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Resumo

Com o objectivo de avaliar a sanidade do Ubere, foram recolhidas 176 amostras de
leite de quartos de vacas Holstein Frisia criadas em 3 explora¢fes localizadas na Beira
Interior (concelhos de Castelo Branco, Covilha e Idanha-a-Nova). Uma amostra de leite de
cada quarto foi imediatamente analisada na sala de ordenha através dos testes de campo
Teste Californiano de Mamites (TCM) e condutivimetro portétil para determinacdo da
condutividade eléctrica do leite, com o intuito de avaliar a eficacia destes métodos na
determinacéo de mamites subclinicas.

Em laboratério foram determinados os parametros contagem de células sométicas
(CCS), condutividade eléctrica (CE), pH, teores de lactose (TL), gordura (TG), proteina
(TP) e solidos totais (ST) para que fosse possivel identificar as alteracbes que a mamite
provoca no leite de quartos infectados.

Determinaram-se diferencas estatisticamente significativas (p<0,05) para os
parametros CE (5,61 mS/cm +0,800), pH (6,75 %0,128), CCS (1.098.676 cel/ml) e TL
(4,54% +0,579) do leite identificado como mamitico pelo condutivimetro portatil (luz E -
encarnada) em relacdo ao leite ndo mamitico. Nao se encontraram diferencas
relativamente & PB, GB e ST, embora para estes dois ultimos parametros tenha havido
uma reducdo acentuada nos valores determinados no leite mamitico.

Determinaram-se correlagdes positivas entre a condutividade obtida com o
condutivimetro portatil e o TCM (r=0,612; p<0,001), a CCS (r=0,377; p<0,001) e entre o
TCM e a CCS (r=0,654; p<0,001). Para valores baixos de TL encontraram-se valores
elevados de CE portatil (r=-0,349; p<0,001) e de CE laboratorio (r=-0,598; p<0,001).

Concluiu-se que o TCM e o condutivimetro portatil sdo métodos de campo validos
para avaliar a sanidade do Ubere e estimar o efeito da mamite na composicédo do leite de

vaca.

Palavras-chave : leite; condutividade eléctrica; condutivimetro portatil; mamites; Teste Californiano
de Mamites; células sométicas.
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Abstract

The aim of the present work was to assess dairy cows’ udder health. Milk samples were
collected from 176 quarters of Holstein Friesian cows raised on three farms located in the
Beira Interior region (municipalities of Castelo Branco, Covilhd and ldanha-a-Nova),
Portugal. A milk sample of each quarter was analysed immediately after collection in the
milking parlour both using the California Mastitis Test (CMT) and a hand-held electrical
conductivity test carried out with a hand-held electrical conductivity meter. The aim of these
tests was to evaluate the effectiveness of two methods to determine subclinical mastitis.
Somatic cell count (SCC), electrical conductivity (EC), pH, lactose content, fat content,
protein content and total solids content were determined in a laboratory in order to identify
changes caused by mastitis in milk from infected quarters.
There were significant differences (p<0.05) for the following parameters EC (5.61 mS / cm
+0.800), pH (6.75 +0.128), SCC (1,098,676 cells / ml) and lactose content (4.54% +0.579)
of milk with mastitis identified by the hand-held electrical conductivity meter compared to
non-mastitis milk. There were no significant differences for protein content, fat content and
total solids content. However, the last two parameters showed a marked reduction in the
values determined in milk with mastitis. Positive correlations between CMT and hand-held
electrical conductivity test (r=0.612, p<0.001), SCC (r=0.377, p<0.001) and also between
CMT and SCC (r=0.654, p<0.001) were observed. EC high values were obtained with the
hand-held electrical conductivity meter (r=-0.349, p<0.001) and also in a laboratory (r=-
0.598, p<0.001) for low lactose content. It can be concluded that both CMT and the hand-
held electrical conductivity test are valid field methods to determine milk electrical
conductivity, to assess udder health and to estimate the effect of mastitis on the

composition of cows’ milk.

Keywords : milk; electrical conductivity; hand-held electrical conductivity test; mastitis; California

Mastitis Test; somatic cell count.
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Lista de abreviaturas

CCS contagem de células sométicas

CCS_CL contagem de células sométicas do ultimo contraste leiteiro

CE condutividade eléctrica
cel/ml células por mililitro

cr ido cloro

K+ iAo potassio

mi mililitro

mS miliSiemens

N namero de amostras

Na+ ido sodio

p probabilidade

r coeficiente de correlacédo
SNF solidos totais isentos de gordura
ST solidos totais

TCM teste californiano de mamites
TG teor de gordura

TL teor de lactose

TP teor de proteina

> maior
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1. Introducao

A inflamacdo da glandula maméaria representa um sério problema para a industria
leiteira, influenciando de forma decisiva o lucro das exploragdes (Oliveira, 2003). A
mamite €, de entre 0s processos patoldgicos que afectam o gado bovino, um dos que
representa maiores custos econémicos sendo o maior de todos (Mazzucchelli Jiménez,
1996). Produz um decréscimo da producao leiteira, entre 5 e 40%, dependendo do grau
de infec¢do, modifica a composicao do leite (Such Marti e Peris Miras, 1996) e reduz a
valorizagdo do leite para efeitos de pagamento (Ribeiro, 1996). Além dos custos elevados
de terapéutica (custos dos medicamentos, despesas com o veterindrio e trabalho extra),
aumenta as perdas devido ao leite rejeitado durante a infeccdo e tratamento e provoca
refugo precoce dos animais, ocasionando perdas genéticas importantes e perdas por
necessidade de reposicéo de novilhas (Ribeiro; Ribeiro e Madeira, 1996).

Anualmente, trés em cada dez vacas leiteiras apresentam inflamagdo mamaéria
clinicamente aparente, sendo 7% destes animais refugados por les@es irreversiveis e 1%
por morte (Ribeiro Junior et al., 2008 citando Smith, 2006).

Pereira (1999) observou que das patologias mais frequentes nas 49 exploracdes
estudadas no concelho de Arouca, as mamites ocuparam o primeiro lugar com uma
frequéncia de 25,7%, sendo em 18% das exploragbes a causa principal de refugo
precoce.

Nas mamites, a infeccdo subclinica é a que maior prejuizo causa ao produtor
(Nascif Junior et al., 2006), sendo responséavel por perdas superiores a 70% (Kirk e
Bartlett, 1988 citados por Seguya e Mansell, 2000). Isso deve-se ao facto da sua
identificacdo sé ser possivel com o auxilio de métodos de diagnostico fidveis e pela alta
prevaléncia observada nos efectivos, chegando a ser 15 a 40 vezes mais prevalente do
gue a mamite clinica (Nascif Junior et al., 2006).

As avultadas perdas econdémicas devido as mamites subclinicas na Regido do Entre
Douro e Minho e Tras-os-Montes, foram avaliadas em 298 litros/lactacdo de leite ndo

produzido, sendo as perdas causadas por mamites, em média, 300 litros/lactac&o.
1
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Podem ascender a 400 litros/lactagcdo quando a incidéncia teve lugar nos primeiros 60
dias ap0s o parto (Cerqueira e Ribeiro, 1997).

Nao sendo detectada pelo exame fisico da glandula maméria ou do leite (Nascif
Junior et al., 2006 citando Grunet, 1990) a mamite subclinica pode atingir de modo
inaparente cerca de 40% de um efectivo ndo controlado (Angélico, 1998). O quarto
infectado apresenta uma diminuigdo na producdo lactea, uma composicao alterada do
leite e uma eliminagdo de microrganismos patogénicos (Nascif Janior et al., 2006 citando
Bramley, 1992). O diagndstico, neste caso, exige 0 uso de métodos auxiliares (Nascif
Junior et al., 2006 citando Nader Filho, 1983).

Considerando que as principais altera¢cdes na glandula maméria incluem a
passagem de iBes, proteinas e enzimas do sangue para o leite devido ao aumento da
permeabilidade, invasdo de fagécitos e reducdo da capacidade de sintese lactea da
glandula, torna-se evidente que alguns componentes sdo mais marcantes do que outros,
podendo ser utilizados como uma ferramenta para a detec¢do do processo inflamatério
(Pyoralla, 2003 citado por Della Libera et al., 2009).

A andlise das variaces da composicdo do leite baseada na medi¢cdo dos ides
mediante a condutividade eléctrica e outros parametros como a lactose e as proteinas do
soro do leite pode ser quantificada através de testes (Mota, 2008).

Segundo Nascif Junior et al. (2006) s@o varios os exames que se podem aplicar ao
leite para a deteccdo de mamites. Eles podem detectar os microrganismos infectantes
(directa ou indirectamente) ou as alteracdes na secrecdo lactea em consequéncia da
inflamacdo (Schalm et al.,, 1971; Jensen e Knudsen; 1991; Bramley, 1992 citados por
Nascif Junior et al., 2006).

Actualmente, existem varios métodos auxiliares de diagndstico utilizados para a
deteccdo das formas subclinicas da mamite bovina. Desde que foi desenvolvido, em
1957 por Schalm e Noorlander, California Mastitis Test (TCM) tem sido utilizado, com
bons resultados, na triagem de animais com contagens altas de células sométicas. Nos

ultimos anos, varios investigadores tém utilizado a condutividade eléctrica do leite (CE)

2
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para esse fim (Emanuelson et al., 1987; Bramley, 1992; Milner et al., 1996 citados por
Nascif Juanior et al., 2006). Sendo o aumento da CE do leite directamente proporcional ao
aumento da inflamag&o do Ubere e da contagem de células sométicas (CCS), o aumento
dos ibes sbdio e cloro e a diminuicdo do calcio e outros constituintes do leite sé@o
caracteristicas do leite mamitico (Teixeira et al., 2008).

De entre as provas utilizadas para avaliacdo da qualidade do leite, principalmente
em bovinos, o conteudo leucocitario representado pela CCS, € um bom indicador do
estado de saude glandula maméria (Meirelles et al., 1997 citados por Oliveira, 2003).
Teixeira et al., (2008) referem que a CCS é o parametro de avaliagdo leiteira que mais
directamente esta relacionado com a incidéncia de mamites numa exploragdo visto que
as células somaticas reflectem a resposta imunitaria do animal & infec¢do. Deste modo, a
contagem de células sométicas constitui a base das técnicas de diagndstico indirecto das
mamites em todas as espécies de ruminantes leiteiros (Mota, 2008), na avaliacdo do
nivel de mamite subclinica no rebanho, na estimativa das perdas quantitativas e
gualitativas de producéo do leite e derivados (Muller, 2002).

O diagnostico precoce desempenha um papel fundamental na avaliacdo do estado
sanitario do Ubere (Ribeiro Juanior et al., 2008), permite estabelecer medidas sanitarias
adequadas e reduzir a transmissédo da doenca (Nascif Janior et al., 2006).

Os testes diagndsticos de mamites podem ser realizados na exploracdo (testes de
campo) ou em laboratério: os de campo sdo mais simples e podem ser realizados
diariamente no momento da ordenha (Ribeiro Junior, et al., 2008; Teixeira et al., 2008).
No entanto, os métodos de diagndstico mais precisos nem sempre podem ser
executados, considerando as dificuldades inerentes a rotina de campo e ao seu alto custo
(Ribeiro Junior, et al., 2008). Teixeira et al., (2008) referem que as provas laboratoriais
aumentam a certeza que estamos perante um problema de mamites e que
complementam a habitual e tradicional inspeccao e palpagéo dos uberes.

Nesta perspectiva, idealizou-se o presente trabalho com o objectivo detectar o

estado individual do Ubere de vacas em lactacdo, procedendo a identificando imediata de

3
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quartos maméarios doentes, através de testes realizados na sala de ordenha: a
condutividade eléctrica (CE), utilizando um medidor manual portati, e o Teste
Californiano de Mamites (TCM).

A qualidade do leite recolhido, por cada quarto do Ubere das vacas testadas, foi
determinada em laboratério onde se procedeu a avaliagdo do conteudo leucocitério das
amostras do leite, medicdo do pH e da electrocondutividade e determinacdo dos teores
de gordura (TG), proteina (TP), lactose (TL) e so6lidos totais (ST), com intuito de conhecer
e avaliar o desempenho dos testes de campo utilizados para a identificagdo precoce de

mamites subclinicas.
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2. Revisao Bibliografica
2.1 Mamite bovina: considerac¢des gerais

A mamite é a inflamag¢do da glandula maméria, produzida como resposta a
diferentes agentes (infecciosos, trauméticos, irritantes quimicos, etc.), sendo 0os mais
frequentes os infecciosos provocados por bactérias. Estas penetram no Ubere desde o
exterior ou desde o préprio organismo do animal (muito menos frequente),
desenvolvendo-se o processo, quer pela multiplicacdo dos germens, quer pelas toxinas
que estes produzem (Mazzucchelli Jiménez, 1996).

As bactérias, a principal causa desta doenca, invadem a glandula maméria
causando lesbes nos tecidos secretores, variando desde uma leve infecgcdo autolimitante
até quadros severos com perda da glandula maméria podendo, em algumas casos,
causar a morte do animal (Nascif Janior et al., 2006).

Segundo a gravidade e expressdo da sintomatologia, as mamites podem
manifestar-se nas formas clinica, quando apresentam sintomas evidentes, e subclinica,
sem que se observem sinais da doenca (Rodrigues, 1998a).

Na mamite subclinica a infeccdo sé é detectavel por analises e ensaios (Mathieu,
1985). No leite mamitico observa-se aumento na contagem de células soméaticas (CCS),
aumentos nos teores de proteinas do soro e diminuicdo dos teores de caseina, lactose,
gordura e célcio do leite (Dias, 2007 citando Gianola et al., 2004).

As mamites clinicas ndo representam mais de 2 a 5% dos casos. Sao reconheciveis
a olho nu e ao tacto e sédo o sinal duma evolucdo grave da infeccdo. Numa fase inicial,
observam-se, quase sempre grumos nos primeiros jactos de leite, ficando depois, em
fases ulteriores, o Ubere congestionado e dorido. O leite € anormal e para além dos
grumos, o leite corre em fio, € amarelo e mais espesso (Mathieu, 1985).

Numa mamite crénica, o Unico sintoma visivel no leite € que este se apresenta

viscoso e de cor alterada. O Ubere pode apresentar partes duras a palpa¢cdo como
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resultado do tecido necrético e cicatricial aglomerado, caracteristicos de infeccbes
cronicas por Staphylococcus aureus (Teixeira et al., 2008).

Sendo a mamite uma doenga multifactorial (Ribeiro, 1996) onde a interaccgao entre o
agente infeccioso, o hospedeiro e o ambiente é afectado pelo maneio (Ribeiro, 1997,
Ribeiro, 1996), o risco de mamite na vaca leiteira depende da forma como 0s seus
mecanismos de defesa se ajustam ao desafio do ambiente e microrganismos.

