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Somatic cell count (SCC) determines the amount of leucocytes and epithelial
cells present in milk. It is used for monitoring the subclinical mastitis in the
herd. Various tests can be used for SCC. For convenience and accuracy there is
the electronic counting by flow cytometry. Microscopic slides count is the stan-
dard method for the determination of SCC in raw milk with the classic method
described by Prescot and Breed (1910). This study aimed to evaluate the diffe-
rential cell count in milk of cows with subclinical mastitis, by optical microsco-
py, in slides stained by May Grunwald-Giemsa and Gram. In both staining the
cells showed morphological changes. However, the unidentifiable cell percenta-
ge did not exceed 10% enhancing the applicability of the differential cell counts,
as used in leucocytes in hematologic smears. There were small variations in
the counts with the two colorations. There was a predominance of neutrophils
(>60%), followed by lymphocytes (>25%) consistent with the characterization of
the samples as coming from rooms with subclinical mastitis. May Grunwald-
-Giemsa stain showed similar results to Gram. The main differences between
the colorations are based on the amplitude and intensity of staining, the Gram
stain which stood out. In Gram staining of cytological entire background and
other elements were evidenced. The Gram had the advantage of circular voids
view corresponding to fat, enabling setting on the presence of neutrophils in
milk for a long time, in some samples and identification of bacteria was easily
accomplished. It is concluded that the viability staining Gram alternatively, and
further is used as a complementary color, which would increase the represen-
tation of counts and the ability of observations of other elements in the sample.
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RESUMO. A contagem de células somaéticas (CCS)
determina a quantidade de leucécitos e células epi-
teliais presentes no leite. E utilizada para o moni-
toramento dos indices de mastite subclinica no re-
banho. Varios testes podem ser usados para a CCS.
Pela praticidade e precisdo destaca-se a contagem
eletronica por citometria de fluxo. A contagem mi-
croscopica em laminas é o método de referéncia para
a determinacio da CCS em leite cru sendo cléssico o
método descrito por Prescot & Breed (1910). Objeti-
vou-se avaliar a contagem diferencial de células no
leite de vacas com mastite subclinica, por microsco-
pia Optica, em laminas coradas pela técnica de May
Grunwald-Giemsa e Gram. Em ambas as coloragdes
as células apresentaram variagdes morfologicas.
Contudo, o percentual de células ndo identificaveis
nao ultrapassou 10% reforcando a aplicabilidade da
contagem diferencial de células, como utilizado em
leucécitos em esfregacos hematol6gicos. Ocorreram
pequenas varia¢des nas contagens com as duas co-
loragdes. Observou-se o predominio de neutrofi-
los (>60%), seguidos de linfécitos (>25%) de forma
consistente com caracterizacdo das amostras como
procedentes de quartos com mastite subclinica. A
coloragdo de May Grunwald-Giemsa apresentou
resultados semelhantes ao Gram. As principais di-
ferencas entre as coloragdes baseiam-se na ampli-
tude e intensidade de coloracao, a qual a coloragao
de Gram destacou-se. Na colora¢do de Gram, todo
o fundo citolégico e outros elementos foram evi-
denciados. O Gram apresentou como vantagem a
visualizagdo de vazios circulares correspondentes
a gordura, possibilitando definir sobre a presenca
dos neutréfilos no leite por um tempo prolongado,
e em algumas amostras a identificagdo das bactérias
foi facilmente realizada. Conclui-se pela viabilida-
de da coloracdo de Gram como alternativa, e ainda
mais se utilizada como coloragdo complementar, o
que aumentaria a representatividade das contagens
e a possibilidade de observacdes de outros elemen-
tos na amostra.

PALAVRAS-CHAVE. Coloracao, citologia, leite, células
somaticas.

INTRODUCAO

A mastite, inflamagdo da glandula mamaria, é
a infeccdo mais frequente dos animais destinados
a producao de leite e a que mais onera a pecudria
leiteira. Os impactos econdmicos sdao decorrentes
da queda na produgdo leiteira, perda na qualidade
do leite, maior custo de producao e descarte pre-
maturo de vacas por perda de um ou mais quartos
mamarios (Lopes et al. 2012).

A contagem de células sométicas (CCS) é um
método convencional e amplamente utilizado para
o monitoramento da qualidade do leite e satide da
glandula, sendo valiosa para auxiliar os produ-
tores de leite na avaliacdo dos indices de mastite
subclinica em seus rebanhos e para estimativas das
perdas economicas decorrentes (Coldebella et al.
2003, Santos & Fonseca 2007, Lopes et al. 2011). E
ainda, é observado um efeito especifico dos pato-
genos na variagdo da CCS (Souza et al. 2009, Mello
et al. 2012).

