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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar a qualidade do leite eqiiino, por meio da contagem de células
somaticas (CCS) e bacteriana total (CBT), oriundo de glandulas mamarias saudaveis, de éguas da raga
Mangalarga Marchador. Foram avaliadas 31 éguas oriundas de quatro haras localizados no Estado de
Goias. As éguas apresentavam-se entre 15 ¢ 120 dias apds o parto. As amostras foram coletadas apos
desprezar os primeiros jatos e realizar a ordenha completa. Foi coletada uma amostra de 45mL em
frasco plastico contendo conservante de bronopol e mesma quantidade contendo azidiol para analise
de CCS e CBT, respectivamente. A determinacdo da contagem de células somaticas e contagem
bacteriana total foi realizada através do método de citometria de fluxo. Para a analise estatistica, os
dados foram submetidos a analise de variancia pelo Teste F e os resultados entre os haras foram
comparados pelo teste de Duncan. A CCS média do leite oriundo de glandulas mamarias saudaveis de
éguas Mangalarga Marchador do Estado de Goias foi de 1,64x10%cél./mL ¢ a CBT média é de 1,23 x
10* UFC/mL, sendo que estes valores ndo apresentaram diferenga entre os haras. O leite dos animais
deste estudo apresentou alta qualidade microbiologica representada pela baixa CBT.
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EVALUATION OF THE SOMATIC CELLS COUNT AND TOTAL BACTERIAL COUNT OF
MANGALARGA MARCHADOR MARES’ MILK

ABSTRACT

This study was proposed with the aim of evaluating the quality of the mare’s milk, by means of
somatic cells and total bacterial count from healthy mammary glands of Mangalarga Marchador
mares. Thirty one mares from four stables, located in Goids State were used. The mares were in the
15™ and 120™ days post parturition. The samples were collected after the first streams were discarded
and carry out the complete milking process. Two samples of 45 ml was separated into two plastic
bottles, one preserved with bronophol and azidiol for analysis of somatic cell count (SCC) and the
other with total bacterial count (TBC), respectively. The determination of the SCC and TBC was
conducted by the flow citometry method. For statistical analysis, data were submitted to the analysis
of variance test F and the results among stables were compared by the Duncan test. The SCC of
average milk from the udders of healthy Mangalarga Marchador mares from the Goias State is 1.64
x10%cells/mL and TBC average is 1.23 x 10* CFU/mL, without significant difference among stables.
The milk from animals in this study presented high microbiological quality shown by the low TBC.
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EVALUACION DEL CONTEO DE CELULAS SOMATICAS Y DEL CONTEO
BACTERIANO TOTAL DE LA LECHE DE YEGUAS DE LA RAZA MANGA LARGA
MARCHADOR

RESUMEN

Los objectivos del estudio fue evaluar la calidad de leche por medio del conteo de las células
somaticas (CCS) vy del conteo de bacterias totales (CBT), procedente de glandulas mamarias de
yeguas sanas, de la raza Mangalarga Marchador. Fueron utilizadas 31 yeguas oriundas de cuatro hatos
localizados en el Estado de Goiés. Las yeguas estaban entre los 15 y 120 dias después del parto. Las
muestras fueron colectadas después de despuntar los primeros chorros y realizar un ordefio completo.
Fue separada una muestra de 45 mL en un frasco plastico conteniendo conservante de Bronopol y
azidiol para evaluar CCS y CBT. Tanto el conteo de células somaticas como el conteo bacteriano total
fueron realizados a través del método de citometria de flujo. Para el analisis estadistico, los datos
fueron sometidos a un analisis de varianza por la Prueba F y los resultados entre los hatos fueron
comparados por la Prueba de Duncan. E1 CCS promedio fue de 1,64x10* cél./mL y el promedio de
CBT de 1,23 x 10" UFC/ML. No hubo diferencia significativa entre los hatos para el CCS y CBT. La
leche de los animales de este estudio present6 una alta calidad desde el punto de vista microbiologico
representada por el bajo CBT.

Palabras-clave: calidad de la leche, glandula mamaria, equino, CCS, CBT.