Os agentes bacterianos podem ser classificados consoante a fonte de infeccéo e a
forma de disseminagcdo em contagiosos e ambientais. Entre 0s contagiosos mais
importantes estdo o0s Staphylococcus coagulase positivos (na sua maioria
Staphylococcus aureus) e o0s coagulase negativos, o Streptococcus agalactiae, os
Corynebacterium bovis. S&o considerados ambientais os restantes estreptococcus e as
enterobactéridceas (Escherischia coli, Proteus, Klebesiela, entre outros) (Ribeiro, 1996).
As mamites provocadas por alguns microrganismos esporadicos, nos quais se encontram
as leveduras, podem provocar altas descargas celulares e mesmo surtos epidémicos em
exploracdes, onde o tratamento é dificil ou mesmo impossivel (Ribeiro, 1996).

A presenca de fungos causadores de mamites como Unico agente ou associado,
tem tido grande importancia actual ndo s6 como causa de grandes prejuizos econémicos,
mas também por tornar o leite impréprio para consumo (Oliveira, 2003).

Segundo Zafalon et al. (2005) o Staphylococcus aureus é amplamente conhecido
como um dos principais agentes bacterianos envolvidos na etiologia infecciosa da
doenca, assim como as bactérias do género Corynebacterium apesar destas, as vezes,
causarem reduzidas alteracdes nas caracteristicas do leite que impossibilitam o
diagndstico pela utilizacdo de métodos auxiliares.

Para além dos varios agentes patogénicos, existem diversos factores de risco que
actuam como adjuvantes e predisponentes na patogenia das mamites, dos quais se
destacam: o estadio da lactagdo ou periodo de secagem, determinantes genéticos (tipo
anatomico do Ubere e do teto; didmetro do canal do teto), lesbes dos tetos (feridas,

ulceracdes), idade (vacas mais velhas sdo mais susceptiveis), higiene da exploragéo
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(camas, sala de ordenha, tetinas, toalhetes e médos do ordenhador), equipamento de
ordenha e doencas puerperais (paresia pos-parto, retencao placentaria, acetonemia entre
outros) (Pereira, 1999 e Ribeiro, 1996), retencdo lactea e todo o stress susceptivel de
diminuir a resisténcia natural da mama (Mathieu, H., 1985).

O Ubere é 6rgdo onde convergem e se interligam todos os mdultiplos factores que
intervém na rentabilidade da producdo de leite (op¢cdes de melhoramento genético, os
multiplos aspectos de maneio, factores higio-sanitarios e metabdlicos, nutricdo e
alimentacgé&o), constituindo cada ordenha a confirmacéo categorica da forma com se estéo
a interligar (potenciando-se ou prejudicando-se) as mudltiplas opcbes e decisbes
adoptadas no dia-a-dia (Pinto, 1999).

Estima-se que os factores que intervém na variacdo da composi¢do do leite, 26 a
36% estao ligados ao animal (caracteres hereditarios) e 60% sao consequéncia do meio
ambiente em que vive a vaca (Mathieu, 1978 citado por Franch, 1996).

Na mamite € o factor humano que contribui decisivamente para o seu aparecimento
ou controlo (Ribeiro, 1996). A realizacdo do diagnéstico precoce da doenca assume
extrema importancia para a pratica de medidas sanitarias adequadas (Nascif Junior et al.,
2006). A sua prevencédo em vacas de aptidao leiteira afigura-se como um ponto fulcral no
maneio reprodutivo e produtivo e num factor contributivo decisivo para a producéo animal

(Teixeira et al., 2008).

2.2 Detecgéo e diagnodstico de mamites

O diagndstico do processo inflamatério da glandula mamaria pode ser efectuado por
varios métodos. Os exames directos fundamentam-se na identificacdo do agente
etiolégico mediante a demonstracdo da presenca de microrganismos no leite dos
individuos mamiticos. Os exames indirectos baseiam-se em varios critérios de evolugéo
de intensidade da reacc¢éo inflamatoria (Mota, 2008). Nas formas agudas e crénicas o
diagnostico € realizado considerando os sinais clinicos, onde no primeiro caso, Ribeiro e

Madeira, (1996) refere que, a sintomatologia é visivel, observando-se inchaco, rubor, dor,
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aumento de temperatura local e perda de funcdo da glandula mamaria. O leite apresenta-
se anormal e durante toda a ordenha as altera¢gbes observadas incluem a presenca de
pequenos coagulos, descoloracdo, aspecto liquido, sanguinolento, purulento, grumos,
flocos (que sé@o aglomeracBes de células sométicas e proteinas) e pode encontrar-se
mais espesso. Estas alteracbes podem ser facilmente detectadas pelo produtor com
remocao dos primeiros jactos para uma caneca de fundo escuro (Ribeiro e Madeira,
1996).

Um teste diagndstico, no contexto do controlo e erradicacdo da doenca animal, tem
por objectivo identificar efectivos doentes e identificar, individualmente, animais
infectados (Zafalon et al., 2005). A precisdo destes testes pode ser medida pela
sensibilidade (SE), que é a proporcdo de animais doentes que sdo correctamente
classificados como doentes, e pela especificidade (ES), que & denominada como a
percentagem de animais sadios que sdo devidamente enquadrados como sadios (Della
Libera et al., 2009).

Durante a fase inicial de um programa de controlo, a sensibilidade de um teste
diagndstico é considerada como a caracteristica mais importante para garantir que todos
0s animais doentes num rebanho sejam detectados. A ndo ser quando se tem uma
reduzida prevaléncia da doenca, a especificidade torna-se mais importante e um segundo
teste diagnostico pode ser conduzido para aumentar a capacidade de identificagdo de
animais ndo doentes (Pfeiffer, 1999 citado por Zafalon et al., 2005).

Na pratica, para além de fomentar a qualidade do leite, a CCS tem com como
principal objectivo o despiste e controlo de mamites em larga escala (Angélico, 1999),
sendo referido por Dias (2007) que a principal caracteristica utilizada no diagnostico da
mamite subclinica é o aumento da CCS.

Com base no principio em que o aumento da CE do leite € directamente
proporcional ao aumento da inflamacédo do Ubere e da CCS, os dados obtidos a partir
deste teste deverdo ser analisados rotineiramente e considerar que este ndo substitui

nenhuma das outras provas, pelo que é um complemento a estas (Teixeira et al., 2008).
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2.2.1 Testes para a deteccao de células somaticas

Nas mamites subclinicas a infec¢éo do ubere n&o evidencia sinais externos sendo
identificadas somente com o recurso a provas laboratoriais/campo, como CCS ou
realizacdo do Teste Californiano de Mamites (TCM), entre outros (Teixeira et al., 2008).

O conteudo de células sométicas pode ser medido através de métodos directos ou
indirectos. No primeiro caso, fazem-se contagens ao microscopio das células coradas;
temos por exemplo, 0 método de Breed “manual”’, método de epifluorescéncia (COBRA)
ou fluorescéncia (FOSSOMATIC) automatizados. O Teste Californiano de Mamites (TCM)

€ um excelente exemplo de um método indirecto (Ribeiro, 1996).

2.2.1.1 Contagem de células sométicas

A CCS, sendo uma expressao directa da severidade do processo inflamatério, é um
parametro vantajoso para avaliar a relacdo entre as infec¢Bes intramamarias e as
alteracbes na composicao do leite (Zecconi, 1995 citado por Tavares, 2003), uma vez
gue as contagens das células somaticas sdo aceites como a medida padréo internacional
da qualidade do leite (Harmon, 1998; 2001), quer de um quarto, de uma vaca (amostra
composta) ou de um efectivo (Domingues, 2001). Segundo Mota (2008) a contagem de
células sométicas constitui a base das técnicas de diagndstico indirecto das mamites em
todas as espécies de ruminantes leiteiros. Os neutrofilos afluem para o sangue e para a
glandula mamaria por efeito quimiostatico e como resposta ao estimulo inflamatério
(Mota, 2008).

A CCS consiste na determinacdo laboratorial do niumero de células somaticas
existentes por mililitro numa determinada amostra de leite sendo usualmente efectuada
na Unido Europeia, através do FOSSOMATIC. Este equipamento apresenta elevada
precisdo, fiabilidade e rapidez ndo necessitando de prévia preparacdo da amostra
(Angélico, 1999). No entanto, a precisdo da contagem celular no leite, como Unico
método de diagndstico de mamites depende de factores que a influenciam e que néo

estdo directamente relacionados com o fendmeno inflamatério (Angélico, 1999). O stress,
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as agressoes do Ubere com traumatismo interno da glandula, a ligeira variagdo que existe
entre a ordenha da manha e da noite, a variag¢ao individual diaria, 0 nimero de partos e o
estadio de lactacdo podem influenciar esse aumento (Ribeiro, 1996). A época do ano, a
raca, a producdo de leite, problemas nutricionais, condicfes climaticas e doencas
intercorrentes podem interferir na CCS (Miiller, 2002 citando Viana, 2000 e Ostrensky,
1999).

A contagem celular individual proporciona uma panoramica sanitaria do ubere duma
determinada vaca (Angélico, 1998; 1999) tornando-se um indicador bastante fiavel de
sanidade da glandula mamaria (Muller, 2002).

De uma maneira objectiva, o leite com baixa CCS evidencia a boa saude do Ubere
de vacas e, consequentemente, a boa qualidade do leite produzido (Santos, 2006). O
leite de vacas sadias apresenta, normalmente, contagens em torno de 50.000 cel/ml
sendo aceite, como normal, contagens até 100.000 cel/ml (Ribeiro, 1996) e nos animais
de primeira lactacdo (Harmon, 2001). Smith et al. (2001) consideram que as contagens
de células entre 100.000 e 199.999 cel/ml representam uma amplitude de variagao, dificil
de atribuir & inflamacéo e/ou infeccdo intramamaria. A maioria dos autores consideram
como limite aceitavel 200.000 cel/ml para separar vacas ndo infectadas das infectadas
(Tavares, 2003 citando Leslie, 1996). Acima dos 200.000 cel/ml estes valores sé&o
considerados anormais e uma indicagdo de inflamagé&o no Ubere (Harmon, 1998 e 2001;
Evangelista, 1999; Cerqueira e Ribeiro, 1997; Ribeiro, 1996). No entanto, Teixeira et al.
(2008) referem que valores até 250.000/ml de leite destas células sdo consideradas
normais e, muito provavelmente, necessarias para uma primeira linha de ataque as
mamites. Hanekamp e Hogeveen (1999) citados por Tavares (2003) consideram 250.000
cel/ml o limiar para a CCS das vacas, referindo que uma contagem igual ou superior é
sempre anormal independentemente do estado de lactacdo, niumero de partos, etc.

A contagem de células sométicas acima de 300.000 cel/ml indica a existéncia de
mamite subclinica (Ribeiro; Ribeiro e Madeira, 1996; Tavares, 2003 citando Goff e Hill,

1993). Estes autores consideram que um quarto tem mamite subclinica sempre que

10




A condutividade eléctrica do leite na avaliagcao da sanidade do Ubere de vacas leiteiras

apresenta contagens iguais ou superiores a 300.000 cel/ml, ou uma cruz de TCM e que,
guando no leite total de ordenha de uma vaca existe uma contagem superior ou igual a
200.000 cel/ml deve-se suspeitar da existéncia de pelo menos um quarto infectado
(Ribeiro; Ribeiro e Madeira, 1996).

Segundo Mathieu (1985) por razdes fisioldgicas, o0 numero de CCS aumenta de um
modo muito significativo com a idade das vacas. No inicio e, sobretudo, no final da
lactacdo, o numero é de aproximadamente, 500.000 cel/ml.

Ribeiro e Madeira (1996) referem que quando os mecanismos de defesa ndo sdo
suficientes para controlar a infec¢do, as células somaticas atingem valores elevados,
instalando-se uma mamite clinica. (A contagem das células somaticas deste leite deve
ser superior a 500.000 cel/ml). Animais que apresentam persistentemente contagens
celulares acima do normal intercaladas com ocorréncia de casos clinicos sdo animais
com infec¢des cronicas, a maioria das quais sem resolugéo terapéutica.

Para Muller (2002) a CCS é uma ferramenta valiosa na avaliagdo do nivel de
mamite subclinica no rebanho, na estimativa das perdas quantitativas e qualitativas de
producdo do leite e derivados, como indicativo da qualidade do leite produzido na

exploracéo e para estabelecer medidas de prevencéo e controle da mamite.

2.2.1.2 Teste Californiano de Mamites

O Teste Californiano de Mamites (TCM) é um método indirecto, que avalia a
guantidade de células somaticas do leite (Mota, 2008; Ribeiro Junior et. al., 2008; Ribeiro,
1996), sendo o teste de campo de eleicdo para o diagndstico das mamites subclinicas
pela sua facil execucgdo, por ser econémico e por dar uma ideia muito aproximada da
situacdo do rebanho (Mota, 2008). Consiste numa reac¢do quimica em que se junta ao
leite um reagente (Teepol + Bromocresol purpura). O contacto do reagente especifico
com as células sométicas da origem a formagdo de uma gelatina provocada pela

aglutinacéo das proteinas (Teixeira et al., 2008). As reacc¢des sdo classificadas em graus,
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de acordo com as caracteristicas que apresentam sendo proporcionais a contagem de
células sométicas (Ribeiro e Madeira, 1996).

Sendo bastante util e rdpida, o TCM é a prova mais conhecida e mais difundida em
todo o Mundo (Teixeira et al., 2008). E realizada no préprio estabulo e com o primeiro
leite da ordenha. Para o efeito, devem ser retirados os primeiros jactos de leite (Ribeiro e
Madeira, 1996), visto que o primeiro leite a sair do teto tem sempre uma carga maior de
glébulos brancos (leucdcitos ou, como mais frequentemente conhecidas, células
somaticas) e bactérias, pelo que deve ser aproveitado para fazer o teste mais simples
para observar alguma anormalidade do leite (Rodrigues, 1998a).

Ao ser efectuado aos quatro quartos, dd uma indicacdo rdpida da presumivel
situacdo de infeccdo de cada um, sendo um excelente indicador de quartos suspeitos
guando usado para acompanhar periodicamente o estado dos quartos individuais do
rebanho ou para identificar quartos suspeitos em vacas com descargas celulares altas
sem necessidade de se recorrer a contagens de células suplementares (Ribeiro, 1997).
No entanto, o TCM tem como principal desvantagem a subjectividade na interpretacdo da
viscosidade da amostra analisada (Teixeira et al., 2008), podendo revelar resultados
falso-positivos ou falsos-negativos (Oliveira, 2003). Para Mota (2008) as reaccdes
negativas e de 3+ sdo facilmente interpretadas, mas nas reac¢des intermédias existem
algumas discrepancias, que podem dificultar a interpretacéo dos resultados.

