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RESUMO - A contagem de células somaticas (CCS) determina a quantidade de leucdcitos e células epiteliais
presentes no leite. Em caso de inflamacdo (mastite subclinica ou clinica), hd um aumento consideravel na CCS,
principalmente de neutréfilos. E importante quantificar e qualificar os tipos celulares presentes para conhecer o
grau de inflamacdo e caracterizar como aguda ou cronica. O objetivo deste trabalho foi testar quatro métodos de
coloracdo de células somdticas; broadhurst-Paley, hematoxilina-eosina, corante Panético® e May Grunwald-
Giemsa por meio da microscopia Optica e determinar a mais adequada para nossas condi¢des de laboratério.
Diante dos dados obtidos, elegeu-se a coloragdo de associa¢do de eosina e azul de metileno (May Grunwald-
Giemsa) com a qual se obteve resultados variando entre 60.000 e 58.690.000 células/mL em diferentes amostras
de leite bovino. Nao foi possivel quantificar as células pelos outros trés métodos de coloragdo devido as
alteracdes morfoldgicas exacerbadas das mesmas.
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ABSTRACT - The somatic cell count (SCC) determines the amount of leukocytes and epithelial cells present in
milk. In case of inflammation (subclinical or clinical), there is a considerable increase in SCC, especially
neutrophils. It is important to quantify and qualify the cell types present to know the degree of inflammation and
characterized as acute or chronic. The objective was to test four staining methods of somatic cells; Broadhurst-
Paley, hematoxylin-eosin stain Panoptic and May Grunwald-Giemsa by light microscopy and determine the most
suitable for our laboratory conditions. Considering the available data, was elected the association of eosin
staining and methylene blue (May-Grunwald Giemsa) with which they obtained results ranging from 60,000 to
58,690,000 cells / ml in different samples of bovine milk. It was not possible to quantify the cells by the other
three staining methods due to morphological changes exacerbated them.
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INTRODUCAO quando da ocorréncia de mastites. As células de

defesa sdo os leucdcitos, células que migram para o

A mastite constitui um dos maiores entraves a ubere quando este sofre alguma agressdo, como por
exploracdo leiteira, ndo somente pelas perdas exemplo, nos casos de infec¢des. Os leucdcitos
econdmicas provocadas pela reducdo da producdo e fagocitam e digerem os microorganismos invasores.
alteragdo dos principais componentes, como também Do total de células somdticas, 75 a 98% sao
pela diminui¢do da vida produtiva dos animais, correspondentes a células de defesa e 2 a 25%, de
conseqiiente ao comprometimento dos quartos células epiteliais, provenientes da descamagdo
mamadrios (Domingues et al., 1999). natural que ocorre no tecido de revestimento e

secretor interno da glandula mamaria (Ribas, 1994).
As células somdticas no leite sdo constituidas por
células de defesa e epiteliais, sendo desta forma um A coloracdo de células somdticas (CCS) pode ser
pardmetro para monitorar a qualidade do leite realizada utilizando-se metodologia indireta, como o
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CMT (Califérnia Mastite Teste) e direta, quer seja
por contagem microscépica ou contagem eletronica.
A contagem de células somdticas (CCS) trata-se de
um excelente indicador da saide da glandula
mamdria e da qualidade do leite. A andlise de leite
do tanque é uma ferramenta util para avaliar a
qualidade do leite e monitorar a saide da glandula
mamaria em nivel de rebanho, além de ser utilizada
como parametro para pagamento do leite (Santos,
2005).

No Brasil, a coloragdo e contagem automatica direta
de células somdticas do leite sdo realizadas
preferencialmente por duas marcas de equipamentos,
Somacount (Bentley Instruments Incorporated,
Minnesota, EUA) e o Fossomatic (Foss Electric,
Dinamarca). Estes aparelhos funcionam
genericamente sob o principio de citometria de
fluxo, que consiste na contagem microscopica dos
nucleos corados de células isoladas e deslocados em
frente da objetiva do microscopio por um liquido de
escorrimento  laminar (Cecalait, 1993). Para
realizacdo da contagem microscopica manual ha
possibilidade da utilizacdo de diversos protocolos de
coloracdo, sendo cldssico o método descrito por
Prescot & Breed (1910) que € bastante trabalhoso
quando de um maior nimero de amostras. Outras
coloracdes sdo sugeridas utilizando o método
modificado de Prescot e Breed: Broadhurst-Paley
(Santos & Vilela, 1983), May Grunwald-Giemsa
(Morgante et al, 1996), Hematoxilina-eosina
(Benites et al., 2001) e o Panétipo®, corante a base
de eosina e azul de metileno.