INTRODUCAO

A grande maioria dos estudos disponiveis sobre a sanidade da glandula mamaria eqiiina se
atém a informagdes sobre a mastite € estas se resumem em sua maioria a sinais clinicos. Em
conseqiiéncia, algumas caracteristicas dessa enfermidade ja sdo conhecidas como seu carater sazonal
(MACKINNON e VOSS, 1992) e maior predisposi¢do da glandula mamaria durante o periodo de
involucdo (JACOBS, 2004). Além disso, sabe-se que ela acomete 5 a 10% do rebanho de éguas
reprodutoras e pode causar prejuizo ao desenvolvimento dos potros, inclusive aqueles amamentados
em lactagdo posterior a um caso clinico (JACOBS, 2004).

Porém, um dos fatores limitantes ao seu estudo é o diagnostico, principalmente em casos
subclinicos, pois ndo existe, na espécie eqiiina, consenso sobre os limites entre normalidade e
enfermidade da glandula mamaria. Sendo, portanto necessario o desenvolvimento de métodos que
possam facilitar o seu diagnostico (PRESTES et al., 1999).

Com base no principio de que toda secrecdo mamaria contém um numero reduzido de células
somaticas e que na presen¢a de inflamagdo este numero sofre aumento (KIELWEIN, 1994), a
contagem de células somaticas (CCS) tornou-se um dos principais parametros utilizados para
determinacdo do estado sanitario da glandula mamaria e qualidade do leite bovino. Este parametro
também poderia ser utilizado com este mesmo fim para a espécie eqiiina, pois CHAVATTE (1997)
afirmou que as altera¢des citologicas e qualitativas do leite eqiiino, provocadas pela mastite, sdo
semelhantes aquelas sofridas pelo leite bovino.

Entretanto, para possibilitar a utilizagdo deste pardmetro como indicador da qualidade do leite
e sanidade da glandula mamadria eqiiina, ¢ necessario conhecer os seus valores normais. Os poucos
estudos encontrados sobre a CCS em eqiiinos foram reunidos no Quadro 1. Observa-se grande
amplitude de resultados entre os diferentes estudos. Uma possivel causa desta observagao € a inclusio
de éguas com mastite subclinica (REMBALSKI, 1979; RIOS et al, 1989; ZOEG VON
MANTEUFFEL, 1989; BLOMER, 1990; PRESTES et al., 1999 ¢ HANS, 2000) além da diversidade
de estagios de lactagdo em que os diferentes estudos foram realizados. O colostro eqiiino e o leite
obtido até 15 dias de lactacdo, por exemplo, apresentam maior CCS do que o leite maduro, ou seja,
leite produzido a partir do 15° ao 20° dia pos-parto e livre de resquicios de colostro (RIOS et al. 1989;
BLOMER, 1990; RIELAND, 1997 ¢ HANS, 2000).
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QUADRO 1. Comparagdo da contagem celular somatica, periodo de observagdo, e metodologia

utilizada, em diversos estudos sobre o leite eqiiino.
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Autor Céls/mL — Periodo de Num. de ,
L 3. - .. Método
média observacao animais
OKADA (1960) 100.000+- No decorrer da 3 Microscopia
30000 lactagdo
REMBALSKI
(1979) 7500 Leite maduro 23 Fluorescéncia dptica
NASSAL u.
REMBALSKI 8.500 No decorrer da 242 Fluorescéncia ética
(1980) lactagdo p
USTINOWA et al. 77.900 + Nao
(1982) 4.900 Leite maduro declarado Fluorescéncia optica
1 — 15 dias
RIOS et al. (1989) Lo 16 — 84 dias 102 . .
55.019 85 _ 168 dias Microscopia
39.643
ZOEGE VON
MANTEUFFEL 16390 Leite maduro 13 Fluorescéncia optica
(1989)
468.840 colostro
BLOMER (1990) 138.600 10 dias 30 Fluorescéncia optica
149.000 20 dias p
BARTMA et 10'500 No decorrer da 66 N3do declarado
al. (1996) (maximal) ~
lactacao
377.746 Colostro
RIELAND (1997) 20.000 1 més 31 Fl sncia opfi
10.000 2 a3 meses uorescéncia optica
PRESTES et al.
(1999) 146.200 9-160 dias 38 Microscopia
76.500 Colostro Fluorescéncia Optica e
HANS (2000) 13.000 2- 4 dias 35 Microsco iI;
10.700 6 - 56 dias p