Ribeiro Junior et al. (2008) ao compararem os métodos de diagnéstico TCM e
Whiteside (prova laboratorial), sob 0 ponto de vista econémico e de eficiéncia da mamite
subclinica no campo constataram que o TCM se mostrou mais sensivel e
economicamente mais viavel como método de diagndstico de campo quando comparado
com a prova Whiteside.

Para além de detectar a concentracdo de células sométicas, o TCM também
detecta o pH do leite mamitico. Uma coloracdo puarpura intensa da mistura indica que o

pH esta alcalino, caracteristico do leite mamitico (Silva, 2005).

12




A condutividade eléctrica do leite na avaliagcao da sanidade do Ubere de vacas leiteiras

2.2.2 A condutividade eléctrica do leite na deteccd 0 de mamites

O leite contém electrolitos (sais, acidos e bases) que facilitam a passagem de
corrente eléctrica. Esta pode ser utilizada para detectar leites anormais, como aqueles
provenientes de animais com mamite (ocorre aumento de cloretos) e provenientes de
fraudes por adicdo de substancias neutralizantes (Ferreira, 2007).

O uso da CE do leite como indicador de mamite € um método bastante conhecido.
Os primeiros estudos tiveram inicio a partir de 1940. Existe uma enorme variedade de
trabalhos de investigacdo que foram desenvolvidos para avaliar o aperfeicoamento e
adaptacdo deste método. Na ultima década, os avancos na tecnologia para medicdo da
CE do leite permitiram o uso deste método para monitorizar o aumento do numero de
mamites nos efectivos leiteiros (Norberg, 2005).

Actualmente, a CE do leite pode ser utilizada como auxiliar no diagnostico da
mamite subclinica (Zafalon et al., 2005). No leite, a CE é determinada pela concentragédo
de ides, sendo o sddio, o potassio e o cloro, 0s mais importantes. Quando um animal é
acometido pela doenca, a concentragdo de potassio no leite diminui, enquanto as
concentracdes dos ides sddio e cloro elevam-se devido ao aumento da permeabilidade
dos capilares sanguineos e & destruicdo dos sistemas de bombeamento idnico,
conduzindo ao aumento da condutividade lactea (Nielen et al., 1992 citado por Zafalon et
al., 2005).

Segundo Murray et al. (1998) citado por Zafalon et al. (2005), a condutividade pode
ser utilizada para diagnosticar a mamite. A fraccao do leite com que € realizado o exame
é fundamental. Uma maior sensibilidade no diagnéstico parece ser alcancada ao serem
usados os primeiros jactos de leite para serem examinados (Zafalon et al., 2005). Para
Graupner et al. (1989) citados por Barth et al. (2002) a CE dos primeiros jactos de leite,
antes da producdo da ejeccao do leite alveolar, da valores mais crediveis do que o leite
extraido posteriormente, referindo Barth et al. (2002) que este é o0 mais importante

guando se mede a CE com o condutivimetro manual. Também Hamann e Gyodi (1999)
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citados por Zafalon et al. (2005) referem que apOs as primeiras fraccbes de leite, a

condutividade eléctrica diminui.

2.2.2.1 Medicdo da Condutividade Eléctrica na sala  de ordenha

A medicdo da CE é uma prova de utilizagédo recente nas salas de ordenha. Baseia-
se no principio de que o aumento da CE do leite € directamente proporcional ao aumento
da inflamagé&o do ubere e aumento da CCS, visto que o aumento dos ifes sbdio e cloro e
a diminuicao do célcio e outros constituintes do leite sdo caracteristicas do leite mamitico
(Teixeira et al., 2008). Assim, uma corrente eléctrica ira fluir mais facilmente através do
leite com mamite do que num leite normal ndo infectado, devido ao alto contetdo i6nico
(Silva, 2005).

Existem varios equipamentos disponiveis comercialmente para o controle da CE ao
nivel da vaca ou do quarto de Ubere destinados a ajudar a ripida deteccdo de infecgbes

no Ubere (Ohnstad, et al., 2002).

2.2.2.1.1 Sistemas automaticos

Recentemente, a avaliacdo da CE do leite tornou-se disponivel nos modernos
sistemas de ordenha, nos quais a medicdo pode ser feita ao longo do periodo de ordenha
(Teixeira et al., 2008; Santos, 2005; Rodrigues, 1998b). Estas informacgdes, associadas a
outros dados sobre a producdo e a temperatura do leite registada automaticamente,
através de um termOmetro electrénico colocado no tubo curto do leite destes
equipamentos, constituem preciosos auxiliares para a gestdo da exploragdo (Rodrigues,
1998b).

Segundo Maatje e Rossing (1976) citados por Rodrigues (1998b) a temperatura do
leite € um bom indicador da temperatura corporal do bovino, havendo uma correlagédo
positiva entre as duas medidas. Nestes equipamentos, normalmente as medi¢des diérias

sdo comparadas com os limites normais daquela vaca e em caso de elevacdo da CE o
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sistema alerta o proprietario para uma avaliagdo individual da vaca com suspeita de
mamite (Santos, 2005).

Rodrigues (1998b) citando Nielen (1992) refere que os sistemas automaticos para
medicdo da CE do leite sdo fiaveis uma vez que ha uma elevada correlacdo entre os
valores obtidos por aquela via e os valores obtidos em laboratério. A correlacéo é de 0,83
para os primeiros jactos de leite, 0,89 para o leite do periodo em que ha méximo fluxo,
0,85 para o repasse e de 0,86 para o leite de toda a ordenha.

Santos, (2005) refere que neste tipo de diagnostico de mamite, pode atingir-se
cerca de 80% de sensibilidade (identificacdo correcta de vacas infectadas) e 75% de
especificidade (correcta identificagcdo de vacas sadias). Desta forma, o uso da CE para
deteccdo de mamite subclinica pode ser uma excelente ferramenta no controle de
mamite, quando a medicao € acoplada a ordenha, pois permite a identificacdo precoce e

a monitorizacao diaria de casos de mamite em vacas leiteiras.

2.2.2.1.2 Equipamento portéatil

Desde ha varios anos que tém sido desenvolvidos equipamentos portateis para
testar, no estabulo e ao lado da vaca, a CE do leite. A maior parte destes equipamentos
permite avaliar a CE de um quarto de cada vez com resultados muito bons (Milner et al.,
1997; Milner et al., 1996; Tongel et al., 1994; Hillerton e Walton, 1991; Barta et al., 1990;
Okigbo et al., 1984 citados por Rodrigues, 1998b).

Os detectores manuais da CE sdo mais baratos e, como sé@o portateis, podem ser
utilizados em diferentes estabulos sendo considerados, equipamentos suficientemente
eficazes para detectar leite anormal e serem utilizados como alternativa ao TCM
(Rodrigues, 1998b).

No entanto, os resultados encontrados no trabalho realizado por Nascif Junior et al.
(2006) sobre a sensibilidade e especificidade do TCM e da CE do leite de vacas durante
a lactagdo, sugerem que alterag@es fisiolégicas que ocorrem no inicio e fim da lactagéo

podem interferir significativamente na interpretacdo dos resultados da TCM e CE. Este
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problema pode ser minimizado pelo uso de ambos os testes, uma vez que se baseiam
em tipos diferentes de resposta inflamatoria e, deste modo, os resultados obtidos podem
ser mais fiaveis e melhor utilizados na tomada de decisdo sobre as medidas sanitarias
aplicadas ao efectivo (Nascif Junior et al., 2006). Ambos sdo rdpidos e fornecem, ao

produtor, informacgé&o imediata sobre a qualidade do leite (Rodrigues, 1998b).

2.2.2.2 Medigdo da condutividade eléctrica no labor  atério

A CE determinada por um condutivimetro consiste na capacidade de uma solucao
conduzir uma corrente eléctrica entre dois eléctrodos e é medida em miliSiemens (mS)
(Norberg, 2005 e Rodrigues, 1998b). Este equipamento pode ser uma ferramenta util,
mas 0 seu uso na rotina da sala de ordenha é pouco provavel (Hillerton e Walton, 1991).

As concentracdes dos ibes (catibes e anides) como Na+, K+ e CI” do leite sdo os
principais determinantes da CE do leite (Norberg, 2005 e Rodrigues, 1998b). Em
condi¢cdes normais, estes ides transportados pelas células da glandula mamaria a partir
do sangue (Santos, 2005), apresentam valores que oscilam entre 4,61 e 4,92 mS/cm
para a CE no leite de vaca (Ferreira, 2007; Gonzéalez, 2001) e 4,0 a 5,0 mS/cm no leite
normal a 25°C (Wong, 1988 citado por Norberg, 2005). Quando medida directamente, a
CE tera valores mais elevados devido a temperatura do leite (38°C) (Norberg, 2005).

Segundo Rodrigues, (1998b) citando Nielen et al. (1992), existe uma relagdo linear
positiva entre o0 aumento da temperatura das amostras de leite e 0 aumento da CE (0,113
mS/ °C) entre os 15 e os 40°C.

Quando a vaca apresenta mamite ocorre aumento das concentracdes de Na+ e CI”
no leite, o que tem como consequéncia o aumento da CE (Norberg, 2005).

Norberg (2005) refere que Norberg et al., (2004) encontraram valores médios de CE
em mS para casos subclinicos e clinicos de mamite 5,75 (+0,04) e 6,73 (x0,06) mS/cm
(p<0,001), respectivamente, enquanto que para vacas sadias a CE do leite encontrada foi
5,3 (#0,03) mS/cm. No entanto, Santos (2005) refere que a CE apresenta algumas

limitagdes, pois existe variagdo normal individual entre vacas. Segundo Norberg (2005)
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as infec¢bes causadas por diferentes bactérias podem causar diferentes alteragcdes ao
nivel do aumento da CE. Hillerton e Walton (1991) encontraram para o leite de vacas com
infeccdo subclinica por Staphylococcus aureus uma condutividade do leite elevada (7,1 a
7,5 mS/cm), mas o leite de vacas com infec¢Bes subclinicas por Streptococcus uberis
nao evidenciaram acentuado aumento da condutividade (5,3 a 5,6 mS/cm). Estes autores
referem que as infec¢des por Streptococcus uberis foram detectadas em 50% dos casos,
verificando-se um aumento ligeiro da CE do leite duas ordenhas antes do aparecimento
dos sinais visiveis da mamite.

Além da mamite, outros factores podem influenciar a CE, entre os quais se
destacam a raga, numero de partos, estadgio de lactacdo, intervalo entre ordenhas e a
composicdo do leite (Norberg, 2005). O estro, as alteracdes ao regime alimentar (ex.
afastamento brusco das vacas da pastagem de primavera) a ingestao de silagens de ma
qualidade, a febre do leite e a aplicagdo de antibi6ticos intramamarios entre quartos nao
afectados com mamite, afectam a CE do leite produzido pelos bovinos. Também a
utilizacdo de oxitocina altera a composi¢cdo do leite de forma semelhante a do
aparecimento de mamites (Nielen et al., 1992 citado por Rodrigues, 1998).

Santos (2005) refere que ao longo da lactacdo ocorre uma diminui¢do da CE nas
primeiras semanas aumentando gradualmente na restante lactacdo, seguindo a curva da
CE o mesmo padrdo da curva de CCS, visto que a prevaléncia de mamites tende a
aumentar com o avanco da lactacéo.

Para quartos infectados com Staphylococcus aureus, Norberg (2005) registou um
aumento em média de 5,8 (mS) na primeira lactagdo para 7,5 mS nas lactacOes
posteriores. Sheldrake et al. (1983) citados por Rodrigues, (1998b), encontraram valores
gue variam entre 4,5, 5,8 e 6,5 mS/cm, respectivamente, para leites com uma contagem
média de células somaticas de 158.000, 200.00 e 251.000. Também a diferenca entre a
CE do leite obtido nas ordenhas da manhd e da tarde é mais evidente em leites
provenientes de quartos mamiticos (Puckett 1984 citado por Nielen et al., 1992; citados

por Rodrigues, 1998).
17




A condutividade eléctrica do leite na avaliagcao da sanidade do Ubere de vacas leiteiras

2.2.3 Testes bacteriolégicos

A bacteriologia € um recurso de maior importancia, tanto para o tratamento de
mamites clinicas como para a caracterizagédo epidemiologica da situagdo da exploracdo
(Ribeiro, 1996).

A andlise microbiolégica tem como objectivo a identificacdo do agente etioldgico
mediante a cultura e posterior prova de sensibilidade a antibiéticos (antibiograma).
Devido ao seu alto custo, a sua utilizagdo deve-se restringir aos casos de mamites
clinicas, crénicas, suspeita de microrganismos pouco habituais ou estudos experimentais
(Mota, 2008). Além disso, os testes bacteriolégicos nem sempre sédo fiaveis ja que o
sucesso da cultura varia, dependendo do tipo de microrganismo, metodologia da colheita
e procedimentos laboratoriais (Pyoralla, 2003 citado por Della Libera et al., 2009). Nestes
casos, € da maior importancia que se faga uma colheita asséptica para obter um bom
resultado, tanto na identificacdo de agentes como no antibiograma, uma vez que, O
conhecimento dos agentes envolvidos numa mamite contribui para a decisédo do clinico

relativamente a terapia a utilizar e para o prognéstico da situagdo (Ribeiro, 1996).

2.3 Alteracbes da composicao e caracteristicas fisi  co-quimicas do leite

A gqualidade do leite in natura é influenciada por muitas varidveis, entre as quais se
destacam factores zootécnicos associados ao maneio, alimentacdo, potencial genético
dos rebanhos e factores relacionados a obtencdo e armazenamento do leite. Uma das
causas que exerce influéncia extremamente prejudicial sobre a composicdo e as
caracteristicas fisico-quimicas do leite € a mamite, acompanhada por um aumento na
CCS no leite (Mdller, 2002). Consequentemente, a composi¢cao do leite, a actividade
enzimatica, o tempo de coagulacdo, a produtividade e a qualidade dos derivados lacteos,
sdo influenciados negativamente (Muller, 2002 citando Kitchen, 1981). Além disso, a
baixa qualidade do leite para consumo acarreta sérios problemas para a saude publica

(Ribeiro Junior et al., 2008).
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Além do aumento do numero de células, a mamite provoca alteracbes nas
concentracdes tanto dos componentes principais do leite (proteina, gordura, lactose e
solidos totais) como nos minerais e enzimas (Silva, 2005 e Miuller, 2002), podendo estas

alteracOes ser observadas na Quadro 1.

