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O presente estudo teve como objetivo a analise da
celularidade, a comparagdo dos diferentes métodos de contagem
celular e a quantificacdo dos diferentes tipos celulares presentes
no leite de ovelha da raca Lacaune através da contagem de
células somaticas (CCS) automdtica e da CCS microscopica.
Coraram-se os esfregagos lacteos com os corantes verde de metil
e pironina-Y e Rosenfeld. O valor mediano da contagem celular
automatica foi de 0,145 x10° células/mL de leite, e os valores
das contagens microscopicas diretas utilizando verde de metil e
pironina-Y e Rosenfeld foram respectivamente de 0,157 ¢ 0,193

RESUMO

x106 células/mL de leite. Avaliaram-se as amostras destinadas as
contagens microscopicas diretas de acordo com os diferentes tipos
celulares, encontrando-se os valores de 0,094 ¢ 0,14 x10° células
mononucleares/mL, 0,063 e 0,051 x10°células polimorfonuclares/
mL de leite na coloragdo de verde de metil e pironina-Y e Rosenfeld,
respectivamente. Portanto, pode-se concluir que houve diferencas
entre os métodos de contagem celular. Com o corante verde de
metil e pironina-Y e a contagem automatica, o namero de células
encontrado foi inferior, quando comparados com a microscopia
direta utilizando o corante de Rosenfeld.
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ABSTRACT

AUTOMATIC AND DIRECT MICROSCOPIC SOMATIC CELLS COUNT OF LACAUNE DAIRY SHEEP, USING THE
ROSENFELD AND METHYL GREEN-PIRONIN STAINS

The objectives of the present study were the analysis of
cell counts, the comparison between different methods for counting
cells and the quantification of different types of cells observed in
the milk of Lacaune sheep, using automatic somatic cell counts
(SCC) and direct microscopic SCC. Milk smears were stained with
methyl green-pyronin-Y and Rosenfeld stain. Mean of automatic
cell counts was 0.145 x10° cells/mL of milk, and mean of direct
microscopic counts using methyl green-pyronin-Y and Rosenfeld
were respectively 0.157 and 0.193 x10°cells /mL of milk. Samples
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used in direct microscopic counts were evaluated according to the
different types of cells and the following results were recorded:
0.094 and 0.14 x10° mononuclear cells /mL, 0.063 and 0.051 x10°
polymorphonuclear cells /mL of milk using methyl green-pyro-
nin-Y and Rosenfeld stain, respectively. It may be concluded that
there were differences in the methods used for counting cells. The
number of cells recorded was lower when methyl green-pyronin-Y
and automatic counts were used, compared with direct microscopy
using Rosenfeld stain.
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INTRODUCAO

A glandula mamaria dos pequenos ruminantes
apresenta particularidades fisiologicas durante sua
secrecdo (PAAPE et al., 2001). A glandula mamaria ¢
considerada glandula com secrecao do tipo apdcrina.
Durante a lactacdo, secreta corpusculos resultantes do
desprendimento das células do epitélio de revestimento
dos alvéolos (CONTRERAS et al., 1996; PAAPE et
al., 2001). Muitos desses corpusculos ndo apresentam
nucleos, porém alguns deles sdo eliminados com
eles (GOMES et al., 2002). Apesar de serem muitas
vezes anucleados, sdo semelhantes no tamanho e na
morfologia aos leucdcitos e, dessa forma, podem ser
confundidos com as células somaticas (GOMES et al.,
2006). Por esse motivo, ¢ recomendada a utilizagio de
métodos de contagem celular especificos para células
nucleadas (DNA) (CONTRERAS et al., 1996; GOMES
et al., 2006).

As contagens mais conhecidas sdo a con-
tagem de células somaticas (CCS) automatica e
a CCS microscopica. Para a CCS automatica, ¢
necessario o envio das amostras para laboratorios
especializados, além da padronizacdo do aparelho
para o leite de ovelhas, estudo ausente na literatura
brasileira. Para a CCS microscopica, € necessario
apenas o conhecimento de colora¢des mais adequa-
das para a secrecdo lactea da espécie a ser avaliada
(PENGOV, 2001).

As coloragdes ideais para o leite dos pequenos
ruminantes ainda sdo discutiveis. GONZALO et al.
(2003) verificaram falhas na coloracdo de azul de
metileno, que, por ser inespecifico entre as células e
os corpusculos citoplasmaticos, induziu alteragdes nas
contagens celulares. GOMES et al. (2006) observaram
que uma das coloragdes ideais para a CCS microsco-
pica em ovelhas da raca Lacaune foi a pyronina-Y.
BARBOSA et al. (2006), trabalhando com leite de
ovelhas da raca Santa Inés, concluiram que a coloracdo
por Broadhurt-Palley foi mais eficiente que a coloracao
por hematoxilina-eosina.