Na busca pela determinagdo do limite da CCS indicativo de mastite, BOSTEDT (1994) e
MIELKE (1994) sugeriram que o leite eqiiino maduro, oriundo de glandula mamaria saudavel contém
em média 7,5x10° cél/mL, podendo variar entre 1,0x10° e 6,5x10* cél./mL. JACOBS (2004) sugeriu
que este limite, durante a lactagdo, seria de 1,0 x 10° céls/mL.

Outro importante pardmetro indicativo de satde da glandula mamaria, bem como de qualidade
do leite, ¢ a contagem bacteriana total (CBT). Esta variavel ¢ utilizada para aferir a contaminagao
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microbiana do leite, permitindo avaliar o tempo de conservacao do leite (vida de prateleira), que esta
relacionado a presenca de microrganismos da microbiota normal, ndo patogénica (BRITO, 1995).

Ainda existem poucos estudos sobre os parametros microbiologicos do leite eqiiino.
NEUHAUS (1961) foi precursor do estudo da CBT neste produto. Em seu trabalho, coletou o leite de
duas éguas durante aproximadamente 40 semanas e encontrou contagem bacteriana total (CBT)
variando entre 3,0x10” e 7,80x10° UFC/mL e, na maioria das amostras, o grupo dos coliformes estava
ausente. BLOMER (1990) colheu leite de éguas no primeiro, décimo e vigésimo dias apds o parto e
observou que a CBT no leite fresco aumentou no décimo e vigésimo dias. Na tentativa de relacionar
CBT, CCS, idade da égua e presenca de endoparasitas, os resultados encontrados por BLOMER
(1990) permitiram afirmar a existéncia de correlagdo entre CCS e CBT e a inexisténcia de correlago
entre CBT ou CCS e a idade da égua ou a presenca de parasitas.

Tendo em vista a escassez de dados na literatura sobre a CCS e a CBT do leite de éguas de
racas brasileiras ¢ na expectativa que os conhecimentos gerados por este trabalho possam ser
utilizados como base para futuros estudos sobre a sanidade da glandula mamaria e a qualidade do leite
eqiiino, este trabalho foi proposto com o objetivo de avaliar a qualidade do leite eqiiino, por meio da
contagem de células somaticas e bacteriana total, do leite de glandulas mamarias saudaveis, de éguas
da raga Mangalarga Marchador.

MATERIAL E METODOS

Utilizou-se 31 éguas da raga Mangalarga Marchador com idades variando entre trés e
dezenove anos escolhidas aleatoriamente em quatro diferentes haras, localizados em um raio de até
120 km de distancia de Goidnia — Goias. Foram colhidas 225 amostras divididas em 10 colheitas
sendo obtidas a cada 15 dias, entre o décimo quinto ¢ o centésimo vigésimo dias de lactacdo, no
periodo compreendido entre os meses de outubro de 2004 e fevereiro de 2005. As amostras foram
compostas, ou seja, obtidas das duas tetas e posteriormente homogeneizadas.

Os quatro haras foram heterogéneos quanto ao sistema de manejo e nutrigdo. O haras 1
possuia menor area e pior infra-estrutura, sendo a alimentacdo de suas éguas baseada unicamente em
forrageira braquiaria (Brachiaria decumbens). O haras 2 era muito bem estruturado e suas éguas
criadas em sistema extensivo, sendo oferecido graminea Tifton 85 e capim gordura (Melinis
minutiflora). Os haras 3 e 4 possuiam estruturas intermediarias e sistemas de manejo ¢ alimentagdo
diferentes, sendo que o haras 3 utilizava-se de braquiaria (Brachiaria decumbens) e fornecia
diariamente, no piquete, concentrado com 13% de proteina. O haras 4 fornecia milho aos seus animais,
diariamente ¢ em estabulo. Apos a ingestio do milho, os animais eram soltos em piquetes com
forrageira capim andropogon (Andropogon gayanus) a vontade.