Quadro 1. Efeito da mamite subclinica sobre os componentes do leite

Componentes do leite Leite Normal (%) Leite com altas CCS
Solidos totais isentos de gordura 8,9 8,8
Gordura 3,5 3,2
Lactose 4,9 4,4
Proteina total 3,6 3,5
Caseina 2,8 2,3
Proteinas do soro 0,8 1,3
Imunoglobulinas 0,1 0,6
Albumina sérica 0,02 0,07
Sadio 0,06 0,1
Cloreto 0,09 0,15
Potassio 0,17 0,16
Célcio 0,12 0,04

Adaptado de Silva (2005)

A inflamacédo da glandula mamaria reduz a sintese de gordura, caseina e lactose,
reduz os teores médios de célcio e potassio e aumenta a passagem do sangue para 0
leite das proteinas do soro, das albuminas, do sddio e do cloro (Durr et. al., 2001) devido
a uma deterioracdo das células secretoras e a uma acumulacao do leite na mama, o que
se deve a oclusdo de certos canais secretores. Estas deterioracbes tém por
consequéncia a diminuicdo da capacidade de sintese e o aumento da permeabilidade
dos tecidos doentes, o que origina uma reabsorcdo da lactose e a infiltracdo de soro
sanguineo (contribuicdo de proteinas do sangue) (Mathieu, 1985).

Quanto mais grave € a infec¢do, mais a composi¢cdo do leite se aproxima da
composi¢cdo do plasma sanguineo. A mama lesada comporta-se como um 6Orgao de

eliminacdo; diminuem as moléculas elaboradas e aumentam as moléculas filtradas
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(Mathieu, 1985). Assim, as mudancas na composi¢cédo do leite e a extensdo do aumento
da CCS estédo directamente relacionadas com a superficie do tecido mamario atingido
pela reaccado inflamatoria, existindo uma relagéo directa entre a CCS e a concentra¢do
dos componentes do leite (Schéellibaum, 2000 citado por Miuller, 2002), podendo ser

observadas estas alteracdes na Quadro 2.

Quadro 2. Mudangas na composicdo do leite associadas a elevada contagem de células
sométicas

Componente do leite CCS x103 cel/ml Alteracédo e motivo
<100 < 250 500-1.000 > 1.000

Lactose 4,90 4,74 4,60 4,21 Redugéao (g/100 ml)
Caseina (total) 2.81 2.79 2.65 2.25

Gordura 3,74 3,60 3,51 313 Reducdo da sintese
Proteinas séricas (total) 0,81 0,82 1,10 1,31

Soro-albuminas 0,02 0,15 0,23 0,35

Imunoglobulinas 0,12 0,14 0,26 0,51 Passag:::zns;rtir ”
Cloro 0,091 0,096 0,121 0,147 sangue

Sodio 0,057 0,062 0,091 0,105

Potéssio 0,173 0,180 0,135 0,157

pH 6.6 6,6 6,8 6,9

Adaptado de Miiller (2002)

Normalmente, existe tendéncia de reducdo na concentracdo de gordura a medida
gue aumentava a CCS. Nos casos em que a producéo de leite diminuiu numa proporgao
maior do que a sintese da gordura, a percentagem de gordura aumenta em animais com
altas CCS em funcéo do efeito da concentragéo (Kitchen, 1981; Harmon, 1994; Pereira et
al., 1999; Schéellibaum, 2000 citados por Miiller, 2002).

Lima et al. (2006) referem que num estudo realizado por Picinin (2003) em 31
propriedades leiteiras na Regido Metropolitana de Belo Horizonte, foi demonstrado que
guanto maior a CCS, menores os teores da gordura e sdlidos totais do leite. No entanto,
no estudo realizado por Lima et al. (2006) sobre a qualidade do leite em 13 propriedades

rurais do estado de Pernambuco, houve aumentos no teor de gordura a medida que a
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CCS aumentava, diferindo assim dos resultados encontrados por Picinin (2003). Lima et
al. (2006), constataram que os solidos totais aumentaram a medida que a concentracéo
de células somaticas aumentava até valores médios de 750.000 cel/ml, diminuindo
depois no intervalo entre 751.000 a 1.000.000 cel/ml.

A mamite, acompanhada de altas CCS, est4d associada a diminuicdo da
concentracdo de lactose no leite (Kitchen, 1981; Harmon, 1994; Pereira et al., 1999;
Schaellibaum, 2000 citados por Miiller, 2002). A lactose é sintetizada pelo aparelho de
Golgi das células epiteliais secretoras dos alvéolos mamarios. A mamite causa danos
neste tecido e altera os sistemas enzimaticos nas células secretoras, tendo como
consequéncia a diminuicdo da biossintese deste constituinte (Lima et al., 2006).

Segundo Kitchen (1981) citado por Lima et al. (2006), niveis de lactose inferiores a
4,69 e 4,75% podem ser indicativos de mamite no efectivo.

Em relacdo as proteinas ocorre uma reducdo das que sao sintetizadas na glandula
mamaria (a e B caseina, a-lactoalbumina e B-lactoglobulina) e um aumento nas de origem
sanguinea (soro-albumina e imunoglobulinas), em virtude do aumento de permeabilidade
vascular secundario ao processo inflamatério (Kitchen, 1981 citado por Miiller, 2002). A
proteina total do leite tem pouca variagdo, mas a concentracdo de cada tipo de proteina
varia acentuadamente (Muller, 2002). Segundo Lima et al. (2006) a concentracdo da
proteina total (PT) no leite com alta CCS permanece inalterada ou sofre pequenas
alteracbes. No entanto, Schmidt (1974) refere que modificacbes do contetudo proteico
aparecem gquando surgem os sinais clinicos graves de mamite.

Vale a pena salientar que as reduc¢fes de caseina, lactose e gordura comprometem
directamente o rendimento industrial, principalmente em relagédo a fabricacdo de queijos,
chegando a uma diminuicdo de 5% na produgéo (Lima et al., 2006). Santos e Fonseca
(2001) referem que uma diminuicdo em 0,5% de sélidos totais ou 0,1 % em proteinas
pode significar perdas de até 5 toneladas de leite em pd ou 2,2 toneladas de queijo,
respectivamente, por cada milh&o de litros de leite processado. Além de interferir no valor

pago por litro de leite, uma vez que Vvarios destes parametros sdo utilizados para
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beneficiar o produtor no sistema de pagamento por qualidade, todos estes factores
interferem, directamente, na qualidade do produto final, diminuindo assim o seu valor
nutritivo (Lima et al., 2006).

Entre as caracteristicas fisico-quimicas do leite, as alteracdes mais pronunciadas
ocorrem em termos de condutividade eléctrica e pH. A condutividade eléctrica apresenta-
se aumentada no leite com mamite, em fungcéo da elevada concentracdo dos ibes Na+ e
CI” (Silva, 2005). O potéassio, mineral predominante no leite, decresce devido ao dano
celular, enquanto ha uma elevagéo nos niveis de sodio e cloro que passa do sangue para
o leite (Kitchen, 1981; Harmon, 1994; Pereira et al., 1999; Schaellibaum, 2000 citados por
Muller, 2002). Outros iBes como o célcio, o fésforo e o0 magnésio nédo interferem com a
CE do leite, encontrando-se ligados as caseinas (Rodrigues, 1998b).

Além das mamites, outros factores podem provocar alteragées no conteudo do leite
em ides, influenciando de forma determinante a sua CE (Rodrigues, 1998b). Os vérios
factores referidos na bibliografia, que poderdo ou ndo estar associados a mamites, vao
desde a variacdo entre animais (Rossing et al., 1987; Okigbo et al., 1984, citados por
Rodrigues, 1998), passando por variacies ao longo da lactacdo ou entre lactacOes
(Rossing et al., 1987; Sheldrake et al., 1983 citados por Rodrigues, 1998b).

Considerando que a gordura € ma condutora o aumento da fraccéo lipidica do leite
tem um efeito inibidor na CE devido ndo s6 a reducgdo do volume total do meio condutor
mas também devido ao obstaculo fisico que os glébulos de gordura sdo, a migracao dos
ibes (Rodrigues, 1998b citando Nielen et al., 1992).

A concentragdo de ides hidrogénio, ou pH, tem grande importancia na tecnologia do
leite, pois todos os fendmenos fermentativos, processos de formacdo de manteiga,
precipitacdo de proteinas e o resultado da pasteurizacdo, dependem do pH do leite
(Ferreira, 2007).

No leite normal, o pH apresenta uma faixa de variagdo entre 6,6 e 6,8 (Ferreira,
2007; Santos e Fonseca, 2001; Silva, 1997), com média de 6,7 a 20°C ou 6,6 a 25°C

(Ferreira, 2007 citando Pereira, 2001; Silva, 1997). O leite mamitico pode atingir o valor
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7,0 (Fonseca e Santos, 2000 citados por Silva, 2005). Esse aumento deve-se ao aumento
da permeabilidade vascular que leva a uma maior passagem de bicarbonato do sangue
para o leite (Silva, 2005). O leite contendo compostos com caracteristicas basicas, tera
um pH>7,0 (Goursaud, 1985), podendo atingir pH 7,5 (Silva, 1997).

Se 0 pH<6,5, o leite é acido (Goursaud, 1985) apresentara consideravel efeito
tampéo especialmente com pH entre 5,0 e 6,0 devido a presenca de dioxido de carbono,
proteinas, citratos, lactatos e fosfatos (Silva, 1997).

As enzimas contidas no leite como a peroxidase e a catalase aumentam nos
processos inflamatoérios e a sua elevacao é usada nos métodos diagnosticos de mamites
(Gonzélez, 2001).

Considerando a monitorizagdo da composicdo do leite como um elemento
importante na prevencao e diagndstico das alteracdes que afectam a producéo leiteira e
rentabilidade desse sector primario na economia (Barros, 2001), os meios de diagnéstico
laboratorial sdo um instrumento indispenséavel para conhecer e caracterizar quer o estado
individual da vaca quer a situagdo da exploracdo de forma adequada e precisa (Ribeiro,
1996). No entanto, devido a grande variabilidade existente na composicdo do leite, as
andlises para a sua determinacdo devem ser precisas o suficiente para ndo confundir a
interpretacdo dos resultados, rapidas o suficiente para permitir que se relacione o0s
resultados com as condi¢Bes ainda vigentes no rebanho e baratas o suficiente para se

tornarem parte da rotina dos rebanhos leiteiros (Durr et al., 2001).
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3. Material e métodos

3.1 Objectivo do trabalho

N

Com o objectivo de proceder a avaliacdo da sanidade do Ubere de vacas em
lactacdo foram realizados testes de estdbulo, como métodos auxiliares para a deteccéo
precoce da mamite subclinica bovina, a condutividade eléctrica (CE), utilizando um
medidor manual, e o Teste Californiano de Mamites (TCM).

Efectuaram-se, posteriormente, provas complementares em laboratério, para
determinacdo da contagem de células somaticas (CCS) e avaliacdo das caracteristicas
fisico-quimicas e bioquimicas de amostras de leite colhidas por quarto maméario, das
vacas controladas. Para o efeito, procedeu-se a determinacdo dos valores do pH e
electrocondutividade do leite e realizaram-se analises referentes aos teores de lactose
(TL), proteina (TP), gordura (TG), solidos totais (ST) e sélidos totais isentos de gordura

(SNF).

3.2. Exploragdes

Durante a realiza¢do do estudo foram visitadas trés exploracdes de bovinos de leite,
localizadas no distrito de Castelo Branco (Orjais - concelho da Covilhd, 55 vacas em
lactacdo; Ladoeiro - concelho de Idanha-a-Nova, 490 vacas em lactacdo; ESACB —
concelho de Castelo Branco, 18 vacas em lacta¢ao). Todas utilizam a ordenha mecéanica

com a realizacdo do pré e pés “dipping”.

3.3. Amostragem / Animais

Foram utilizadas 44 vacas Holstein Frisia, perfazendo um total de 176 quartos
mamarios. As vacas em lactacdo e submetidas a duas ordenhas diarias apresentavam
diferentes idades, estagios de lactacdo e com excepc¢do das vacas da ESACB mantidas

em regime semi-estabulacéo, todas as outras estavam estabuladas as 24 horas.
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Nas duas exploracdes, de média e grande dimensdo, os animais foram
seleccionados por apresentarem episodios recorrentes de mamite. Na ESACB todas as
vacas lactantes do efectivo bovino foram controladas.

As vacas foram submetidas a testes de campo, condutividade eléctrica (CE) e Teste
Californiano de Mamites (TCM) por quarto mamario, imediatamente antes da ordenha.

As amostras de leite colhidas nos mesmos quartos mamarios foram utilizadas para
realizacdo de provas complementares, em laboratorio.

As vacas foram ordenhadas, posteriormente, seguindo a rotina de cada exploragéo.

No final, procedemos ao registo da producdo de leite da ordenha. Recorremos
ainda a dados ja existentes nas exploracGes, acerca dos animais testados, como é o

caso dos dias de lactacdo e CCS do ubere do ultimo contraste.

3.4 Testes realizados na sala de ordenha - testesd e campo
3.4.1 Condutividade eléctrica com detector portatil

A CE por quarto foi determinada através de um medidor portatil (InterAg — Effective
Agricultural Systems, Nova Zelandia) (Figura 1), orientando-se 0s primeiros jactos de leite
directamente para o copo de teste do medidor até este ficar cheio. Seguidamente, foi
realizada a leitura por observacdo do mostrador luminoso colocado por baixo do copo do
teste, cujas luzes acesas so6 verde, s6 vermelho ou verde e vermelho, foram de imediato
registadas numa folha de papel. Segundo Rodrigues (1998b), considera-se como sadio o
quarto mamario que evidencia no mostrador luminoso a luz verde, sugerindo uma CE do
leite baixa (baixo conteudo de electrdlitos do leite). A luz verde e a luz vermelha acesas
em simultdneo no mostrador luminoso, indicam que a CE do leite apresenta um valor
médio, sugerindo um quarto mamario sem mamite quando em nenhum dos outros
quartos do Ubere da mesma vaca, aparece a luz verde.

A mamite é identificada quando surge no mostrador luminoso a luz vermelha o que

significa que o leite do quarto mamario testado tem uma CE muito elevada, ou quando
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aparecem as luzes verde e vermelha acesas em simultdneo e em nenhum dos quartos

vizinhos aparece a luz verde acesa (Rodrigues, 1998b).

