. O observado nas amostras com faixa de baixa CCS foi
coeficiente de variacdo maior, que pode ser explicado pela proximidade destas
amostras ao limite minimo detectavel para emissao dos resultados do Ekomilk

Scan’. Tais variacbes podem ser observadas na tabela 10.

Tabela 10. Valores médio, minimo, maximo da contagem de células sométicas e o

coeficiente desta variacdo de acordo com a faixa de CCS.

CCS x mil céls.mL*

Faixas de CCS

Média Minimo Maximo Ccv
Baixa 211 146 254 17,2
Media 765 704 820 4,2
Alta 1044 916 1200 7

CV - coeficiente de variacéo.

Com baixa variagdo dos resultados quando o teste é repetido, aliada a
auséncia de diferenca significativa quando se altera os operadores do equipamento,
pode-se afirmar que o Ekomilk Scan” é um equipamento preciso, pois apresenta

resultados concisos quando realizados independentemente, porém sob as mesmas
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condi¢cbes. No entanto, o aparelho deve estar calibrado corretamente caso contrario
0 teste pode ter alta reprodutibilidade, mas, produzir resultados consistentemente
errados.

Por fim, ao se comparar os métodos padrao e de referéncia com o Ekomilk
Scan’, este diferiu significativamente no valor médio da CCS quando comparado a
citometria de fluxo, porém, ao ser comparado com a microscopia direta, apresentou

correlacao significativa, apesar de todos nao atenderem a IN62/2011. (Tabela 11).

Tabela 11. Comparacédo de métodos na contagem de células somaticas.

] CCs*

Método _ L

X mil céls.mL"
Citometria de Fluxo 700 @
Ekomilk Scan’ 385 P
Microscopia Direta 519°

*Médias seguidas de letras iguais na mesma coluna néo diferem entre si (P>0,05), aquelas seguidas

com letras diferentes, diferem entre si.

Como o resultado da Citometria de Fluxo e o Ekomilk Scan® diferiu
significativamente, foi realizada analise para formular alguma equacdo que
adequassem os valores do Ekomilk Scan® a fim de conferir correlagao alta entre os

resultados da Citometria de Fluxo. Assim sendo, foram geradas trés equacgdes:

18) CITOMETRIA = - 715,52 + 106,56 x TEMPO - 9,66 x GORD — 150,08 x PROT

Neste caso € necessario conhecer os valores de gordura e de proteina da
amostra. Para esta equacgdo, o coeficiente de correlacdo foi de 0,94, que é
considerado alto segundo Maletta (2014), e coeficiente de variacdo foi de 22%. O
tempo, inserido nesta equacéao, € o valor em segundos correspondente ao tempo de
escoamento do leite através do capilar do Ekomilk Scan®, e que apresenta relacéo
linear positiva com a contagem de células somaticas. Esse valor foi utilizado em
detrimento a CCS devido a auséncia de limite de deteccdo do tempo, ao contrario da
CCS que nos valores abaixo de 90 e acima de 1.500 ndo sdo detectados pelo

aparelho.
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Por outro lado, quando ndo se conhece uma das variaveis como a gordura ou
a proteina, utiliza-se as seguintes equacoes:

22) CITOMETRIA = - 1076,20 + 105,72 x TEMPO - 50,01 x GORD

3%) CITOMETRIA = - 682,88 + 106,57 x TEMPO - 169,69 x PROT

Ambas apresentam coeficiente de correlacdo 0,94 e coeficiente de variacao
de 23% na segunda e 22% na terceira equacgao.

Por fim, a citometria de fluxo — método eletrbnico - foi utilizada como padréo
ouro para definir a presenca da mastite subclinica, utilizando um ponto de corte de
200 mil céls.mL™ para amostras de leite individuais. A partir desse padrdo foram
calculadas a sensibilidade, especificidade, e o coeficiente kappa a fim de verificar a
concordancia entre o teste e o Ekomilk Scan’. Como resultado, foi observada
sensibilidade de 88,04% e especificidade de 86,21%. J4 o indice kappa, para a
analise de concordancia entre os métodos, foi de 0,68 que, segundo Medeiros et al.
(2008), representa concordancia substancial entre os testes. Os resultados sao
superiores aos encontrados por Araujo et al. (2012) que testaram outro método
alternativo qualitativo para a contagem de células sométicas (Somaticell®) e

encontraram sensibilidade e especificidade 70% e 77%, respectivamente.

6. CONSIDERACOES FINAIS

O equipamento Ekomilk Scan’ é portatil e facilmente transportado para
diversos ambientes, permitindo a realizacdo das analises a campo. Podendo ser
recarregado em tomadas 12 volts presente em veiculos e realiza a contagem de
células somaticas em um tempo de 3 a 4 minutos. Além disso, pode armazenar
dados e transferi-los ao computador e fazer a impressdo. Nao exige operador
gualificado para realizar as andlises, no entanto, requer materiais auxiliares como
pipetas, equipamento de banho-maria, agua destilada entre outros.

O custo para realizar as andlises é baixo, R$ 0,18 centavos por amostra,
gasto quase desprezivel quando comparado ao valor da andlise por citometria de
fluxo, R$ 1,30/amostra, diferenca de mais de 700%. E o preco do equipamento é de

R$ 7.297,00, investimento razoavel quando comparado ao custo beneficio oferecido.
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7. CONCLUSAO

O equipamento Ekomilk Scan®:

e Seus resultados se correlacionam significativamente a metodologia de
referéncia,;

e Suas andlises precisam ser feitas no mesmo dia da colheita e sem utilizacdo
de conservantes, independentemente da temperatura da amostra;

e Pode ser usado como alternativa no monitoramento da CCS em unidades
produtivas;

e E preciso e confiavel;

e E uma excelente ferramenta para o produtor controlar a satde da glandula

mamaria das vacas.
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