A contagem microscopica direta com verde de
metil e pironina-Y, corante DNA-especifico, ¢ o méto-
do referendado como padrdo para avaliar a contagem
de células somaticas no leite de cabras, que também
possui secre¢ao lactea do tipo apocrina, pois possibilita
a coloracdo apenas das células nucleadas e permite

a exclusdo dos corpusculos citoplasmaticos do leite
(ZENG et al., 1997).

A contagem eletronica de células somaticas em
equipamentos baseados em citometria de fluxo (So-
macount ou Fossomatic) e a contagem microscopica
direta, utilizando-se corante ndo especifico para DNA,
sdo utilizadas para a enumeracao das células do leite
de vacas, mas precisam ser analisadas para a utiliza-
¢do em ovelhas, pois podem elevar aparentemente a
concentracao de leucdcitos no leite dessa espécime,
principalmente porque o contador automatico ¢é cali-
brado com o leite de vacas.

A CCS pode ser influenciada por fatores fi-
sioldgicos, como estresse, fase da lactacdo, idade da
fémea (BOSCOS et al., 1996; CONTRERAS et al.,
1996; LAFI et al., 1998; SEVI et al., 2000; PAAPE
et al., 2001; ALBENZIO et al., 2003; BERGONIER
et al., 2003; LEITNER et al., 2003; BIANCHI et al.,
2004; GONZALO et al., 2004; ANDERSON et al.,
2005), nimero de lactagdes, fragdes do leite, ragas,
estados nutricionais (GONZALEZ-RODRIGUEZ et
al., 1995; FTHENAKIS, 1996; PAAPE et al., 2001;
BERGONIER et al., 2003; ANDERSON et al., 2005)
e por fatores patoldgicos como a infecgdo intrama-
maria (CONTRERAS et al., 1996; KIRK et al., 1996;
BURRIEL, 2000; PAAPE et al., 2001; BERGONIER
et al., 2003).

BRITO et al. (2006) avaliaram o leite de cem
ovelhas da raca Lacaune em diferentes fases de lac-
tacdo, criadas no Sul do Brasil, ¢ verificaram o valor
médio de 0,171 x 10° células/mL de leite, utilizando
contagem automatica por citometria de fluxo. O estudo
de BARBOSA et al. (2006) mostrou variagdes celulares
decorrentes da raca Santa Inés, com valor mediano
de 0,176, 0,114 e 0,205 x 10° células somaticas/mL
de leite, em que se utilizou contador automatico e se
realizou contagem microscopica direta com colorago
de hematoxilina-eosina e Broadhurst-Paley, corantes
ndo especificos para DNA.

Em fungdo da escassez de pesquisas interna-
cionais e nacionais sobre a celularidade do leite de
ovelhas, bem como de técnicas empregadas para a
enumeracdo dessas células, a presente pesquisa teve
como objetivo a analise da celularidade, a compara-
¢do dos diferentes métodos de contagem celular e a
quantificag¢do dos diferentes tipos celulares presentes
no leite de ovelhas da raca Lacaune.
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MATERIAL E METODOS

No estudo realizado, procedeu-se a analise
de duzentas amostras de leite, provenientes das
metades mamarias de cem ovelhas da raga Lacaune,
em diferentes fases de lactagdo, oriundas de um re-
banho localizado no estado do Rio Grande do Sul.
Excluiram-se, dessa investigagdo, as fémeas ovinas
que apresentaram alteragdo no exame fisico da glan-
dula mamaria.

Antes do inicio da ordenha, colheram-se, das
metades mamarias, amostras de leite, as quais, poste-
riormente, foram divididas em trés aliquotas. Colheu-
se a primeira aliquota de leite em frasco plastico com
capacidade de 40 mL, contendo duas pastilhas do
conservante Bronopol® (2-bromo-2nitropropane-1-
,3-diol), para a realizagdo da contagem automatica de
células somaticas, realizada por citometria de fluxo
utilizando-se o equipamento Somacount 300 (Bentley
Instruments®) (BRITO et al., 2006).