Copo de teste

Indicador
luminoso

-+— |nterruptor

Pilha
oV

Tampa do
detector

Figura 1. Esquema do detector portatil de mamites - condutivimetro (Rodrigues, 1998b)

3.4.2 Teste Californiano de Mamites (TCM)

Em seguida foi realizado o TCM ao leite dos quartos das mesmas vacas. Procedeu-
se a observacao da reaccdo do leite com o reagente liquido para Test de Mamitis, Violet,
distribuido por INSVET, S.A. Os resultados da mistura foram registados conforme a
grelha de classificacdo de Ribeiro e Madeira (1996): 0 (negativo - um precipitado ligeiro
gue desaparece com 0s movimentos circulares), 1 (suspeito de infec¢céo - um precipitado
distinto mas ndo ha formacdo de gel com os movimentos circulares), 2 (infeccdo - a
mistura torna-se espessa e com vestigios de gel) e 3 (infec¢do - gelatinizacdo distinta,

com formacéo de gel espesso aderente ao receptaculo da raquete).

3.5 Colheita de amostras

Dos quartos mamarios positivos e negativos ao TCM, foram colhidas amostras de
leite para dois frascos identificados com o numero do animal e respectivo quarto, sendo
um para medicao da CE do leite e pH no laboratério e posterior anélise da composi¢ao do

leite, e o0 outro para a CCS.
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As amostras foram acondicionadas em caixa isotérmica refrigeradas, com
termoacumuladores e imediatamente transportadas para o laboratorio de Nutricdo e

Alimentacdo Animal da ESACB onde permaneceram no frigorifico até serem analisadas.

3.6. Testes realizados em laboratério - provas comp lementares (Exames
fisico-quimicos, bioquimicos e celulares do leite)

As medi¢cbes do pH em potenciometro (Modelo Crison Microph 2002), da
electrocondutividade do leite no condutivimetro (Modelo Cond 315e/SET) e a
determinagdo dos paradmetros bioquimicos da composicéo do leite (ST, TB, TP, TL e
SNF) no Milko-Scan®, foram efectuadas nos laboratérios da ESACB.

As contagens de células sométicas (CCS), determinadas pelo Método Fluoro-opto-
electronico no aparelho Fossomatic®, foram realizadas no Laboratorio de Qualidade

Alimentar da DRAP Centro, localizado em Alcains.

3.7. Andlise estatistica

Todos os resultados obtidos por quarto e por Ubere foram analisados com o
programa informatico SPSS Statistics 17.0. Foi calculada a média, o desvio padréo e
foram feitas analises de varidncia entre tratamentos (p<0,05). Sempre que foram
detectadas diferencas estatisticamente significativas, foi utilizado o teste Tukey como
teste de comparagbes mdultiplas. Entre alguns dos parametros analisados, foram
determinados os coeficientes de correlacdo de Pearson considerando valores de p<0,001

a <0,05 significativos (Steel e Torrie, 1980).
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4. Resultados e discusséo

O leite tem a sua composicdo e qualidade alteradas quando proveniente de vacas
com mamite subclinica, com intensidade que depende da resposta inflamatéria do
animal, dos factores de viruléncia do agente etiolégico da doenca e da extensao do tecido
afectado (Zafalon et al., 2005).

A deteccdo precoce da mamite pode reduzir as consequéncias negativas para a
vaca e as perdas de producdo, assumindo elevada importancia na procura da melhor
gualidade do leite (Mol e Ouweltjes, 2002).

Os testes de diagndstico de mamites podem ser realizados na exploragéo (testes de
campo) ou em laboratorio. Os testes de campo sdo mais simples e podem ser realizados
diariamente no momento da ordenha (Ribeiro Junior, et al., 2008; Teixeira et al., 2008).
No entanto, os métodos de diagndstico mais precisos nem sempre podem ser
executados, considerando as dificuldades inerentes a rotina de campo e seu alto custo
(Ribeiro Janior, et al., 2008). Segundo Teixeira et al., (2008) as provas laboratoriais
aumentam a certeza de que estamos perante um problema de mamites complementando

a habitual e tradicional inspeccéo e palpacgéo do Ubere.

4.1 Avaliagdo das caracteristicas fisico-quimicas e celulares do leite por
guarto

No trabalho por nés realizado a CE do leite, determinada pela concentragdo ionica,
guando medida na sala de ordenha com o aparelho portéatil revelou que, 55 dos quartos
estudados (31,3%) estavam sadios, correspondendo a quartos com uma CE do leite
baixa (baixo contetdo de electrdlitos do leite) (Rodrigues, 1998b) (Quadro 3). Obtivemos
uma percentagem mais elevada, 47,7% do total de quartos estudados, quando a luz
verde e a luz vermelha apareceram acesas em simultdneo no mostrador luminoso,
indicando para a CE do leite um valor médio (Rodrigues, 1998b). No entanto, a

percentagem mais baixa (21,0%) foi registada quando surgiu no mostrador luminoso a luz
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vermelha, o que significa que o leite do quarto mamaério testado tinha uma CE muito

elevada, identificando o quarto com mamite (Rodrigues, 1998b).

Quadro 3. Resultados das determinacdes da condutividade eléctrica (CE), pH e contagens de
células sométicas (CCS) do leite obtidos por quartos, em fungéo da classificagdo por classes com
indicacdo de cores da CE medida com o aparelho portatil na sala de ordenha (V - verde; VE -
verde/encarnado; E - encarnado). Valores expressos em termos médios e + desvio padrao.

CE (portatil CE pH CCS
N° de amostras % (mS/cm) (cel/ml)
v 55 31,3 5112+0,366 6,64 >+0,101 37.218,18
VE 84 47,7 5312+0,362 6,62°+0,111  200.869,05 °
E 37 21,0 561°+0,800 6,75°+0,128 1.098.676,68 "
176 100 5,31+ 0,516 6,66 + 0,121 338.472,59

(a), (b), (c) - notagdes diferentes na mesma coluna significam p<0,05.

A CE do leite de cada quarto, determinada em laboratério no condutivimetro,
apresentou valores médios 5,11 mS/cm (+0,366), 5,31 mS/cm (+0,362) e 5,61 mS/cm
(£0,800), em funcgéo dos resultados obtidos na sala de ordenha com o aparelho portatil:
luz verde (V), luzes verde/encarnada (VE) e luz encarnada (E), respectivamente. Da
andlise comparativa destes resultados, constatamos que o valor médio correspondente
ao E (5,61 mS/cm #0,800) foi significativamente maior do que para 0s quartos que
apresentaram uma baixa e média CE do leite (p<0,05).

As concentracdes dos ibes (catibes e anides) como Na+, K+ e CI” do leite sdo os
principais determinantes da CE do leite (Norberg, 2005; Rodrigues, 1998b). Em
condi¢cdes normais, estes ides transportados pelas células da glandula mamaria a partir
do sangue (Santos, 2005), ocorrem em diferentes concentragdes no leite, originando
valores de CE no leite normal a 25°C que oscilam entre 4,61 e 4,92 mS/cm (Ferreira,
2007; Gonzélez, 2001) e 4,0 a 5,0 mS/cm (Wong, 1988 citado por Norberg, 2005).
Quando medida directamente, a CE apresenta valores mais elevados devido a

temperatura do leite (38°C) (Norberg, 2005).
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Segundo Rodrigues, (1998b) citando Nielen et al., (1992), existe uma relagéo linear
positiva entre o0 aumento da temperatura das amostras do leite e o aumento da CE (0,113
mS/ °C) entre os 15 e os 40°C. O condutivimetro de laboratorio utilizado neste trabalho
faz automaticamente a correccao para a temperatura da solucéo.

Quando a vaca apresenta mamite, ocorre aumento das concentracdes de Na+ e CI”
no leite, o que tem como consequéncia o aumento da CE (Norberg, 2005).

Norberg (2005) refere que Norberg et al., (2004) encontraram valores médios de CE
em mS para casos subclinicos e clinicos de mamite 5,75 (+0,04) e 6,73 (x0,06)
(p<0,001), respectivamente, enquanto que para vacas sadias a CE do leite encontrada foi
5,3 (£0,03).

No entanto, Santos (2005) refere que a CE apresenta algumas limitagbes, pois
existe variacdo normal individual entre vacas. Norberg (2005) relata ainda que as
infec¢cBes causadas por diferentes bactérias podem provocar diferentes alteragfes ao
nivel do aumento da CE. Hillerton e Walton (1991) encontraram para o leite de vacas com
infeccdo subclinica por Staphylococcus aureus, uma condutividade do leite elevada (7,1 a
7,5 mS/cm), mas para o leite de vacas com infecgBes subclinicas por Streptococcus
uberis a condutividade do leite (5,3 a 5,6 mS/cm), n&o evidenciou aumento.

Relativamente aos valores de CE (mS/cm) e CCS, estes foram menores nas
amostras de leite de quartos sadios (V), aumentando gradualmente a medida que surge
no aparelho portatil a indicagdo das cores verde/encarnado (VE) e encarnado (E)
(Quadro 3). Foi observado que a CE e a CCS do leite aumentaram de forma directamente
proporcional a correspondente variacdo de cores do aparelho de CE portétil, o que esta
de acordo com a bibliografia consultada. Teixeira et al. (2008) referem que, o0 aumento da
CE do leite € directamente proporcional ao aumento da inflamag&o do Ubere e das CCS.
Quando a vaca apresenta mamite ocorre aumento das concentracdes de Na+ e CI™ no
leite, 0 que tem como consequéncia o aumento da CE (Santos, 2005).

Sheldrake et al. (1983) encontraram valores que variaram entre 4,5, 5,8 e 6,5

mS/cm, respectivamente, para leite com CCS de 158000, 200000 e 251000 cel/ml. Com
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excepcgdo do valor intermédio, os valores extremos sdo bastante diferentes dos valores
por nos determinados.

Quanto ao pH as médias encontradas foram 6,64 (+ 0,101), 6,62 (+ 0,111) e 6,75 (+
0,128) em funcéo dos resultados da CE obtidos na sala de ordenha: luz verde (V), luzes
verde/encarnada (VE) e luz encarnada (E), respectivamente. Contudo, os valores médios
correspondentes ao VE foram menores que os outros dois, sendo o valor de pH
determinado para o E significativamente mais elevado (p<0,05).

Observou-se que os valores de pH determinados neste trabalho (para luz V e VE)
foram idénticos aos valores encontrados por varios autores, que apresentaram valores de
pH no leite de vacas sadias entre 6,6 a 6,8 e no leite mamitico 7,0 (Ferreira, 2007;
Fonseca e Santos, 2000 citados por Silva, 2005; Santos e Fonseca, 2001; Silva, 1997)
podendo o pH atingir 7,5 no leite com caracteristicas basicas (Silva, 1997). No entanto,
uma analise da literatura evidenciou que os valores do pH do leite podem, também, sofrer
a influéncia da temperatura (Ferreira, 2007 citando Pereira, 2001; Silva, 1997).

A CCS, sendo uma expressao directa da severidade do processo inflamatério, é um
pardmetro vantajoso para avaliar a relacdo entre as infec¢bes intramamarias e as
alteracdes na composicéo do leite (Zecconi, 1995 citado por Tavares, 2003). Sdo aceites
como a medida padréo internacional da qualidade do leite (Harmon, 1998 e 2001), quer
de um quarto, de uma vaca (amostra composta) ou de um efectivo (Domingues, et al.,
2001).

A presenca de células sométicas, inicialmente avaliada pelo Teste Californiano de
Mamites (TCM), revelou-se positiva em apenas 23,9% dos quartos estudados. Do total de
amostras submetidas a este teste 76,1% ndo apresentaram reacgao positiva para

mamite. As restantes foram positivas em graus variados (Quadros 4 e 5).
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Quadro 4. Resultados observados pela aplicacdo do Teste Californiano de Mamites (TCM) e
valores médios da CCS do leite por quarto

TCM CCS (cel/ml)
N° de amostras % (valores médios)
0 134 76,1% 47.239
1(+) 9 5,1% 234.000
2 (+4) 12 6,8% 783.083
3 (+++) 21 11,9% 1.987.524
Total 176 100

Quadro 5. Percentagem de casos positivos e negativos detectados pelo Teste Californiano de
Mamites (TCM) por quarto

TCM N° de amostras %
Negativos 134 76,1
Positivos 42 23,9

Total 176 100

Considerando que o TCM tem por base a estimativa do conteudo de células
somaticas (células epiteliais e leucocitos) presentes no leite, onde sdo estabelecidas
classificagbes referentes ao grau de inflamacdo da mama, € um teste interpretado

subjectivamente devendo ser cautelosamente avaliado.

Os resultados obtidos neste trabalho relativos as amostras de leite por quarto,
relacionando os graus do TCM com os valores médios de CCS, constam no Quadro 4.
Para um TCM 0 obtido na sala de ordenha correspondeu uma CCS de 47.239 cel/ml e
para os TCM 1(+), 2(++) e 3(+++) corresponderam, respectivamente, 234.000, 783.083 e
1.987.524 cel/ml de leite.

Ao determinarmos o coeficiente de correlacdo de Pearson, verificamos que a
variacdo de CCS estd positivamente correlacionada com os graus de TCM (r=0,654;
p<0,001) (Quadro 8).

A CCS é um bom indicador da existéncia de uma infec¢@o intramamaria, quanto
maior a CCS maior é a probabilidade de que a vaca esteja contaminada. De uma maneira

objectiva, o leite com baixa CCS evidencia a boa saude do Ubere e, consequentemente, a
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boa qualidade do leite produzido (Santos, 2005). O leite de um quarto infectado
apresenta CCS geralmente superiores a 200.000 cel/ml, indicando a ocorréncia de
mamite subclinica (Santos e Fonseca, 2007 citados por Colla et al., s/d). A maioria dos
autores consideram como limite aceitavel 200.000 cel/ml para separar vacas nao
infectadas das infectadas (Tavares, 2003 citando Leslie, 1996). Acima dos 200.000 cel/ml
os valores sdo considerados anormais podendo indicar uma inflamacdo no Ubere
(Harmon, 1998 e 2001; Evangelista, 1999; Cerqueira e Ribeiro, 1997; Ribeiro, 1996).
Para o controle de leite cru ao nivel da recolha a Direcgéo de Servigos de Higiene Publica
Veterinaria estabelece para a CCS (por ml), no leite de vaca, o valor 400.000 (Oficio-
Circular n® 51 /DIS de 04/07/2007 - Anexo 6).

Com base nesta informacéo, foi elaborado o Quadro 6 no qual obtivemos os

seguintes resultados.