As células somaéticas do leite sdo leucdcitos e
células epiteliais provenientes da esfoliacdo dos
acinos galact6foros do tbere, cisterna mamaria e
cisterna do teto e sdo eliminadas no leite durante o
curso normal da lactagdo (Galiero & Morena 2000).
Os leucdcitos sao constituidos por varios tipos de
células. Os encontrados no leite da glandula ma-
madria sadia sdo (aproximadamente): macréfagos
(60%), neutréfilos (15%) e linfocitos (25%), e na
ocorréncia de mastite 90% a 95% do total de célu-
las presentes sdo polimorfonucleares (neutrofilos,
eosindfilos e basofilos) (Pillai et al. 2001, Sladek
et al. 2006, Piepers et al. 2009, Koess & Hamann
2008, Baumert et al. 2009), que migram via circu-
lagdo sanguinea para a glandula mamaria com a
funcdo de combater agentes agressores (Blowey
& Edmondson 2010, Dong et al. 2012). Apesar de
serem essenciais como primeira linha de defesa ce-
lular contra os patoégenos da mastite (Piepers et al.
2009), os polimorfonucleares (PMN) apresentam
grande potencial de destruicao do tecido glandu-
lar, seja pela secrecao de mediadores inflamatérios
ou pelo extravasamento citoplasmatico decorrente
da necrose.

A celularidade do leite é influenciada por fato-
res como numero de lactagdes, condicdes climati-
cas, raca e idade do animal, época do ano, manejo
e nutricdo, mas a infeccdo da glandula maméria é o
principal fator que leva ao aumento e alteracdo da
celularidade do leite (Pyoréld 2003, Della Libera et
al. 2011).

Vérios testes podem ser usados para a determi-
nacao da contagem diferencial de células no leite.
A contagem microscopica é pouco utilizada, pois
demanda muito tempo e apresenta baixa reprodu-
tibilidade, devido a subjetividade (Koess & Ham-
man 2008). Pela praticidade e precisdo da técnica
destaca-se a contagem eletronica por citometria de
fluxo (Rivas et al. 2001, Dosogne et al. 2003, Koess &
Hamman 2008, Piepers et al. 2009, Mira et al. 2013).

Tecnicamente a microscopia direta envolve a
contagem total de células e a identificacao morfo-
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légica destas, estabelecendo uma distribui¢do que
pode demonstrar a resposta organica através do
infiltrado leucocitario no leite. Para realizacdo da
contagem microscopica direta hd possibilidade da
utilizagdo de diversos protocolos. A contagem mi-
croscopica em ldminas é referéncia para a determi-
nacdo da CCS em leite cru sendo classico o método
descrito por Prescot & Breed (1910). Na coloracgao
sdo empregados corantes padronizados ja testados
(Rosenfeld 1947, Santos &Vilela 1983, Morgante et
al. 1996, Benites et al. 2001). Recentemente, os me-
lhores resultados em diferentes amostras de lei-
te bovino foram obtidos com a coloracdo de May
Grunwald-Giemsa (Viana et al. 2010).

Objetivou-se avaliar a contagem diferencial
de células somaticas no leite de vacas com masti-
te subclinica, por microscopia 6ptica, em laminas
coradas pela técnica de May Grunwald-Giemsa e
pela coloracao de Gram.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados os quatro quartos mamarios de seis
vacas pluriparas, mesticas (holandés x zebu), do setor
de Bovinocultura de Leite da Universidade Federal Ru-
ral do Rio de Janeiro, mantidas em regime de pastejo,
recebendo concentrado comercial, além de mistura mi-
neral completa e dgua sem restri¢do. Avaliacdes clinicas
e hematolégicas foram realizadas previamente sendo
utilizadas apenas vacas que, além de boa condigdo fisi-
ca (escore de condigdo corporal 3,0 ou 3,5) e parametros
hematolégicos normais apresentavam infeccao intrama-
maria subclinica identificada pelo California Mastitis
Test (CMT) realizado no inicio da ordenha (Schalm &
Noorlander 1957), ap6s higiene da pele do teto e dstio
com algoddo embebido em &lcool 70%.