Para a realizacdo da contagem microscopica
direta, foi colhida uma segunda aliquota, em fras-
cos de vidro com capacidade de 3 mL. Para tanto,
distribuiram-se 10 pL de leite em uma area de um
cm?, em lamina de microscopia. Em seguida, a 1a-
mina foi seca em temperatura ambiente por 24 horas
(PRESCOTT & BREED, 1910). Para a coloragao das
laminas, utilizaram-se dois corantes, o verde de metil
e pironina-Y e o Rosenfeld, com preparo das laminas
em duplicata para cada tipo de corante. Para a reali-
zac¢do da coloracdo com verde de metil e pironina-Y,
fixaram-se as laminas em solugdo de Carnoy’s por
dez minutos. Depois de fixadas, as laminas foram
hidratadas e coradas em solugao fresca preparada com
verde de metil e pironina-Y, segundo procedimentos
descritos por ZENG et al. (1999). Para a coloragao
de Rosenfeld, as laminas foram fixadas em metanol
por dez minutos, e coradas segundo a técnica des-
crita por ROSENFELD (1947). Para a determinacao
do ntimero de células, procedeu-se as contagens em
duplicata, para os dois tipos de corantes utilizados.
Efetuou-se a contagem das células presentes em cem
campos visuais das duas laminas confeccionadas,
usando uma objetiva de imersdo (100x e objetiva
10x). Para a obteng¢ao do resultado final, obteve-se a
média das duas contagens, para cada tipo de corante
utilizado, e multiplicou-se a média pelo fator do
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microscopio previamente calculado, expressando-se
o resultado em niimero de células somaticas por mL
de leite (ZENG et al., 1999).

Destinou-se a terceira aliquota da amostra
ao exame bacterioldgico, precedida de cuidados de
antissepsia, colhida em frasco estéril e transportada
sob refrigeracdo ao laboratério (INTERNATIONAL
DAIRY FEDERATION, 1981). As aliquotas de
leite foram semeadas em placa Petri contendo agar
sangue de ovino a 5% e incubadas a 37°C durante
72 horas (KRIEG & HOLT, 1984). Excluiram-se
dessa investigacdo as amostras positivas ao exame
bacterioldgico do leite.

Para analise estatistica, inicialmente os re-
sultados foram submetidos ao teste de normalidade
de Kolmogorov-Smirnov e todos apresentaram
distribuicdo nao paramétrica, tendo seus valores
expressos em mediana. A contagem total de células
somaticas, considerando os trés métodos avaliados,
foi submetida ao teste de Friedman seguido de
pos-teste de comparagdo multipla de Dunn (Dunn's
Multiple Comparison Test). A comparacdo entre
leucocitos mononucleares e polimorfonucleares
pelas duas diferentes coloragdes foi comparada
pelo teste de postos com sinais de Wilcoxon (Wil-
coxon Signed-Rank Test). As analises estatisticas
seguiram as recomendacdes de SAMPAIO (2002),
sendo realizadas com auxilio de software estatistico
(MINITAB, 2000). Neste trabalho foi considerado
um nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das duzentas amostras de leite colhidas, utiliza-
ram-se 184 para a andlise citoldgica do leite, pois foram
excluidas as dezesseis amostras que apresentaram
isolamento positivo ao exame bacteriologico.

A média da CCS, realizada em equipamento
automatico, foi de 0,114 x 10°células/mL de leite,
valor inferior aos encontrados mediante contagem
microscopica direta, utilizando-se os métodos de
coloragao de verde de metil e pironina-Y e Rosen-
feld. Os valores medianos observados foram de
0,157 e 0,193 x 10° células/mL de leite, respec-
tivamente (p< 0,0001), registrando-se diferencas
entre os métodos de contagem celular analisados
(Tabela 1).
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TABELA 1. Contagem de células somaticas no leite de ovelhas
Lacaune higidas criadas no Rio Grande do Sul

x 10°células somaticas/
Meétodos de contagem celular

mL de leite
Automatica 114.500 °
Verde de metil e mironina-Y 157.480°
Rosenfeld 192.570*
Significancia (p) P<0,00001

Letras diversas na mesma coluna indicam diferengas estatisticas entre as
médias.

Em andlise dos valores medianos de células so-
maticas encontrados nesta pesquisa, segundo diferentes
metodologias de contagens e coloragdes, observou-se
que eles encontram-se abaixo do limiar de 0,75 x 10°
células/mL de leite utilizado para avaliar a qualidade
do leite de ovelhas pelo Ministério da Agricultura dos
Estados Unidos (PAAPE et al., 2001).

O valor mediano de células somaticas do leite
de ovelhas higidas obtido nesta investigacdo foi infe-
rior ao observado por BRITO et al. (2006), no leite de
ovelhas Lacaune, utilizando o método automatico de
contagem celular. BARBOSA et al. (2006) também
encontraram maior numero de células somaticas no
leite de ovelhas Santa Inés utilizando contador auto-
matico, diante dos observados nesta pesquisa. Segundo
trabalhos disponiveis na literatura essas variagdes da
CCS encontradas em trabalhos disponiveis na literatura
sdo influenciadas por diversos fatores ndo infeccio-
sos, como estresse, fase da lactacdo (BOSCOS et al.,
1996; CONTRERAS et al., 1996; LAFI et al., 1998;
SEVI et al., 2000; PAAPE et al., 2001; ALBENZIO
et al., 2003; BERGONIER et al., 2003; LEITNER et
al., 2003; BIANCHI et al., 2004; GONZALO et al.,
2004; ANDERSON et al., 2005), numero de lactagoes,
fracdes do leite, racas, estados nutricionais (GON-
ZALEZ-RODRIGUEZ et al., 1995; FTHENAKIS,
1996; PAAPE et al., 2001; BERGONIER et al., 2003;
ANDERSON et al., 2005) e por fatores patologicos
como a infec¢do intramamaria (CONTRERAS et al.,
1996; KIRK et al., 1996; BURRIEL, 2000; PAAPE et
al., 2001; BERGONIER et al., 2003).