Quadro 6. Médias e percentagem de células somaticas do leite por quarto e seus
correspondentes intervalos de CCS (cel/ml)

CCS x103 cel/ml N° de amostras CCS (cel/ml) %
(valores médios)

< 200 140 35.936 79,6

201 a 400 11 311,636 6,3

> 400 25 2.044.480 14,1

Total 176 338.472 100

Da contagem electrénica das células sométicas do leite por quarto, observamos,
neste estudo, minimos de 1.000 cel/ml de leite a valores maximos de 7.540.000 cel/ml. A
média geral para a CCS obtida foi de 338.472 cel/ml, levando-se em considera¢do que
dos 176 quartos mamarios, 36 apresentaram valores superiores a 200.000 cel/ml dos

quais 25 quartos correspondem a valores superiores a 400.000 cel/ml (Quadro 6).
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4.2 Avaliagdo da repercussdo da condutividade eléct  rica nos constituintes
bioquimicos do leite por quarto

Os resultados obtidos para os constituintes bioquimicos do leite (teores de lactose,
gordura, proteina e solidos totais) em funcdo da classificagdo da CE medida com o
aparelho portatil na sala de ordenha (V - verde; VE - verde/encarnado; E - encarnado)
sao apresentados no Quadro 7.
Quadro 7. Resultados dos teores de lactose, gordura, proteina e sélidos totais do leite dos quartos
distribuidos segundo a classificacdo da CE medida com o aparelho portatil na sala de ordenha (V -

verde; VE - verde/encarnado; E - encarnado). Valores expressos em termos meédios e + desvio
padréo.

CE Ne° de Lactose Gordura Proteina Sélidos Totais
(portatil) amostras
\Y 55 4,89°%+0,192 3,25 %+1,023 3,58 #+0,438 12,44+ 1,315
VE 83 4,75% £ 0,241 3,10 #+0,755 3,67 %£0,489 12,25 #+ 0,944
E 37 4,54"° +0,579 3,06 %+1,169 3,67 #£0,590 12,00 *+ 1,637
Total 175 4,75 + 0,352 3,14 £ 0,939 3,64 + 0,496 12,26 + 1,239

(a) e (b) - notagdes diferentes na mesma coluna significam p<0,05.

Em relacdo aos parametros bioquimicos do leite por quarto, a avaliacdo dos
resultados demonstrou que os teores de gordura, proteina e solidos totais néo
apresentaram diferencas estatisticamente significativas por influéncia dos resultados da
CE obtida na sala de ordenha (p>0,05). Para o teor de lactose observou-se que o maior
valor corresponde ao V (4,89% +0,192) da CE, sendo acentuado e gradual o decréscimo
dos valores médios ao passarmos de uma CE com indicagdo verde para
verde/encarnado (4,75% +0,241) e para encarnado (4,54% +0579) (p<0,05). Esta
situacao é confirmada quando relacionamos a lactose com as CE determinada na sala de
ordenha e no laboratério r=-0,349 (p<0,001) e r=-0,598 (p<0,001), respectivamente
(Quadro 8 e Figura 1).

Durante o quadro clinico de mamite, a lactose diminui devido & menor sintese

ocasionada pela destruicdo do tecido epitelial secretor, a perda de lactose da glandula
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para a corrente sanguinea, ao aumento da permeabilidade da membrana e a utilizagédo
da lactose pelos agentes patogénicos intramamarios (Prada e Silva, 2000 citados por
Colla et al., s/d).

No trabalho por nés realizado, obtivemos para a lactose valores médios similares
aos referidos por Silva (2005) citando Fonseca e Santos e Philpot e Nickerson (2002) que
apresentaram para a lactose do leite normal 4,9% e para o leite com altas CCS 4,4%.
Segundo Kitchen (1981) citado por Lima et al. (2006), niveis de lactose inferiores a 4,69 e
4,75% podem ser indicativos de mamite no efectivo leiteiro.

Relativamente ao decréscimo registado na percentagem de gordura do leite (3,25 +
1,023), (3,10 = 0,755) e (3,06 = 1,169) ao passarmos de uma CE com indicacdo verde
para verde/encarnado e para encarnado, as médias encontradas ndo ficaram entre os
valores considerados para o leite normal, 3,5% e para o leite com altas CCS 3,2% (Silva,
2005 citando Fonseca e Santos e Philpot e Nickerson, 2002). Porém, Colla et al. (s/d)
encontraram niveis de gordura que oscilam entre os valores 3,62 (+ 0,89) e 4,00 (+ 0,98).
Noro e Gonzalez, (2001) citados por Colla et al., (s/d) descrevem que a gordura sofre
maior influéncia que as outras frac¢des do leite pela nutricdo e condicbes ambientais.
Santos (2005) refere que o aumento do teor de gordura do leite reduz a CE, devido a sua
caracteristica de baixa condutividade dos glébulos de gordura.

Para a proteina bruta do leite observamos apenas o aumento da CE quando passou
do verde para verde/encarnado, sem alteracdo dos restantes valores. Porém, Miiller
(2002) refere que, embora a concentracdo de cada tipo de proteina varie
acentuadamente, a proteina total do leite tem pouca varia¢do. Segundo Lima et al. (2006)
a proteina total no leite com altas CCS permanece inalterada ou sofre pequenas
alteracdes. No entanto, modificacdes do conteudo proteico aparecem quando surgem 0s
sinais clinicos graves de mamite com diminuig&o da frac¢éo caseinica da proteina do leite
(Schmidt, 1974).

As reducdes observadas nos teores de sélidos totais e de gordura bruta do leite ao

passarmos de uma CE com indicagéo verde para verde/encarnado e para encarnado
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evidenciam que se trata de um leite com menor rendimento na transformacéo em queijo
ou iogurte ao passar de verde para encarnado. Esta situacdo coincide com o aumento da
CE do leite determinada no laboratorio e com a quantidade de células somaticas por ml
de leite (Quadro 3), o que esta de acordo com a bibliografia consultada. Varios autores
referem que, normalmente, existe tendéncia na redugéo da concentragdo de gordura a
medida que aumenta a CCS em fungdo do efeito da concentracdo (Kitchen, 1981;
Harmon, 1994; Pereira et al., 1999; Schaellibaum, 2000 citados por Miller, 2002).

Lima et al. (2006) refere que um estudo realizado por Picinin (2003), em 31
propriedades leiteiras na Regido Metropolitana de Belo Horizonte, demonstrou que
quanto maior for a CCS, menores os teores da gordura e solidos totais do leite. No
entanto, no estudo realizado por Lima et al. (2006) sobre a qualidade do leite em 13
propriedades rurais do estado de Pernambuco foi observado que houve aumentos no teor
de gordura a medida que a CCS aumentava, diferindo assim dos resultados encontrados
por Picinin (2003). Lima et al. (2006), constataram que os sélidos totais aumentaram a
medida que a concentracdo de células sométicas aumentava, ao considerar médias até

750.000 cel/ml, e diminuiram no intervalo entre 751.000 a 1.000.000 cel/ml.

4.3 Avaliagéo da correlagéo entre os constituintes do leite por quarto

No Quadro 8 sdo apresentados os coeficientes de correlacédo de Pearson (r) entre
as variaveis estudadas para o leite de cada quarto mamario.

Os elementos constituintes do leite, com representativo auxilio complementar ao
diagnostico de mamites, apresentaram correlagfes significativas, tanto positivas como

negativas.
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Quadro 8. Leite do quarto - coeficientes de correlagdo de Pearson entre os parametros:
condutividade eléctrica (CE), Teste Californiano de Mamites (TCM), contagens de células

somaticas (CCS), sdlidos totais (ST), lactose e pH.

TCM CE (mS/cm) | CCS (cel/ml) ST (%) Lactose (%) pH
CE r=0,612** | r=0,339** | r=0,377** | r=-0,124 | r=-0,349**| r=0,261**
(portatil) p = 0,000 p = 0,000 p = 0,000 p =0,101 p = 0,000 p = 0,000
TCM 1 r=20,247** | r=0,654** | r=-0,165*| r = - 0,365**| r = 0,430**
p = 0,001 p = 0,000 p = 0,029 p = 0,000 p = 0,000
CE 1 r=0,176* | r =-0,466**| r = - 0,598**| r=0,190*
(mS/cm) p = 0,019 p = 0,000 p = 0,000 p =0,011
CCs 1 r=-0,105 | r=-0,187*| r=0,319**
(cel/ml) p = 0,167 p = 0,013 p = 0,000
ST 1 r=0,144 | r=-0,261**
(%) p = 0,057 p = 0,000
Lactose 1 r=-0,214**
(%) p = 0,004

** Significativo p<0,001 e * Significativo p<0,05

As correlacdes positivas encontradas entre a condutividade eléctrica do leite de
cada quarto, determinada com o aparelho portétil, e os valores obtidos para 0 TCM (r=
0,612; p<0,001) e para a CCS (r=0,377; p<0,001) indica-nos que o equipamento portatil é
fivel para avaliar a sanidade do Ubere, 0 que estd em concordancia com o referido por
Rodrigues (1998b). Segundo este autor, os detectores manuais da CE s&o mais baratos
e, como séo portateis, podem ser utilizados em diferentes estabulos sendo considerados,
equipamentos suficientemente eficazes para detectar leite anormal e serem utilizados
como alternativa ao TCM.

Porém, os resultados encontrados no trabalho realizado por Nascif Junior et al.
(2006) sobre a sensibilidade e especificidade do TCM e da CE do leite de vacas durante
a lactagdo, sugerem que alteragdes fisiolégicas que ocorrem no inicio e fim da lactagéo
podem interferir significativamente na interpretacdo dos resultados da TCM e CE. Este
problema pode ser minimizado pelo uso de ambos os testes, uma vez que se baseiam
em tipos diferentes de resposta inflamatoria e, deste modo, os resultados obtidos podem
ser mais fiaveis e melhor utilizados na tomada de decisdo sobre as medidas sanitarias
aplicadas ao efectivo (Nascif Junior et al., 2006). Ambos sdo rapidos e fornecem, ao

produtor, informacgé&o imediata sobre a qualidade do leite (Rodrigues, 1998b).

37




A condutividade eléctrica do leite na avaliagcao da sanidade do Ubere de vacas leiteiras

Lucas (2004) ao utilizar o mesmo aparelho portétil da CE na sala de ordenha,
obteve correlagdes positivas muito mais baixas entre a CE o TCM e a CCS (r=0,274;
p<0,01 e r=0,118; p<0,05).

Ao relacionarmos a CE determinada com o aparelho portétil e a CE determinada
com o condutivimetro no laboratério, encontramos uma correlacdo positiva (r=0,339;
p<0,001), embora mais baixa do que a encontrada entre a CE do aparelho portatil e TCM.
Também, foi positiva a correlacdo observada entre a CE determinada em laboratério e o
TCM (r=0,247; p<0,001).

Como seria de esperar, foram encontradas correlagbes positivas elevadas entre o
TCM e CCS (r=0,654; p<0,001) e o pH (r=0,430; p<0,001) do leite de cada quarto. Sendo
o TCM um método indirecto que avalia a quantidade de células sométicas do leite (Mota,
2008; Ribeiro Janior et. al.,, 2008; Ribeiro, 1996), aumenta de forma directamente
proporcional ao aumento da CCS do leite. Para além de detectar a concentragdo de
células sométicas, o TCM também detecta o pH do leite mamitico (Silva, 2005).

Observaram-se correlagfes negativas significativas entre a CE determinada em
laboratério e os teores em ST (r=-0,466; p<0,001) e lactose (r=-0,598; p<0001).
Coeficiente de correlacdo semelhante foi obtido por Lucas (2004) ao relacionar a lactose
e a CE (r =-0,419; p<0,01), confirmando o que consta da bibliografia consultada.

Como referido anteriormente, nos casos de mamite, o teor de lactose diminui devido
a menor capacidade de sintese da glandula maméria ocasionada pela destruicdo do
tecido epitelial secretor. A este factor associam-se a perda de lactose da glandula para a
corrente sanguinea, devido ao aumento da permeabilidade da membrana, e a utilizagéo
da lactose pelos agentes patogénicos intramaméarios (Prada e Silva, 2000 citados por

Colla et al., s/d).
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Figura 2. Representagédo grafica da relacao linear entre a condutividade eléctrica (mS/cm) e o teor
de lactose (%) do leite [Lactose (%)=-0,406xCE laboratério+6,915 (r=-0,598; p<0,001)].

A relagéo linear entre a condutividade eléctrica (mS/cm) e o teor de lactose (%) é
representada pela equacgéo Lactose (%)=-0,406xCElaboratério+6,915 (r=-0,598; p<0,001)
(Figura 1).

4.4 Avaliagdo da correlagéo entre os constituintes do leite por Ubere
No Quadro 9 sdo apresentados os coeficientes de correlacédo de Pearson (r) entre

as variaveis estudadas para amostras de leite do Ubere dos animais em estudo.

Quadro 9. Leite do Ubere - coeficientes de correlagdo de Pearson entre os parametros: Teste
Californiano de Mamites (CTM), electrocondutividade (CE), pH, lactose, gordura, proteina, sélidos
totais (ST), contagens de células somaticas (CCS) e contagens de células soméaticas do ultimo
contraste leiteiro (CCS_CL).

pH ST (%) Lactose (»)| CCS_CL CCS (celiml) CE (mS/cm)
TCM r=0,625*r=-0,145 | r=-0,119 | r=0,564** | r=0,851* r=0,111
p=0,000 | p=0,346 | p=0,442 p = 0,000 p = 0,000 p=0,474
CE r=-0,576**r=-0,771** r=0,412* r=0,257 1
(mS/cm) p=0,000 | p=0,000 | p=0,005 p = 0,093
pH r=-0,352*| r=-0,136 | r=0,436* | r=0,533* r=0,104
p=0,019 | p=0,380 p = 0,003 p = 0,000 p = 0,503
ST r=-0,405** r=-0,194 |r=-0,576**
(%) p = 0,006 p = 0,206 p = 0,000
Lactose r=-0,338* | r=-0,771*
(%) p = 0,025 p = 0,000
Gordura r=-0,378*
(%) p=0,011
Proteina r=-0,383*
(%) p = 0,010

** Significativo p<0,001 e * Significativo p<0,05
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De entre as provas utilizadas na avaliacdo da qualidade do leite, o contetdo
leucocitario representado pela CCS é um bom indicador do estado de saude glandula
mamaria (Meirelles et al., 1997 citados por Oliveira, 2003), sendo aquele que mais
directamente esta relacionado com a incidéncia de mamites numa exploracdo (Teixeira et
al., 2008). As células somaticas reflectem a resposta imunitaria do animal a infeccéo
(Teixeira et al., 2008), constituindo a base das técnicas de diagnostico indirecto das
mamites (Mota, 2008).

