Ciencia Rural

Universidade Federal de Santa Maria
cienciarural@mail.ufsm.br

ISSN (Versién impresa): 0103-8478
ISSN (Versién en linea): 1678-4596
BRASIL

2004
Edna Froeder Arcuri / Priscilla Diniz Lima da Silva / José Renaldi Feitosa Brito / Marcio
Roberto Silva / Guilherme Nunes Souza
EMPREGO DO SOMACOUNT 300, CALIBRADO COM LEITE DE VACA, NA
CONTAGEM DE CELULAS SOMATICAS NO LEITE DE CABRA
Ciencia Rural, setembro-outubro, afio/vol. 34, nUmero 005
Universidade Federal de Santa Maria
Santa Matria, Brasil
pp. 1497-1500

P Red

s
Red de Revistas Cientificas de América Latina y el Caribe, Espafia y Portugal E IA I Y ‘ l:

Universidad Autbnoma del Estado de México LA HEMEROTECA CIEMTIFICA BN LIEA,

www.redalyc.org



mailto:cienciarural@mail.ufsm.br
http://www.redalyc.org/

Ciéncia Rural, Santa Maria, v.34, n.5, p.1497-1500, set-out, 2004

1497

ISSN 0103-8478

Emprego do Somacount 300, calibrado com leitedevaca, na contagem decélulas
somaticasno leitedecabra

Useof Somacount 300, calibrated with cow milk standard, for somatic cell count in goat mik

EdnaFroeder Arcurit PriscillaDinizLimadaSilva? Jos¢ Renaldi Feitosa Brito®
MarcioRoberto Silva* Guilher meNunesSouza*

RESUMO

Neste estudo, foi comparada a contagem de
células sométicas (CCS) de amostras pareadas de leite de 86
cabras pelo método eletrénico (Somacount 300) calibrado
com padrao de vaca, com a técnica padrao de contagem
microscopica direta utilizando corante pyronina Y — verde de
metila. As cabras eram das racas Saanen e Toggenburg de
um criatério localizado na Zona da Mata de Minas Gerais.
Em complementacéo, foi avaliado o efeito do conservante
Bronopol& no leite de cabras sobre a CCS. Para as 86
amostras de leite sem conservante, a média das leituras de
CCS determinadas com o microscopio foi menor e diferiu (p
< 0,05) da média de CCS lidas pelo Somacount 300
padronizado com leite de vaca. Porém, a média de leituras
de CCS das 86 amostras com Bronopol” lidas no microscopio
ndo apresentou diferenca significativa (p>0,05) em relagdo
a obtida com o Somacount 300; e a curva de estimagao de
CCS no microscopio em fungdo do Somacount foi significativa
em nivel de 95% com alta correlagdo, demonstrando a
possibilidade de se utilizar o Somacount 300 padronizado
com leite de vaca para leituras de CCS de leite de cabras
conservado com Bronopol® dentro dos limites de CCS
analisados neste estudo.

Palavras-chave: leite de cabra, contagem microscopica de
células somaticas, contagem eletronica de
células somaticas.

ABSTRACT
In this study, there was a comparison of SCC

from paired milk samples of 86 goats by the electronic method
(Somacount 300) calibrated with cow milk standard, with the

pyronin Y-methyl green stain direct microscopic method. The
goats were of Saanen and Toggenburg breeds from a farm
located at the Zona da Mata of the Minas Gerais State. In
addition, was evaluated the effect of Bronopol” on the SCC in
goat milk was evaluated. For the unpreserved 86 milk samples,
the SCC mean determined with the microscopic method was
smaller and differed (p < 0.05) from that obtained with the
Somacount 300 calibrated with cow milk. However, the SCC
mean of the 86 milk samples with Bronopol” did not differ
between the two methods (p>0.05). The estimated SCC curve
for the microscopic in function to the Somacount significant
with high correlation, demonstrating the possibility of using
the Somacount 300 calibrated with cow milk for counting
somatic cells in goat milk preserved with Bronopol® within
the range of SCC analyzed in this study.

Key words: goat milk, microscopic somatic cell count,
eletronic somatic cell count.