Apés o CMT, de cada quarto mamario foram colhi-
das amostras de leite. Aliquotas de 40 mL foram trans-
feridas para frascos especificos, contendo o conservante
bronopol e recipientes esterilizados isentos de conser-
vante. Amostras contendo bronopol foram homogenei-
zadas por inversdo, mantidas sob-refrigeracao e encami-
nhadas por Sedex, em no méximo 48 horas, para CCS
(células/mL), na Clinica do Leite (ESALQ-USP) por mé-
todo de referéncia (Brasil 2011).

Das aliquotas sem conservantes foram preparadas
laminas conforme técnica descrita por Pilla et al. (2012),
modificada. Uma aliquota de 2,0 mL de leite foi dilui-
da com 5,0 mL de PBS contendo 0,5% de EDTA (PBS-
-EDTA) e centrifugada a 125 g por 15 minutos em tubos
conicos estéreis. A camada de gordura e o sobrenadante
foram desprezados, 10 uL do botado de células do fundo
do tubo foi ressuspendido em 2,0 ml de PBS-EDTA, e
posteriormente por meio de pipeta Pasteur distribuido
homogeneamente na superficie de laminas perfazendo
uma area de 1 cm?. As laminas foram feitas em duplica-
ta, secas ao ar e coradas com May-Griinwald Giemsa e
pelo Gram.

Em cada lamina foram contadas 100 células, obser-
vadas em microscépio 6ptico com objetiva de imersdo
(100x) baseando-se na contagem por representacdo per-
centual dos diferentes tipos celulares tal como na leuco-
metria global do hemograma, tendo-se apenas adaptado
a area de contagem ao tipo de esfregaco, no caso, em
movimento de “borda grega” ou alternados do extremo
de uma margem a outra da area de Imm? do esfregaco.
Estas células foram diferenciadas e discriminadas em
linfécitos, macréfagos e neutrofilos.

A identificacdo das células foi realizada baseando-se
nas similaridades morfoldgicas entre da microscopia de
leucécitos em esfregacos hematolodgicos (Coles 1987). Si-
multaneamente a esta contagem de leucdcitos, foi regis-
trado o percentual de células ndo identificdveis, conside-
rando que a presenca de células ndo identificaveis acima
de 10% implica em erro significativo e recontagem.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Considerando as dificuldades inerentes ao tipo
de amostra (lactea), uma vez que se trata de identi-
ficar células de um infiltrado leucocitario, estas fora
do seu meio natural (sangue), e que, estdo sujeitas a
processos degenerativos como cariorexis e cariolise,
apresentaram-se com diversos padrdes morfologi-
cos e niveis de reconhecimento variados. Contudo,
o percentual de células nao identificaveis ndo ultra-
passou 10% nas contagens, reforcando a aplicabili-
dade da contagem diferencial de células, como uti-
lizado em leucécitos em esfregagos hematoldgicos.

Ocorreram pequenas variagdes nas contagens
das amostras com as duas coloragdes, ndo sé por
eventuais dificuldades de identificacdo celular,
mas também pela distribuicdo ndo uniforme das
células nas laminas, o que foi minimizado por re-
peticdes da contagem e identificacdo de no minimo
de 100 células na amostra.

As médias e o desvio padrao das contagens de
células nas coloracoes de Gram e May-Griinwald
Giemsa (Tabela 1) deixam claro que ambas as colo-
ragdes sdo vidveis para a identificagdo e a contagem
diferencial das células em esfregacos de leite.

Observou-se a predomindncia de neutroéfilos
(>60%), seguidos de linfocitos (>25%), em propor-
¢oes que diferem daquelas relacionadas para o leite
de glandulas mamarias sadias (Sladek & Rysanek
2010, Schwartz et al. 2011) em que predominam
macroéfagos (60%) e linfécitos (25%) e de mamas
com mastite clinica em que os neutréfilos sao as
células predominantes (Morin 2009) e os PMN che-
gam a 90% do total de células (Sladek et al. 2005).
Sarikaya et al. (2006) constataram que a populagao
celular varia de acordo com a contagem total de cé-
lulas somaticas, evidenciando que a contagem de
neutrdfilos aumenta enquanto a de linfécitos decai
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Tabela 1. Médias em porcentagem das contagens de células
nas colora¢des de Gram e May-Griinwald Giemsa.