A International Dairy Federation (1981) estabeleceu
500.000 células somadticas (cel/mL) no leite como
limite maximo para leite normal, passando este a ser
um referencial maximo para paises que queiram
ingressar no mercado internacional de exportagdo de
leite. No Brasil, o Ministério da Agricultura,
Pecuaria e Abastecimento alterou a legislacdo sobre
a producdo de leite através da Normativa n® 51. A
adaptacdo dos produtores a essa nova lei serd
gradual, com valor mdximo inicial de CCS em
1.000.000 células/mL, sendo previsto um decrescimo
de 400.000 células/mL apdés 7 anos da entrada em
vigor dessa legislacdo (Santos, 2002).

O presente estudo teve por objetivo, avaliar a
coloracdo de células somdticas através de quatro
métodos de coloragdo, sendo eles, Broadhurst-Paley,
May Grunwald-Giemsa, Hematoxilina-eosina e
Pandtico®. Além disso, realizar a contagem
diferencial entre células epiteliais,
polimorfonucleares e mononucleares de leite
submetido ao CMT (California Mastite Test) com
resultado positivo.
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MATERIAL E METODOS

As amostras de leite foram coletadas em 13
propriedades rurais, totalizando um rebanho de 306
animais, 1224 tetos examinados, com CMT positivo
para 151 tetos classificados como mastite subclinica
em 117 vacas do entorno da regido do Caparad, sul
do Estado do Espirito Santo.

Antecedendo as atividades dos protocolos de
coloragdo, fez-se necessdria a preparagdo dos
materiais que seriam utilizados para a condugdo do
experimento, tais como os corantes citados abaixo,
além da alteracdo da drea da lamina onde o leite
seria distribuido para coloracdo e posterior leitura
por microscopia ptica, visto que, segundo Pescot &
Breed (1910) os padrdes de drea descritos seriam de
10 mm / 10 mm, no entanto optou-se pelas
propor¢des de 50 mm / 2 mm, mantendo-se assim a
drea de 1 cm’.

Apos a assepsia de cada teto, as amostras de leite
foram coletadas para a realizagdo do teste CMT.
Neste contexto, somente as amostras positivas ao
teste foram selecionadas. Todo o material foi
acondicionado em caixas isotérmicas contendo gelo
reciclivel e encaminhado para andlise ao
Laboratério de Microbiologia Veterindria da
Universidade Federal do Espirito Santo.

Apbs o processamento das amostras, as mesmas
foram submetidas a quatro tipos de coloragdo, sendo
elas, Broadhurst-Paley, indicado por Santos & Vilela
(1983), coloragdo com hematoxilina-eosina (Benites
et al., 2001), corante Pan6tico® (Laborclin Pinhais —
Parand) e coloracdo May Grunwald-Giemsa e outras
associacdes bdsicas de eosina e azul de metileno
citadas por Morgante et al. (1996), Dulin et al.
(1982) e Rosenfeld . (1947).

Como padrio ouro, foi implantado o método descrito
por Prescot & Breed (1910) modificado, onde apés a
fixacdo e coloracdo do leite, contou-se 100 campos
microscépicos ao longo da lamina, diferenciando as
células entre polimorfonucleares (neutréfilos
principalmente) e mononucleares (linfécitos e
mondcitos). Entdo se multiplicou o total de células
encontradas por 5000 e pelo fator de dilui¢ao.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Entre os métodos testados, a coloracdio de May
Grunwald-Giemsa apresentou os melhores resultados

quanto a visualizagdo de morfologia e contagem
celular nas condi¢des de nosso laboratério (Figura
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1), pois as demais coloragdes, devido as diversas
etapas de lavagem e fixag¢do, sempre resultaram em
contagens extremamente inferiores, além de
apresentarem alteracdes morfolégicas exacerbadas
de células quando comparados a coloragdo de May
Grunwald-Giemsa. Com base na contagem
diferencial das laminas, observaram-se algumas
amostras dentro do padrio indicado pela
International Dairy Federation (1981) e um elevado
nimero de amostras que ultrapassaram o limite de
500.000 células/mL. Em um total de 79 amostras de
leite, foram encontrados 58.480.000
polimorfonucleares e 1.260.000 mononucleares,
totalizando 59.740.000 células (Tabela 1).

A alteragdo da drea de contagem da ldmina (onde
seria distribuido o leite) de 10 mm por 10 mm
descrita por Prescot & Breed (1910) para 50 mm por
2 mm, mantendo-se assim a area de 1 cm?, melhorou
o manuseio da ldmina no microscdpio, assim como a
diluicdo do leite em salina (ndo citada em outros
trabalhos, mas realizada por nds) facilitou, pois
muitas amostras possuiam numero excessivo de
células que inviabilizam a contagem devido a
sobreposicao de células.