Dos varios métodos auxiliares de diagndéstico utilizados para a detecgédo das formas
subclinicas da mamite bovina, o TCM (Califérnia Mastitis Test) tem sido utilizado, com
bons resultados, na triagem de animais com contagens altas de células sométicas. Neste
estudo, a correlagcdo fortemente positiva encontrada entre TCM e a CCS (r=0,851;
p<0,001) para o leite do ubere fundamenta-se no objectivo de ambos: detectar mamites
subclinicas através da avaliacdo indirecta do namero de células somaticas e da
contagem electronica dessas células. Ao efectuar a analise do leite total do Ubere Lucas
(2004) observou uma correlacdo semelhante entre estes dois parametros (r=0,895;
p<0,01). O TCM também foi positivamente correlacionado com a CCS (Pyorala, 2003).

Obtivemos correlagdes positivas significativa entre os pares TCM e pH e CCS e pH,
(r=0,625; p<0,001 e r=0,533; p<0,001, respectivamente) o que sugere que a valores mais
baixos de TCM e CCS, correspondem valores mais baixos de pH e que a valores mais
altos de TCM e CCS correspondem valores mais altos de pH.

Como seria de esperar, encontraram-se correlagdes positivas significativas entre as
contagens de células somaticas do ultimo contraste leiteiro (CCL_CL) e o TCM (r=0,564;
p<0,001), o pH (r=0,436; p<0,01) e a CE (r=0,412; p<0,01) (Quadro 9). Estas correlacdes
podem reflectir os efeitos bioldgicos da inflamacao do ubere.

Além do aumento do numero de células, a mamite provoca alteracbes nas
concentracdes tanto dos componentes principais do leite (proteina, gordura, lactose e

solidos totais) como nos minerais e enzimas (Silva, 2005 e Muller, 2002).
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A CE do leite utilizada como auxiliar no diagndstico da mamite subclinica (Zafalon et
al., 2005), baseia-se no principio de que o aumento da CE do leite é directamente
proporcional ao aumento da inflamacédo do ubere e da CCS, visto que, o aumento dos
idbes sodio e cloro e a diminuicdo do célcio, potassio e outros constituintes do leite sdo
caracteristicas do leite mamitico (Teixeira et al., 2008). A CE do leite tem uma forte
correlagdo com a CCS (Pyoréla, 2003) e apresenta-se aumentada no leite com mamite,

em fungéo da elevada concentracéo dos ides Na+ e CI” (Silva, 2005).

No nosso trabalho detectamos correlagbes muito baixas entre a CE do leite do
Ubere e a CCS e 0 TCM o que estad em discordancia com o referido por Teixeira, et al.
(2008) e Pyorala, (2003). Também Lucas (2004) ndo encontrou qualquer correlagédo
significativa entre a CE e a CCS quando determinou a CE com um medidor manual como
método auxiliar de diagnostico de mamite subclinica bovina na identificacdo de quartos
mamarios doentes. Porém, McDaniel et al. (1994) citado por Zafalon et al. (2005)
relataram correlagcbes positivas, em amostras de leite bovino, entre os resultados obtidos
por um detector portétil de CE, a CCS e a infeccado por agentes patogénicos. De facto,
existe uma grande diversidade na etiologia infecciosa da mamite que faz com que os
testes diagndsticos para a mamite subclinica possam ter comportamentos diferentes de
acordo com o microrganismo responsavel pela doenca, devido a maneira como cada
qguarto mamario responde a infeccdo e é afectado por determinado agente etiol6gico
(Zafalon et al., 2005). E conhecido que, as bactérias do género Corynebacterium, por
vezes, causam reduzidas alteracfes nas caracteristicas do leite 0 que impossibilita o
diagnostico pela utilizacdo de métodos auxiliares (Zafalon et al., 2005).

A variacdo entre animais (Rossing et al., 1987; Okigbo et al., 1984; citados por
Rodrigues, 1998b) e as variacdes ao longo da lactacéo ou entre lactacdes (Rossing et al.,
1987; Sheldrake et al., 1983 citados por Rodrigues, 1998b) podem provocar alteragbes
no contelddo do leite em ides, influenciando de forma determinante a sua CE.

A inflamacédo da glandula mamaria reduz a sintese de gordura, caseina e lactose,

reduz os teores médios de célcio e potassio e aumenta a passagem do sangue para o
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leite das proteinas do soro sanguineo, das albuminas, do sddio e do cloro (Durr et. al,
2001) devido a uma deterioragéo das células secretoras e a uma acumulagéo do leite na
mama, o que se deve a oclusdo de certos canais secretores.

A mamite, acompanhada de alta CCS, esta associada a diminuicdo da
concentracdo de lactose no leite (Kitchen, 1981; Harmon, 1994; Pereira et al., 1999;
Schaellibaum, 2000 citados por Miuller, 2002), também devido a sua passagem para 0
fluido extracelular e para o sangue, como resultado da destruicdo parcial do tecido
secretor, que constitui uma barreira natural a lactose (Nielen et al., 1992 citados por
Rodrigues, 1998b), e/ou devido a reducdo da biossintese da lactose causada pela
destruicdo de grande namero de células epiteliais (Allen, 1990; Kitchen, 1981 citados por
Rodrigues, 1998b). Em concordancia com estes autores observamos uma correlacao
negativa entre a CCS e lactose (r=-0,338; p<0,05) embora, neste caso, o grau de
associacdo entre estas variaveis seja inferior ao encontrado por Gonzalez et al. (2006)
(r=-0,63657; p=0,0001) ao avaliar 10 unidades produtoras de leite da bacia de Pelotas,
durante 11 meses do ano. Esta ultima foi semelhante aos resultados encontrados por
Prada e Silva et al. (2000) que, trabalhando com a avaliacdo de 1361 amostras de leite,
encontraram cerca de 34% da variagdo da concentracdo de lactose, podendo ser um
indicio do aumento no numero de CCS visto que nos casos clinicos, o edema da glandula
mamaria pode limitar o aporte de glicose a glandula, limitando ainda mais a sintese de
lactose (Gonzalez et al., 2006). No entanto, Lucas (2004) também encontrou uma
correlagdo negativa baixa entre a CCS e o teor em lactose do leite (r=-0,266; p<0,01).

Entre os parametros CE do leite do Ubere e ST e CE do leite do Ubere e lactose
obtivemos correlagcdes negativas altamente significativas (r=-0,576; p<0,001 e r=-0,771;
p<0,001, respectivamente), o que significa que a valores mais altos de ST e lactose
correspondem valores mais baixos de CE e vice-versa. No entanto, Lucas (2004) quando
relacionou a CE do leite com o teor em lactose obteve uma correlacdo mais baixa (r=-
0,465; p<0,05), estando estes dados em consonancia com os resultados encontrados na

relacdo entre as CCS e a lactose, pois a alteracdo na concentragao dos ides Na+, K+ e
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CI” provoca um aumento da CE do leite mamitico (Rodrigues, 1998b citando Sheldrake et
al., 1983; Fernando et al., 1982 e 1981; Kitchen, 1981).

Vale a pena salientar que os resultados por nds obtidos sdo de extrema importancia
para a empresa que recolhe o leite das trés exploragbes avaliadas, uma vez que
transforma o leite em iogurte e leite acidificado. Para que este processo aconteca com
eficiéncia, o leite devera ter niveis elevados lactose, uma vez que a lactose é o substrato
utilizado pelas bactérias lacteas para a sintese de acido lactico e outros &cidos organicos,
que vao provocar a mais eficiente coagulacdo da proteina do leite (informacgéo verbal,
Rodrigues, 2010b).

Em relagdo a gordura do leite, verifica-se que quando aumenta do teor butiroso
diminui a CE desse leite (Rodrigues, 1998b). A gordura é m& condutora pelo que o
aumento da fraccao lipidica do leite tem um efeito inibidor na CE devido ndo s6 a reducgéo
do volume total do meio condutor mas também devido ao obstéculo fisico que os glébulos
de gordura séo, a migracao dos ides (Nielen et al., 1992 citado por Rodrigues, 1998b). De
acordo com o referido, constatamos que entre CE do leite do Ubere e gordura a
correlacdo encontrada €, também, significativa e negativa (r=-0,378; p<0,001). Mudancas
no pH e diminuicdo da gordura afectam a CE (Hamann e Krémker, 1997; Jensen e
knudsen, 1991 citados por Pydrald, 2003).

Entre a CE do leite do Ubere e proteina bruta obtivemos uma correlacéo significativa
(r=-0,383; p<0,05), embora neste caso 0s valores destas variaveis sejam inferiores aos
parametros, anteriormente, analisados. A proteina total do leite tem pouca variacdo, mas
a concentragdo de cada tipo de proteina varie acentuadamente (Muller, 2002). Segundo
Lima et al. (2006) a concentracdo da proteina no leite com alta CCS permanece
inalterada ou sofre pequenas alteragbes. No entanto, Schmidt (1974) refere que
modifica¢Bes do contelido proteico aparecem quando surgem 0s sinais clinicos graves de

mamite.

43




A condutividade eléctrica do leite na avaliagcao da sanidade do Ubere de vacas leiteiras

5. Consideracdes finais

Os resultados do trabalho realizado permitem-nos confirmar o interesse pratico do
condutivimetro portatil, teste de campo utilizado na vacaria da ESACB. O equipamento
portatil permite determinar de forma rapida e eficaz a CE do leite, permitindo ao produtor
avaliar na sala de ordenha a sanidade da glandula mamaria e tomar decisdo sobre o que
fazer ao leite obtido. Verificou-se que o equipamento acende a luz verde quando a CE é
de 5,11 mS/cm (+0,366), as luzes verde/encarnada quando a CE do leite é de 5,31
mS/cm (20,362) e a luz encarnada (leite mamitico) quando a CE do leite é de 5,61 mS/cm
(+0,800) correspondendo, respectivamente, a uma CCS de 37.218, 200.869 e 1.098.676
cel/ml.

Ao analisarmos o leite para os diferentes parametros em estudo, verificamos que
quando o condutivimetro acende a luz encarnada (leite mamitico), os valores da CE, do
pH, da CCS e do TL do leite sdo significativamente diferentes (p<0,05), quando
comparados com leite normal. No entanto, ndo se encontraram diferencas
estatisticamente significativas relativamente a PB, GB e ST, embora para os dois ultimos
parametros tenha havido uma reducdo acentuada nos valores determinados no leite
mamitico.

Determinaram-se correlagdes positivas significativas (p<0,001) entre os resultados
de CE obtidos com o equipamento portatil e o TCM e a CCS e entre o TCM e a CCS.
Determinaram-se correlagbes negativas significativas (p<0,001) entre o TL do leite e os
valores de CE portatil e CE laboratério.

Concluiu-se que 85,9% das amostras de leite tinham CCS inferior a 400.000 cel/ml
e que o TCM e a CE portatil para determinagdo da condutividade eléctrica do leite sdo
métodos de campo validos para avaliar a sanidade do Ubere e estimar o efeito da mamite

na composicao do leite de vaca.
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ANEXO |

Analises de variancia e testes de comparacAes mdltiplas para os
parametros fisico-quimicos e celulares do leite por quarto
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Analise de variancia para a condutividade eléctrica
contagens de células soméaticas do leite por quarto

determinada em laborat6rio, pH e

ANOVA
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
CE_A Between Groups 5,488 2 2,744 11,521 ,000
Within Groups 41,207 173 ,238
Total 46,695 175
CCSs Between Groups 2,796E13 2 1,398E13 18,910 ,000
Within Groups 1,279E14 173 7,394E11
Total 1,559E14 175
pH Between Groups ,383 2 , 191 15,176 ,000
Within Groups 2,181 173 ,013
Total 2,564 175

CE_A - condutividade eléctrica determinada em laborat6rio (mS/cm); CCS - contagens de células somaticas

Teste de comparagdes multiplas para a condutividade el

indicagdo de cores no condutivimetro portatil (1 —

Teste Tukey

éctrica obtida por classes de

V; 2 VE; 3 —E) do leite por quarto

Mean Difference 95% Confidence Interval
() CEn (J) CEn ((EN)] Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
1 2 -,19931 ,08465 ,051 -,3994 ,0008
3 -,49812" ,10377 ,000 -, 7434 -,2528
2 1 ,19931 ,08465 ,051 -,0008 ,3994
3 -,29881" ,09630 ,006 -,5265 -,0712
3 1 ,49812° ,10377 ,000 ,2528 7434
2 ,29881° ,09630 ,006 ,0712 ,5265

* The mean difference is significant at the 0.05 level
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Teste de compara¢des multiplas para a condutividade
indicagdo de cores no condutivimetro portatil (1 —

Teste Tukey

eléctrica obtida por classes de
V; 2 VE; 3 —E) do leite por quarto

Dependent Mean Difference 95% Confidence Interval
\Variable () CEn (J) CEn ((EN)] Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
CE_A 1 2 -,19931 ,08465 ,051 -,3994 ,0008
3 -,49812" ,10377 ,000 -, 7434 -,2528
2 1 ,19931 ,08465 ,051 -,0008 ,3994
3 -,29881" ,09630 ,006 -,5265 -,0712
3 1 49812 ,10377 ,000 ,2528 7434
2 ,29881° ,09630 ,006 ,0712 ,5265
CCs 1 2 -163650,866| 149153,063 ,517 -516257,87 188956,13]
3 -1,061E6| 182834,215 ,000 -1493688,80 -629226,18
2 1 163650,866| 149153,063 ,517 -188956,13 516257,87
3 -897806,628 | 169667,220 ,000 -1298910,35 -496702,90
3 1 1061457,494'| 182834,215 ,000 629226,18 1493688,80,
2 897806,628 | 169667,220 ,000 496702,90 1298910,35,
pH 1 2 ,0187 ,0195 ,603 -,027 ,065]
3 -,1014° ,0239( 000 -,158 -,045
2 1 -,0187 ,0195 ,603 -,065 ,027
3 -,1201" ,0222 ,000 -,172 -,068
3 1 ,1014° ,0239( 000 ,045 ,158
2 1201 ,0222 ,000 ,068 ,172

* The mean difference is significant at the 0.05 level
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ANEXO I

Analises de variancia e testes de comparac6es mdltiplas para os
parametros bioquimicos do leite por quarto




Analise de variancia para a lactose, gordura, proteina e sélidos totais do leit
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e por quarto

Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Lac Between Groups 2,688 2 1,344 12,229 ,000
Within Groups 18,902 172 , 110
Total 21,590 174

GB Between Groups 1,065 2 ,533 ,601 ,550
Within Groups 152,537 172 ,887
Total 153,602 174

PB Between Groups ,276 2 ,138 ,557 574
Within Groups 42,585 172 ,248
Total 42,860 174

ST Between Groups 4,174 2 2,087 1,364 ,258
Within Groups 263,128 172 1,530
Total 267,302 174
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Teste de compara¢es multiplas para a lactose, gord
por quarto

Teste Tukey

ura, proteina e solidos totais

do leite

Dependent Mean Difference 95% Confidence Interval
\Variable () CEn (J) CEn ((EN)] Std. Error Sig. Lower Bound | Upper Bound
Lac 1 2 ,13863" ,05764 ,045 ,0024 ,2749]
3 ,34858" ,07049 ,000 ,1819 ,5152
2 1 -,13863 ,05764 ,045 -,2749 -,0024
3 ,20995 ,06553 ,005 ,0550 ,3649]
3 1 -,34858" ,07049 ,000 -,56152 -,1819I
2 -,20995 ,06553 ,005 -,3649 -,0550
GB 1 2 ,15630 ,16374 ,607 -,2308 ,5434
3 ,18790 ,20023 ,617 -,2855 ,6613]
2 1 -,15630 ,16374 ,607 -,5434 ,2308
3 ,03159 ,18615 ,984 -,4085 AT17
3 1 -,18790 ,20023 ,617 -,6613 ,2855
2 -,03159 ,18615 ,984 - 4717 ,4085
PB 1 2 -,08591 ,08651 ,582 -,2904 ,1186
3 -,08451 ,10580 ,704 -,3346 ,1656
2 1 ,08591 ,08651 ,582 -,1186 ,2904
3 ,00140 ,09836 1,000 -,2311 ,2339|
3 1 ,08451 ,10580 ,704 -,1656 ,3346
2 -,00140 ,09836 1,000 -,2339 ,2311
ST 1 2 ,18296 ,21505 ,672 -,3255 ,6914
3 43425 ,26299 ,227 -,1875 1,0560
2 1 -,18296 ,21505 ,672 -,6914 ,3255
3 ,25129 ,24450 ,560 -,3267 ,8293]
3 1 -,43425 ,26299 ,227 -1,0560 ,1875
2 -,25129 ,24450 ,560 -,8293 ,3267

* The mean difference is significant at the 0.05 level.
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ANEXO Il

Anexo da equacao de regressao da Figura 2
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Anexo da equacédo de regressao da Figura 2

Equation

Model Summary

Parameter Estimates

R Square

F

dfl

df2

Sig.