INTRODUCAO

A contagem de células somaticas (CCS) é
usada como indicador de qualidade do |eite tanto para
vacascomo paracabras(HAENLEIN, 1996; OSTERAS
& LUNDER, 1996, HAENLEIN, 2002). Norma mente, a
CCSno |eite de cabras ndo infectadas é maior que no
leitedevacas ndo infectadas. A CCSno leitedevacas
livresdeinfeccdo intramamariaé, em geral, inferior a
200.000 células/ml deleite (National Matitis Council,
1996) e no leite de cabras ndo infectadas, inferior a
400.000 cdulas/ml (McDOUGALL etd.,2001).
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A CCS mais elevada no leite de cabra é
atribuida & maneira como o leite é secretado pela
glandula maméria. Na espécie bovina, a glandula
mamaria é classificadacomo merécrinapois somente
o produto (leite) sintetizado pelaglandula é secretado.
Na espécie caprina, a glandula é classificada como
apécrina, sendo o produto de secregcdo eliminado
juntamente com pequena parte da célula (POUTREL
& LERONDELLE, 1982; ZENG & ESCOBAR, 1996).

Procedimentos de contagem que sao
especificos para identificacdo do DNA, contador
celular eletrénico e contagem celular por microscopia
direta usando corante especifico para DNA, devem
ser usados para estimar a concentragdo de células
somaticas no leite de cabras, pois estes diferenciam
células nucleadas de particulas citoplasméticas
(DULINetal., 1982; HINCKLEY, 1984; HINZ et al .,
1992). O método de microscopiadiretaem queseusao
corante pyronina Y - verde de metila é um teste
confirmativo reconhecido e deve ser usado como
método padréo de referéncia de leite de cabra e
amostras desconhecidas (ZENG et al ., 1999).

ZENG & ESCOBAR (1996) eZENG et al.
(1999) verificaram que a CCS no leite de cabras foi
respectivamente 27,0% e 24,5% menor quando o
equipamento Fossomatic 300 foi calibrado com leite
padrdo de cabra em relagcdo a0 mesmo equipamento
calibrado com leite padrdo de vaca.

Este estudo objetivou comparar a CCS de
|eite de cabras pelo método el etrdni co em equipamento
Somacount 300 calibrado com padrdo de vaca em
relacdo & contagem microscopica direta utilizando
corante Y-pyronina. Em compl emeDntagéo, foi avaliado
o efeito do conservante Bronopol = sobre a CCS.

MATERIAL E METODOS

Coletade amostras

Foram coletadas amostras pareadas de
leite de 86 cabras das racas Saanen e Toggenburg
deum criatério localizado no Municipio de Coronel
Pacheco, Zona da Mata, Minas Gerais. As cabras
diferiam emidade, porém todas estavam no primeiro
terco da lactagcdo e nenhuma apresentou sintoma
de mastite clinica. Apds o0 exame dos primeirosjatos
em caneca de fundo escuro, as extremidades das
tetas foram higienizadas com solucéo de etanol a
70%. As amostras foram coletadas diretamente em
frascos estéreis. A um grupo de 86 amostrgs foi
adicionado o conservante Bronopol na
concentracgéo de 0,059 por 100 mL de leite segundo
alnternational Dairy Federation (IDF-FIL, 1995). Os
frascos foram transportados em caixa isotérmica

contendo gelo até o Laboratério de Qualidade do
L eite naEmbrapa Gado de L eite, Juiz de Fora, MG,
onde as amostras foram analisadas para CCS no dia
seguinte a coleta.

Contagem de células sométicas

A contagem el etr6ni cade cé ulas sométicas
foi efetuadano equipamento Somacount 300, calibrado
com leite de vaca, de acordo com recomendactes da
International Dairy Federation (IDF-FIL, 1995).

A CCS pela microscopia direta foi
realizada de acordo com ZENG et al. (1999), com
preparo de solucdes segundo PACKARD et al.
(1992) e do esfregaco segundo International Dairy
Federation (IDF-FIL, 1995) . Para cada amostra de
leite, foram feitos trés esfregacos de 1,0cm? com
0,0 ml de leite. As laminas foram deixadas a
temperatura ambiente, para que os esfregacos
secassem completamente. Os esfregacos foram
fixados com a solugdo de Carnoy por cinco minutos,
depois hidratados por um minuto com cada uma
das seguintes solucgdes: etanol 50%, etanol 30% e
agua destilada, em seqiiéncia, e corados por seis
minutos com o corante PY MG (pyronine Y-methyl
green). Cada esfregaco foi seco completamente,
imerso em butanol, por um minuto, em agua
destilada durante um minuto e seco novamente.
De cada esfregaco, foram examinados 50 campos.
A CCsSfoi calculadacom o fator do microscopio de
390.000.