Foram utilizadas seis éguas oriundas do haras 1, nove do haras 2 e oito éguas dos haras 3 e 4
respectivamente. Todos os haras ofereciam condi¢des satisfatorias para a obtencdo do leite de forma
higiénica. Foi esquematizado um rodizio para que houvesse sempre trés éguas separadas dos potros
permitindo, assim, que toda ordenha fosse realizada entre duas e trés horas ap6s a apartagao.

A higienizagao dos tetos das éguas foi realizada a cada ordenha em duas fases: na primeira,
utilizava-se gaze embebida em alcool 70°GL, principalmente entre os tetos; na segunda, utilizava-se
papel-toalha também embebido em alcool 70°GL, nas regides laterais da glandula mamaria e nos tetos.
As maos dos ordenhadores foram cuidadosamente lavadas com agua e detergente neutro, secadas e
posteriormente higienizadas com spray de alcool 70°GL, seguido de secagem com papel toalha
também embebido em alcool 70°GL, a cada nova ordenha.

Apos desprezar os primeiros jatos e realizar a ordenha completa, a amostra era transferida para
frasco de vidro ambar, com capacidade para um litro. Neste recipiente, era feita a agitacdo suave do
leite. Imediatamente apos a agitagdo era separada uma amostra de 45 mL em frasco plastico contendo
conservante de bronopol (2-bromo-2-nitropropano-1,3-diol na concentragdo de 8 mg de bronopol) e
outra amostra de mesmo porte em frasco plastico esterilizado contendo azidiol na concentragdo de 0,1
ml de azidol para 30 ml de leite (BARCINA et al., 1987). Todas as amostras foram identificadas,
acondicionadas em caixas isotérmicas contendo gelo reciclavel e transportadas aos laboratorios do
Centro de Pesquisa em Alimentos da Escola de Veterinaria - UFG (CPA/EV/UFQG), onde foram
analisadas.

Para analise da CCS, as amostras foram mantidas sob refrigeragdo por um periodo de até dois
dias. Apos este prazo, foram colocadas em temperatura ambiente e posteriormente aquecidas em
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banho-maria a temperatura de 40°C durante 15 minutos. Terminado este processo, as amostras eram
encaminhadas ao Fossomatic 5000 basic (Foss Electric A/S. Hillerod, Denmark) para a realizagdo de
analise, em triplicata, para determinacdo da contagem de células somaticas pelo método da citometria
de fluxo, de acordo com a metodologia estabelecida por International Dairy Federation (1995).
Previamente a analise das amostras, o aparelho era calibrado com leite bovino, uma vez que o aparelho
ndo possui opcao especifica para analise de leite eqiiino.

Para proceder a analise de CBT, as amostras foram mantidas sob refrigeracdo por um periodo
de até dois dias. Apds este prazo, foram mantidas em temperatura ambiente e encaminhadas ao
Bactoscan FC (Foss Eletric A/S. Hillerod, Denmark) para a realiza¢do de analise, em triplicata, para
determinagdo da contagem bacteriana total pelo método da citometria de fluxo, de acordo com a
metodologia estabelecida por International Dairy Federation (1995).

Para a andlise estatistica, foi realizada a média das trés leituras para determinar o valor de CCS
e CBT para cada amostra. Em seguida, os dados foram submetidos a analise de variancia pelo Teste F
e os resultados entre haras foram comparados pelo teste de Duncan com significancia de 1% e 5%
(CENTENO, 1990).

RESULTADOS

Os resultados da analise de varidncia da contagem de células somaticas e da contagem
bacteriana total entre haras a partir do modelo de delineamento inteiramente casualizado, estdo
apresentados na Tabela 1.

A média da contagem de células somaticas foi de 1,64x10* cél./mL e a da contagem bacteriana
total, de 1,23x10* UFC/mL e ambos pardmetros ndo apresentaram diferenca significativa entre os
haras (P<0,05).