Observou-se que ao refrigerar o leite, a morfologia
celular foi alterada dificultando a diferenciacdo entre
MN e PMN, sendo necessdria a realizag@o da tarefa

-
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Figura 1. Esfregaco de leite corado com Coloracio May Grunwald-
Giemsa, mostrando linfécitos (A) neutréfilos (B) e células epiteliais de

descamacio (C).

Tabela 1. Resultados obtidos da contagem de 79 amostras, coradas com May Grunwald-Giemsa, referentes aos
valores minimos, médios e maximos de polimorfonucleares (PMN), mononucleares (MN) e total de células/mL.

PMN MN Total
minimo 50.000 10.000 60.000
médio 2.337.531 210.443 2.547.974
maximo 58.480.000 1.260.000 59.740.000
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no mesmo dia da coleta. A nao dilui¢do das amostras
também prejudicou o experimento, ja que as células
revelaram-se sobrepostas.

Os métodos de Broadhurst-Paley e Panético®
revelaram-se inadequados para o leite bovino, ja que
apresentaram grande quantidade de gordura e ainda
ndo  possibilitaram a  diferenciagdo  entre
polimorfonucleares (PMN) e mondcitos (MN). A
coloracdo hematoxilina-eosina ndo demonstrou
praticidade e agilidade, o que tornou invidvel a sua
utilizagdo.

Quando comparado as demais coloragdes, o corante
May Grunwald-Giemsa mostrou-se superior, pois
além de pratico, evidenciou a morfologia celular e a
distingdo de cores entre PMN e MN. Além disso,
facilitou observar a coloracdo especifica das
estruturas de diferentes tipos celulares, facilitando a
diferenciacdo.  Deste = modo, os linfécitos
apresentaram nucleo azul-violeta e citoplasma azul,
os mondcitos niicleo azul-violeta e citoplasma azul,
os neutrdfilos nucleo azuil escuros e citoplasma rosa
palido com granulagdes de tons réseos a azul claro,
os basoéfilos micleo purpura a azul escuro com
granulacdes volumosas cobrindo todo citoplasma
azul escuro, os eosindfilos nicleo azul e citoplasma
rosa pélido com granulos volumosos vermelho a
vermelho laranja.

A quantidade excessiva de células somadticas
encontradas justificou o fato de todas as amostras
serem classificadas como CMT positivo, o que prova
a presenca principalmente de mastite subclinica. A
mastite subclinica determina, ainda, mudancas na
concentragdo dos principais componentes do leite,
como: proteina, gordura, lactose, minerais e enzimas.
Os principais fatores relacionados com a alteragdo
dos componentes do leite sdo as lesdes das células
produtoras de leite, que podem resultar em
alteracdes da concentracdo de lactose, proteina e
gordura, e aumento da permeabilidade vascular, que
determina o aumento da passagem de substancias do
sangue para o leite, tais como sddio, cloro,
imunoglobulinas e outras proteinas séricas (Steffert,
1993).

A CCS apresenta-se um indicador da saide da
glandula mamdria e o desenvolvimento de
equipamentos para contagem automatica de células
somdticas facilitou os estudos relacionados ao
manejo e a incidéncia de mastite na espécie bovina
(Philpot, 1986). Gadini et al. (1997) observaram
que, como a medida da CCS € mais ficil e mais
barata quando comparada com os testes
bacteriolégicos, esta tem se convertido numa
ferramenta importante para o manejo de animais
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leiteiros. A CCS serve como um método preventivo
por permitir o acompanhamento regular da situagdo
individual dos animais em lactacdo, levando a
diminuicdo da incidéncia de mastite nos rebanhos
(Ribas, 1994). Allore et al. (1998) indicaram que a
contagem feita com amostras individuais € utilizada
como medida de satide do dbere, enquanto que a
CCS das amostras do tanque de leite € usada como
medida de qualidade.

Alcancar os padrdes de contagem de células
somadticas estabelecidos pela IN 51 ndo requer tdo
somente critérios de inspecdo e vigilancia, mas de
disseminagdo de uma politica de qualidade que
envolva todos os participantes do processo. A norma
determina padrdes, porém, as mudangas em prol da
qualidade exigem a consciéncia da inddstria e do
produtor. Dessa forma, considera-se que a IN 51
permitird com sua implantagdo gradual, que esta
consciéncia, mesmo que de forma imposta
legalmente, seja colocada em pratica.

CONCLUSOES

Diante dos resultados, concluimos que a coloragdo
de May Grunwald-Giemsa mostrou-se superior
quando comparada as demais coloracdes,
apresentando um minimo e maximo de células totais
por mL de 60.000 e 59.740.000 respectivamente. Os
métodos Broadhurst-Paley, hematoxilina-eosina e
corante  Pandtico®  provocaram  significantes
alteragdes morfoldgicas nas células, acarretando em
impossibilitar uma contagem diferencial
significativa.
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