Andlise estatistica

Asanalises estatisticas foram realizadas
por meio do Teste T de Student para amostras
pareadas, correlacdo de Pearson e modelos de
regressao linear (SAMPAIO, 2002). O programa
estatistico usado foi o SPSS (MORGAN et al.,
2001). Para comparagéo das médias, foi realizada
atransformacéo logaritmica neperiana nos dados
originais de CCS. Os testes foram realizados ao
nivel de significanciade 95% (p < 0,05). Os dados
das amostras que apresentaram valores de CCS
extremos pelos dois métodos foram eliminados,
restando apds essa filtragem 65 observacdes
pareadas.

O intervalo de CCS estudado apos a
eliminacdo dos valores extremos foi de 24.000 a
2.549.000 cdlulasmL™.

Para gjustar os valores do Somacount aos
do microscopio, foi determinado um fator (coeficiente
b de regressdo) no modelo Y = bX, em que Y
corresponde asleiturasno microscopio e X asleituras
do Somacount.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Os métodos de CCS utilizados no presente
ensai 0 baseiam-se na coloracdo do DNA, e, portanto,
diferenciam células sométicas de particulas
citoplasmaticas presentes em leite de cabras. Para as
amostras deleite sem conservante, amédiadas|eituras
de CCS determinadas com o microscépio foi menor e
diferiu estatisticamente (p < 0,05) da média de CCS
lidas pelo Somacount 300 padronizado com leite de
vaca(Tabelal). Foi observado naandlise microscépica
gue amostras sem 0 conservante, em geral,
apresentavam maior nimero de células desintegradas
que causavam dificuldades na interpretacdo e que
podem ter interferido nacontagem.

A mégi adasleituras de CCS das amostras
com Bronopol realizadas pelo Somacount 300
padronizado com leite de vacano presente ensaio ndo
diferiu estatisticamente (p>0,05) da média de CCS
determinadamicroscopi camente nas amostras coradas
por Pyronina-Y (Tabela 1). Entretanto, ZENG &
ESCOBAR (1996) eZENG et d. (1999) verificaram que
a CCS foi respectivamente 27,0% e 24,5% menor
guando o equipamento Fossomatic 300 foi calibrado
com leite padrdo de cabra em relagdo ao mesmo
equipamento calibrado com leite padrdo de vaca.

Foi estabelecida uma curva de estimagéo
linear, sem o termo constante “a”, objetivando
determinar um fator de ajuste para os valores
encontrados no Somacount aos da microscopia. Para
o gjustedosdados originais de CCS, o fator foi de 0,98
e, para os dados transformados em logaritmo
neperiano, foi de0,99. A correspondéncialinear entre
o0s dois métodos € apresentada na figura 1.

A andlisedevarianciaparaasamostrascom
conservante apresentou um coeficiente de variacdo
(CV) de 16,45% nos dados ndo transformados de CCS
e 2,72% apobs a transformacdo logaritmica, e para as
amostras sem conservante, estes valores foram de
17,78% e 2,74%, respectivamente. Esses valores de

Tabela 1 - Comparacdo de médias das contagens de células
somdticas para amostras de leite com e sem
conservante, pelo método e etrénico e por contagem
microscopicadireta.

Conservante*
Tratamento
Sem Com
Contagem eletrnica 583.830 a 633.246 a
Microscopia 557.922 b 606.861 a

* Médias seguidas da mesma |etra ndo diferem estatisticamente
peloteste T (p<0,05).

16 -
15
14 |

microscopio. Leite com Bronopol (In CCS)

7 T T T
7 9 11 13 15 17
Somacount. Leite com Bronopol (In CCS)

Figura 1 — Curva de tendéncia linear da dispersdo dos resultados
(X,Y), sendo X = Ln da contagem de células sométicas
(CC9) lidano Somacount 300 e Y = Ln CCS lidano
microscopio

CV, considerados médios, indicam boa confiabilidade
nos resultados encontrados em experimentos que
envolva animais. SAMPAIO (2002) cita que, em
experimentos com animais, emgeral, o CV sesituana
faixade 20 a30%.

CONCLUSAO

A utilizagdo do método automatizado,
padronizado com leite de vaca, € apropriado para
leituras de CCS de leite de cabras dentro dos limites
considerados neste estudo de 24.000 a 2.549.000
célulasml,
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