O haras 2 apresentou CCS semelhante entre todos os animais (P<0,05). No haras 4, o leite da
égua de numero 4 apresentou CCS significativamente diferente (P<0,05) do leite dos demais animais
(Tabela 2).

Os haras 1 e 3 apresentaram resultados heterogéneos entre os diferentes animais para a
variavel CCS, entretanto, a média deste parametro em ambos ndo diferiu significativamente dos
demais haras deste estudo (P<0,05).

TABELA 1. Analise de varidncia da contagem de células somaticas (CCS) e contagem bacteriana
total (CBT) medidas, pela metodologia eletronica, a partir de leite de éguas Mangalarga Marchador
oriundas de quatro diferentes haras localizados no raio de 120km de distincia de Goiania.

FV GL Quadrado Médio
CCS CBT
Haras 3 1,14x10° 4,57x10°
Residuo 253 7,83x10® 2,17x10°
CV (%) 170,53 119,59
X¢ 1,64x10" 1,23x10*

FV: Fonte de variagdo; GL:Grau de liberdade; CV: Coeficiente de variagdo; Xg: Média geral de todas as observagdes; * e **:
Significativos a 5% e 1% respectivamente.
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TABELA 2. M¢édias, por local de ordenha e geral, da contagem de células somaticas (CCS) e de
contagem bacteriana total (CBT) de leite de éguas Mangalarga Marchador oriundo de quatro
diferentes haras localizados no raio de 120km de distancia de Goiania.

Haras VARIAVEIS
CCS CBT
1 1,59x 10*a 1,43x 10%a
2 1,13x10%a 9,21x10°a
3 1,91 x10%a 1.20x 10*a
4 2,0x10%a 1,48x 10 a

Médias seguidas de mesma letra na coluna néo diferem significativamente entre si (Duncan, 5%). X, = média geral

DISCUSSAO

O método de citometria de fluxo foi escolhido devido as vantagens em relacdo aos métodos
tradicionais, como: alta precisdo centesimal relacionada a leitura eletronica; eliminacdo da
subjetividade da leitura humana; tempo reduzido para a andlise e, finalmente, o baixo custo.

A contagem de células somaticas média de 1,64x10* cél./mL, ndo apresentando diferencas
significativas entre os haras, permite ampliar para a espécie eqiiina, a afirmagao de (POUTREL, 1985)
sobre o leite bovino: “o leite maduro oriundo de animais saudaveis de mesma raga apresenta pouca
variac¢do no teor de CCS”.

Este resultado corrobora ainda com a afirmagdo de Dankow et al. (2006) de que a CCS no
leite eqiiino, oriundo de glandulas mamarias saudaveis, é consideravelmente inferior aquela do leite
bovino, caprino ou ovino. Segundo Bostedt et al. (1994) esta caracteristica ¢ devida ao posicionamento
da glandula mamaria eqiiina que proporciona menor exposi¢ao a injurias e infec¢des associadas, além
do freqiiente esvaziamento pelo potro, em torno de 60 vezes ao dia.

O valor da CCS encontrado neste estudo revelou-se proximo aos valores encontrados por
Zoege Von Manteufell (1989), Rieland (1997) e Hans (2000) que também analisaram o leite maduro
(Quadro 1). A grande inferioridade do presente resultado com relagdo aqueles apresentados por Rios et
al. (1989), Blomer (1990) e Prestes et al. (1999) pode ser explicada por uma possivel inclusdo de
éguas acometidas por mastite subclinica em seus estudos, pois estes autores obtiveram culturas
bacterianas positivas a partir do leite de algumas éguas clinicamente saudaveis.

A ligeira superioridade da CCS média encontrada no presente estudo, com relacdo aos
resultados de outros autores, tais como, (REMBALSKI, 1979; NASSAL ¢ REMBALSKI, 1980;
BARTMANN et al., 1996 ¢ CAROPRESE et al., 2007) pode ser devida a fatores como raca e stress
(COULON et al., 1996). Devido ao sistema extensivo de criagdo das éguas do presente estudo, alguns
animais apresentavam sinais de stress frente ao contato humano. Além disso, os autores citados
utilizaram outras racas, que ndo o Mangalarga Marchador, em seus estudos.