A coloragdo de Rosenfeld ndo é especifica para
células nucleadas, pois ndo permite a diferenciagdo
entre as células somaticas e os corpusculos citoplas-
maticos, presentes no leite de ovelhas Lacaune, o que

pode ter aumentado aparentemente a contagem celu-
lar quando se utilizou este método de contagem. As
amostras de leite coradas pela coloragdo de Rosenfeld
apresentaram maior celularidade do que os valores
encontrados nas contagens determinadas por contador
automatico e microscopia direta, utilizando-se o coran-
te verde de metil e pironina-Y, que se baseia apenas na
contagem de células nucleadas (ZENG & ESCOBAR,
1996). Deve ser também considerado que, apesar de a
CCS microscopica diferencial ser muito utilizada para
caprinos e bovinos, ainda esta sendo adaptada para o
leite de ovelhas, que apresenta maior taxa de gordura
do que o leite de vacas (PENGOV, 2001).

A coloragdo com verde de metil e pironina-Y €
especifica para células nucleadas, excluindo a presen-
ca dos corpusculos citoplasmaticos presentes no leite
de ovelhas, porém seu valor mediano foi inferior ao
encontrado através da contagem automatica em apa-
relho Fossomatic. Trata-se de resultados que podem
ter ocorrido em virtude da calibracdo do aparelho
automatico com leite de vaca, o qual possui secre¢ao
lactea merdcrina diferente da secregdo apodcrina de
ovelhas (PAAPE et al., 2001). Além disso, alguns
corpusculos citoplasmaticos possuem por¢des nuclea-
res, que podem ter sido contados durante o exame
microscopico das laminas coradas com verde de metil
e pironina-Y.

No presente estudo, os valores de células
mononucleares do leite de ovelhas Lacaune higidas
criadas no Rio Grande do Sul encontrados foram
0,094 e 0,141 x 10° células/mL de leite, utilizando
contagem microscopica direta, com corante de verde
de metil e pironina-Y e Rosenfeld, respectivamente.
Na CCS diferencial, os valores médios de leucocitos
polimorfonucleares foram de 0,062 ¢ 0,051 x 10° cé-
lulas/mL de leite, utilizando os dois corantes citados,
respectivamente, observando-se predominio de células
mononucleares, nos dois métodos de coloracao dos
esfregacos lacteos.

Portanto, obteve-se predominio de células
mononucleares, mediante diferenciagdo do nucleo
celular na contagem microscopica direta (Tabela 2),
concordando com PAAPE et al. (2001) e discordando
do experimento desenvolvido por CUCCURU et al.
(1997), em que foi observado o aumento de células
polimorfonucleares, relacionado com a reducdo da
producdo de leite.
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TABELA 2. Contagem de leucécitos mononucleares e polimor-
fonucleares do leite de ovelhas Lacaune higidas criadas no Rio
Grande do Sul, utilizando contagem microscopica direta com
corante de verde de metil e pironina e Rosenfeld

Meétodos de

coloragio Mononucleares  Polimorfonucleares
Pironina 94.488 ° 62.992°
Rosenfeld 141.480* 51.090°
Significancia P<0,00001 P<0,00001

Letras diversas na mesma coluna indicam diferengas estatisticas entre as
médias.

Porém, nas contagens em que se utilizou o co-
rante de Rosenfeld, obtiveram-se um maior nimero
de células mononucleares e menor niamero de células
polimorfonuclares, em comparagdo com os resulta-
dos das contagens com verde de metil e pironina-Y.
Este fato pode ter ocorrido em virtude da contagem
dos corpusculos citoplasmaticos com a coloracao de
Rosenfeld, identificados erroneamente como células
mononucleares, pois o nucleo das células mononu-
cleares impregna menos com o corante que o nucleo
das células polimorfonucleares (BARBOSA et al.,
2006). E importante lembrar que a celularidade e a
distribuicao de cada tipo celular sdo influenciadas por
varias condig0es fisioldgicas e patologicas da glandula
mamaria (MORGANTE et al., 1996).

CONCLUSOES

Foi observado, no presente estudo, que, por meio
da colorag@o de pironina-Y, ha possibilidade de melhor
identificacdo das células somaticas do leite e do tipo
celular predominante.
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