Constant

bl

Linear

,357

96,167

1

173

,000

6,915

-,406

Variavel dependente: Lactose; Variavel independente: CE laborat6rio
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ANEXO IV

Tabela de correlactes de Pearson encontradas entre diferentes
parametros analisados por quarto
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Tabela de correlagbes de Pearson encontradas entre

diferentes parametros analisados

por quarto
CEportatil pH CElaboratério| Lactose ST CCs TCM

CEportatil  [Pearson 1 261" ;339" -,349" -,124 3777 | 6127

Correlation

Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,000 ,101 ,000 ,000

N 176 176 176 175 175 176 176
pH Pearson 261" 1 ,190° -,214" -,261" 319" | ,430”

Correlation

Sig. (2-tailed) ,000 ,011 ,004 ,000 ,000 ,000

N 176 176 176 175 175 176 176
CElaboratorio|Pearson ,339"7 ,190° 1 -,598" -,466" 176 247"

Correlation

Sig. (2-tailed) ,000 ,011 ,000 ,000 ,019 ,001

N 176 176 176 175 175 176 176
Lactose Pearson -3497 | -214”7 -,598" 1 144 -187" | -,365"

Correlation

Sig. (2-tailed) ,000 ,004 ,000 ,057 ,013 ,000

N 175 175 175 175 175 175 175
ST Pearson -,124 -,261" -,466" 144 1 -105 | -,165

Correlation

Sig. (2-tailed) ,101 ,000 ,000 ,057 167 ,029

N 175 175 175 175 175 175 175
CCS Pearson 377" 319" 176" -,187 -,105 1 654"

Correlation

Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,019 ,013 167 ,000

N 176 176 176 175 175 176 176
TCM Pearson 612" 430" 247" -,365 -,165" 654" 1

Correlation

Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,001 ,000 ,029 ,000

N 176 176 176 175 175 176 176

** Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed)
* Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed)
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ANEXO V

Tabela de correlactes de Pearson encontradas entre diferentes
parametros analisados por Ubere
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Tabela de correlagbes de Pearson encontradas entre

diferentes parametros analisados

por Ubere
TCM pH CE_A GB PB Lac ST CCs PLTarde |CCS_CL
TCM Pearson Correlation 1| 625" 111 -,169 -,023 -,119 145 851" 067 5647
Sig. (2-tailed) ,000 AT4 273 ,883 442 346 ,000 ,663| ,000
N 44 44 44 44 44 44 44 44 44 44
loH Pearson Correlation 625" 1 104 -354(  -188 -136| -,352 | 533" 355" ,436"]
Sig. (2-tailed) ,000 ,503 ,019 ,220 ,380 ,019 ,000 ,018| ,003]
N 44 44 44 44 44 44 44 44 44 44
CE_A Pearson Correlation 111 ,104 1 -378| -383| -7717| -576" ,257 -,032| 4127
Sig. (2-tailed) 474 ,503 ,011 ,010 ,000 ,000 ,093 ,838| 005
N 44 44 44 44 44 44 44 44 44 44
GB Pearson Correlation -169| -354] -378 1| 4657 | -043[ ,898"| -112| -369| -294
Sig. (2-tailed) 273 ,019 ,011 ,001 781 ,000 470 ,014| 052
N 44 44 44 44 44 44 44 44 44 44
[} Pearson Correlation -,023 -188[ -383| 465" 1 092 7667 -122| -6317| -311
Sig. (2-tailed) ,883 ,220 ,010 ,001 554 ,000 429 ,000] 040
N 44 44 44 44 44 44 44 44 44 44
ILac Pearson Correlation -,119 -136| -7717|  -043 ,092 1 203  -,338 ,138|  -,340'
Sig. (2-tailed) 442 ,380 ,000 781 554 ,186 ,025 371,024
N 44 44 44 44 44 44 44 44 44 44
ST Pearson Correlation 145 -352| -5767| 898" 766" ,203 1 -194 -5017| -,405
Sig. (2-tailed) ,346 ,019 ,000 ,000 ,000 ,186 ,206 ,001| 006
N 44 44 44 44 44 44 44 44 44 44
ccs Pearson Correlation 851" 533" ,257 -112 S122  -338]  -194 1 ,090 ,680"
Sig. (2-tailed) ,000 ,000 ,093 470 429 ,025 ,206 561| ,000
N 44 44 44 44 44 44 44 44 44 44
IrLTarde  Pearson Correlation ,067 355 -,032 -369] -631" 138  -501" ,090 1| 63|
Sig. (2-tailed) 663 ,018 ,838 ,014 ,000 371 ,001 561 ,292)
N 44 44 44 44 44 44 44 44 44 44
CCS_CL  Pearson Correlation 5647 4367 4127 -204] -3117| -340| -4057 680" 1163 1
Sig. (2-tailed) ,000 ,003 ,005 ,052 ,040 ,024 ,006 ,000 292
N 44 44 44 44 44 44 44 44 44 44

** Correlation is significant at the 0.01 level (2-tailed).

* Correlation is significant at the 0.05 level (2-tailed).
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ANEXO VI

Oficio-Circular n.° 51 / DIS de 04/07/2007 da
Direccao de Servicos de Higiene Publica Veterinaria
Direccéo Geral de Veterinaria
sobre

“CONTROLO DO LEITE CRU AO NIVEL DA RECOLHA"
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Direccao Geral - 7T 1

de Velerinana - 'U_ |

Ministtrle da Agnculiurs, — t‘.‘ :

o Dasanveldimanes Rural & das Fascas Yl i

Mensagem/Message n° Data /Date Wde 'f?.::“;:. i_rf_'!;:_;&}‘?ﬂl .”f'.“ﬂéﬂi ¥

Oficio-Circular n.* 51 /DIS 04/07/07 i A e

Nome do destinatario /| Name of addressee (lips) [

Ex.mo Sephor:  Director de Servigos Veterinarios da Regido
Director Regional de Vetennaria da R. A. da Madeira
Director de Servigos Veterinarios da R. A. dos Agores
ANIL — Associagao Nacional dos Industriais de Lacticinios
FENELAC — Feder. Nacional das Coop. de Leite e Laclicinios

De [ From ]

Direcgio de Servigos de Higiene Publica Veterindria

Assunto: X i
CONTROLD DE LEITE CRU AQ NIVEL DA RECOLHA

Da andlise dos resultados decorrentes da manitorizacdo dos controlos oficiais
efectuados ao leite cru ao nivel da exploragdo de produgéio e recolha nos termos da
parte |l do capitulo |, da secgdo IX, do anexo I, do Regulamento (CE) n.® 853/2004, do
Parlamento Europeu e do Conselho de 29 de Abril, constatou-se que, naa cbstante os
critérios aplicaveis ao leite cru se encontrarem definidos @ sem sofrerem qualguer
alteracdo desde 1983, a taxa de incumprimento face aos valores padrdo de Teor de
células somaticas e Teor de mesofilos totals € elevada especialmente no tocante aos
valores de TCS, verificando-se ainda o total incumprimento em matéria de comunicagao,
por parte dos operadores economicos, de resultados ndo conformes a Autoridade
Competente.
Estas constatagies, foram Iigualmente verificadas recentemente em visitas a
estabelecimentos de recolha de leite em que se verificou que os valaores estabelecidos e
aplicaveis em matéria de limites para o TCS e TMT ndo correspondiam aos
estabelecidos no Reqg. (CE) n® 853/04 e obviamente também ndo obedeciam as
caracterislicas do leite padrac definidas no Normativo da DGV, sobre a Classificag8o do
leite ao produtor em conformidade com o disposto no Decreto-Lel n.” 38 / 2003, de 8 de
Margo.
Nesla conformidade e de forma a obviar a situacdes como esta ora verificada, bem
como a melhorar o nivel de cumprimento destes requisitos, vimos informar e esclarecer
o seguinte:

1- Os operadores econémicos que produzam leite ou que procedam & recolha de

leite devem assegurar que o leite cru obedega aos seguintes critérios:

A- leite cru de vaca:
Contagem em placas a 30.°C (por ml) ........coooe.0t 100°000 (T)
Contagem de ceélulas somaticas (por ml) .......ooo0vv..% 400 000 (2)
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DGV
Direegdo Geral
de Velerinana

Ministirio da Agricultura,
da Dossnvelylmento Rum| o dos Faseas

B- leite cru de ovelhalcabra:
Contagem em placas a 30.° C (porml) ..o « 1 500 000
.......... ceerer.. 500000 (3)
{a} no caso de ser destinado ao fabrico de produtos feitps com leite cru,

2. Mo entanto convém realcar que os criterios para o leite cru recolhido na
exploracio ndo sdo um valor absoluto (como & o caso do critéric para o leita
utilizado ne fabrico de produtos lacleos transformado ao nivel do estabelecimenta
de transformagéo) mas sim um valor médio:

(1) - média geomeétrica constatada ao longo de um periodo de dois meses
obtida a partir de um total, de pele menos, quatro resultados, no caso
do teor de germes.

(2) - média geométrica constatada ac longo de um periodo de trés meses,
obtida a partir de um lotal, de pelo menos trés resultados, no caso das

células somaticas.

3- Esles critérios correspondem assim a valores de desencadeamento, o que
implica que, se estes valores forem excedidos, os operadores responsavels pela
recalha do leite deverdc tomar medidas correctivas e notificar a Autoridace
Competente.

4- Assim, os operadores responsaveis pela recolha de leite cru devem,
relativamente ao teor de germes (TMT) e teor de células somaticas (TCS),
cumprir com o estabelecido ne ponte 5, Ill, secgdo IX do Req. (CE) B53/04
allerado pelo Anexo Il do Regulamento (CE) n.® 1 662/2008, de 6 de Movembro,
no respeitante a estes aspeclos, procedendo do seguinte moda:

4.1Quando o leite ¢ru nio estiver conforme, isto & apresentar valores medios
superiores a 100 000 ou 400 00C, respectivamente 3o teor de germes e células
somaticas, devem:
4.1.1 Temar medidas junto do produtor para corrigir a situagdo dando-lhe um
prazo de 3 meses.
4.1.2. Comunicar estes casos &s Direcgdes de Servigo de Veterinaria da Regido
a que repartam, come Autoridades Competentes Regionais.

5. Se o produfor n3o comigir a situagdo duranle esle prazo os operadores
responsaveis pela recolha devem informar novamente a A.C. referida em 4.1.2,,
que notificard oficialmente o produtor por mais um periodo de 3 meses
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6- Se o produtor ndo cumprir, apds a primeira notificagde, com os critérios ne que
diz respeito 4 contagem em placas e/ou contagem de células somaticas a AC.,
de acarde com o n.® 2 do Cap. |l do anexo |V, do Reg. {CE) n.° 1663/200€ da
Comissdo, de 6 de Novembro, procedera a suspensdo do fornecimento por parte
da exploracdo ou determinara um destino especifico para esse leite, até que o
produtor prove que as critérios relativos ao leite cru estdo novamente a ser
cumpridos.

7- O incumprimento das disposigbes acima referidas constitui, sem prejuizo de
outra legislagdo aplicavel, nos termos da alinea jj) e Il) do n.° 1 do artigo 6.° do
Decreto-Lei n.® 113/2006, de 12 de Junho, contra-ordenagdo punivel com ceima
no montante minimo de 500 € e maximo de 3740 € ou 44 B30 €, consoante o
agenle seja pessoa singular ou calectiva,

Com os melhores cumprimentos.
{ Director Geral

{Carlos Agrela Pinheiro)

MIGUE OLIVEIRA CARDO
DIRECTOR OF SENVICGS
0F MICIENE PLUBLICA

Anexo: Morada dos Senvigos Veterinarios Regionais

VETERINARIA
Direcgao de Servigos Veterindrios da Regido Norte
Quinta de 5. José
S8o Pedro de Merelim Telaefone: 253 300 960
4700-859 BRAGA FAX: 253 300 975
Direcgdo de Servigos Veterindrios da Regide Centro
Avenida Fernic Magalhdes, 465 Teleione: 238 800 500
3000 - 177 COIMBRA FAX: 2389 833679
Direcgao de Servigos Veterinarios da Regido lLishoa e Vale do Tejo
Rua Joaquim Pedro Monteiro, B Telefone: 263 286 613
2600 - 164 VILA FRANCA DE XIRA FAX: 263 286 622
Direcgdo de Servigos Veterinarios da Regido do Alentejo
Rua D. Isabel n.* 8- 1 Telefone; 266 730 591
7 000-880 EVORA FAX: 266 730 580
Direcgdo de Servigas Veterindrios da Regida do Algarve
Apartado 262 Telafone: 289 800 700
B20071-404 FARO FAX: 289 816 003
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