Pode-se afirmar que a CCS encontrada no presente estudo estd dentro do limite maximo
sugerido por Bostedt (1994) e Mielke (1994) — 6,5 x 10*cél./mL e também dentro do padrio de
normalidade do leite eqiiino sugerido por Jacobs (2004) de 1,0 x 10°cél./mL.

Na Tabela 2, observa-se que os haras foram semelhantes entre si para o parametro CCS
(P<0,05). Este comportamento indica que, em geral, os animais utilizados apresentaram glandulas
mamarias saudaveis durante todo o estudo (POUTREL, 1985). COULON et al. (1996) afirmaram que
o stress no momento da ordenha provoca aumento da contagem de células somaticas no leite bovino.
Os resultados encontrados no presente estudo, corroboram com esta afirmagdo. Os fatores
determinantes para esta observagdo foram de origens individual e, principalmente, ambientais ¢ de
manejo.

Os animais mais estressados durante a ordenha (oriundos do haras 3, cujo manejo determinava
um contato minimo com o homem), apresentaram maiores médias individuais de CCS. Por outro lado,
observou-se que individuos mais calmos durante a ordenha (exemplo, égua 6 do haras 3) apresentaram
baixa contagem de células somaticas.

No que diz respeito ao ambiente e manejo, observou-se que o habito de contato com o homem
(haras 2 e 4) e a apartagdo em determinado periodo do dia com vinda freqiiente aos estabulos (haras
4), além da reserva dos locais de ordenha a fim de evitar o contato com outros animais (haras 2 e 4),
foram determinantes para a redug@o do stress durante a ordenha e contribuiram para a baixa contagem
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de células somaticas encontradas nesses haras.

A CCS constantemente alta, porém, dentro dos limites de normalidade sugeridos por Jacobs
(2004), para o leite das éguas 8 do haras 3, ¢ 4 do haras 4, ndo pode ser explicada. O leite da égua 8 do
haras 3 apresentou baixa contagem bacteriana total (8,0 x 10’ UFC/mL) e parametros de composi¢io
diferentes do padrdo deste haras (maior concentracdo de gordura, indice crioscopico mais baixo, pH
ligeiramente menos alcalino, alta acidez). O leite da égua 4 do haras 4 apresentou contagem bacteriana
total e parametros de composicao dentro dos padrdes do haras.

O valor médio encontrado para a contagem bacteriana total neste estudo, 1,23x10* UFC/mL,
se deve a alta concentragdo de lisozima — enzima com propriedades antibacterianas, no leite equino.

A CBT encontrada neste estudo foi superior aos resultados de Neuhaus (1961) (3,0 a 7,8x10°
UFC/mL, apenas duas éguas); Storch (1985) (4,015x10° UFC/mL no leite coletado em tanque); e
Zoege Von Manteufel (1989) (5,9x10° UFC/mL) e intermediaria aos valores encontrados por
Rembalski (1979) (de 8,5 x 10° UFC/mL a 4,14x10" UFC/mL).

A inexisténcia de diferenga significativa (p>0,05) para a CBT entre os haras (Tabela 2)
confirma a padronizagdo de uma mesma higiene de ordenha durante a pesquisa (BRITO, 1995) ¢ o
bom estado de saude dos animais utilizados.

O haras 2, apesar de ndo diferir significativamente dos demais haras, apresentou a menor
CBT. Esta observacdo nos permite afirmar a necessidade de boa higiene e reducdo do transito de
animais no local da ordenha a fim de obter um produto com menor indice de contaminagao.

CONCLUSAO

A CCS média do leite oriundo de glandulas mamarias saudaveis de éguas Mangalarga
Marchador do Estado de Goias foi de 1,64x10%cél./mL e a CBT média foi de 1,23 x 10* UFC/mL.

O leite dos animais deste estudo apresentou alta qualidade microbioldgica representada pela
baixa CBT.
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