Tipos celulares May-Grinwald Coloragdo  Valor de p
Giemsa de Gram

Neutrofilos 624 +18,5 61,9+19,6 0,8123

Mondcitos 12+83 11,8+9,4 0,9447

Linfécitos 25,6 £16,2 25,8 +14,5 0,7394

Nao Identificadas 1,6+1,6 14+15 0,621

Outras* 0,2 0

*Eosinoéfilos e células epiteliais (1 célula).

com a elevacdo da CCS. Também, Mira et al. (2013)
observaram alteracdes na celularidade do leite,
principalmente por elevagdo de neutrdéfilos em re-
lagdo ao aumento do total de células somaticas. A
porcentagem de neutréfilos observada por Mira et
al. (2013) em amostras de leite com CCS menor que
200 mil células/mL (45,34 £ 27,10 células) foi me-
nor que a observada no presente estudo.

As contagens celulares com concentragdo pre-
dominante de neutroéfilos confirmam a presenca de
infecgdo subclinica, visto que o aumento da CCS no
leite durante o processo infeccioso da mama ocor-
re principalmente devido ao influxo de neutrdfi-
los para a glandula mamaria (Pyorola 2003, Morin
2009, Della Libera et al. 2011).

A coloracao de May Grunwald-Giemsa apre-
sentou resultados semelhantes ao Gram quanto a
diferenciacdo morfoldgica e contagem celular, di-
vergindo dos resultados obtidos por Viana et al.
(2010) em que a coloracdo com Broadhurst-Paley,
hematoxilina-eosina e corante Panético®, devido
as diversas etapas de lavagem e fixacao resultaram
em contagens extremamente inferiores, além de
apresentarem alteracdes morfolégicas exacerbadas
de células quando comparados a coloracdo de May
Grunwald-Giemsa.

As principais diferencas entre o uso alternativo
da coloracdo de Gram e May-Griinwald Giemsa
baseiam-se principalmente na amplitude e inten-
sidade de coloracdo, a qual a coloragdo de Gram
destacou-se. Enquanto na coloracdo hematoldgica
os elementos corados dos esfregagos restringiram-
-se as células leucocitarias com um fundo citol6gi-
co praticamente ndo corado, na coloragao de Gram,
todo o fundo citolégico e outros elementos foram
evidenciados.

O fundo citolégico na coloracao de Gram apre-
sentou material amorfo rosa entremeado por vazios
circulares de diferentes didmetros, estes correspon-
dentes a imagens negativas de gordura, esta carac-
teristica embora visualmente saturada, aumentou a
possibilidade de discriminar células nucleadas, no
caso os diferentes tipos leucocitarios.

Neutrofilos sdo as primeiras células recrutadas
durante a infec¢do mamaria (Paape et al. 2003) e
predominam no inicio da inflamacdo (Sordillo et
al. 1997). No leite tendem a ser menos funcionais
que os presentes na corrente sanguinea sendo a
ingestdo de caseina e gordura relacionada com a
perda dos pseuddépodes, diminuindo drasticamen-
te sua atividade fagocitica e bactericida (Rainard
& Riollet 2006). Assim, as células que ja estavam
presentes no leite sao menos efetivas na resposta
imunolégica do que as células recrutadas e que mi-
gram do sangue para o leite (Baumert et al. 2009).
A coloragao de Gram apresentou como vantagem a
visualizagdo de vazios circulares correspondentes
a gordura, possibilitando definir sobre a presenca
dos neutroéfilos no leite por tempo prolongado.

Em algumas amostras a identificacdo das bac-
térias foi facilmente realizada. Entretanto, a colo-
ragdo de Gram torna impossivel a identificagdo de
granuldcitos eosinéfilos, uma vez que a saturagao
cromatica rosa impede a evidenciagao deste leu-
cocito. Por outro lado um infiltrado com este tipo
celular é raro, s6 sendo observada uma célula em
um dos 24 esfregacos de leite corado com o May-
-Griinwald Giemsa. Pequeno ntimero de eosindfi-
los (0,7%) foi também observado por Della Libera
et al. (2004) na citologia de ldmina de citocentrifu-
gacdo de leite de bufalas higidas.

CONCLUSOES

Ficou clara a viabilidade da técnica da coloracao
de Gram, como alternativa, e ainda mais se utili-
zada como uma coloracdo complementar, o que
aumentaria a representatividade das contagens e
a possibilidade de observagdes de outros elemen-
tos diagnosticados na amostra de leite a analisar.
A identificagdo morfolégica é um aspecto subjetivo
e, portanto pode apresentar questdes de afinidades
pessoais, o que pode ser minimizado pelo exerci-
cio pratico do emprego da proposta de coloragao
alternativa.

Comité de ética. Este trabalho foi autorizado pelo
Comité de Etica no Uso de Animais em Pesquisa da
UFRR]J, sob o ntmero 085/2012. (Reunido ordinaria 05
de novembro de 2012).
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