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The particular apocrine secretion of goat milk different from the merocrine one observed
in cows, may lead to errors in interpreting cellularity evaluations in the milk of this species.
Thus, the objective of the present trial was to determine Somatic Cell Counts by means of
one indirect methods, the California Mastitis Test (CMT), and direct methods, flow cytometry
and direct microscopic count using methyl green-pyronine-Y stain, beyond comparing the
methods of cellular counting. A total of 102 samples from 51 Saanen, Brown Alpine and
Toggenburg female goats, bred in the state of Sdo Paulo, were analyzed. Goats were
separated in groups according to the phase of lactation and to physical examination of the
mammary gland, and milk examination. Samples were divided into two aliquots, and were
collected after California Mastitis Test evaluation. One aliquot was used in automatic cell
counts, and the other, in direct microscopic count using methyl green-pyronine-Y stain.
CMT results were as follows: 74.5% of the samples were negative, 8.8% yielded traces,
8.8% were weak positive (1), 6.8% were distinct positive (2) and 0.9% were strong positive
(3). Medians of somatic cell counts in goat milk as evaluated by means automatic cell
counter and direct microscopy, and grouped according to the different CMT scores, were
as follows: 181,000, 578,000, 628,000, 1,421,500, and 5,542,000 cells/mL of milk and
74,991, 271,396, 71,420, 640,995, and 5,049,394 cells/mL of milk in scores negative, traces,
1, 2 and 3, respectively. Medians obtained in automatic cell counts and direct microscopic
counts, grouped according to the phase of lactation were 159,500; 508,000; and 277,500
cells/mL of milk and 62,493; 89,275; and 146,411 cells/ml of milk, respectively. The
correlation between the automatic and microscopic methods for somatic cell counts was
88%. Based on the results obtained, it could be concluded that there were differences
between the automatic and microscopic methods for somatic cell counts, being this most
adequate for the determination of the celularidade in the cellularity of goat milk.

INDEX TERMS: Flow cytometry, green-pyronine-Y stain, goats.
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RESUMO.- A particularidade da secrecéo lactea caprina,
do tipo apdcrina, diferente da secre¢do merdcrina da vaca,
leva a erros de interpretacéo durante a realizag&o de técni-
cas de avaliacéo da celularidade do leite de fémeas desta
espécie. Portanto, o presente trabalho teve o objetivo de
determinar a contagem de células sométicas pelo método
indireto California Mastitis Test (CMT), e por métodos dire-
tos, incluindo a contagem por citometria de fluxo e a conta-
gem microscopica direta, através da coloracdo de verde
de metil e pironina-Y, além de comparar os métodos de
contagem celular. Foram analisadas 102 amostras de 51
fémeas caprinas, das racas Saanen, Parda Alpina e
Toggenburg, criadas no Estado de Sao Paulo. Os animais
foram categorizados segundo a fase da lactagédo, exame
fisico da glandula mamaria e exame do leite. As amostras
foram colhidas, apos a realizacdo do exame Califérnia
Mastitis Test, em duas aliquotas, uma destinada a conta-
gem celular automatica e a outra, a contagem microscopi-
ca direta, utilizando-se o corante verde de metil e pironina-
Y. De acordo com os diferentes escores do CMT, obser-
vou-se 74,5% de amostras negativas, 8,8% de amostras
com escore tragos, 8,8% de amostras ligeiramente positi-
vas (+), 6,8% de amostras fracamente positivas (++) € 0,9%
de amostras fortemente positivas (+++). Os valores medi-
anos das contagens de células somaticas presentes no leite
de cabras, avaliadas através de contador automatico e
microscopia direta, e analisadas de acordo com os dife-
rentes escores do CMT, foram, respectivamente, 181.000,
578.000, 628.000, 1.421.500 e 5.542.000 células/mL de leite
e 74.991, 271.396, 71.420, 640.995 e 5.049.394 células/
mL de leite, nos escores negativo, tracos, +, ++ e +++. Os
valores medianos obtidos através da contagem de células
somaticas pelo método automatico e microscépico direto,
de acordo com as fases de lactacdo foram de 159.500,
508.000 e 277.500 células/mL de leite, e 62.493, 89.275 e
146.411. A correlacéo obtida entre a contagem celular au-
tomatica e microscépica direta foi de 88%. A partir dos re-
sultados observados pode-se concluir que existe diferenca
na contagem celular determinada através do método auto-
matico e microscépico sendo este Ultimo o mais adequado
para a determinagdo da celularidade no leite de cabras.

TERMOS DE INDEXACAO: Citometria de fluxo, coloracdo de
verde de metil e pironina-Y, caprinos.

INTRODUCAO

A glandula mamaria das cabras é composta por acinos,
constituidos por células epiteliais. Durante a secrecao lac-
tea do tipo apdcrina, diferente da secrecdo merdcrina da
vaca (Dulin et al. 1982, Perrin & Baudry 1993), a porcao
distal das células epiteliais alveolares separa-se de sua
base e é eliminada no limen dos &cinos sob a forma de
particulas citoplasmaticas, de tamanhos variaveis, nor-
malmente grandes, de 5-30mm, cujas dimensfes e
morfologia sdo semelhantes aos leucécitos (Dulin et al.
1983, Perrin & Baudry 1993). Essas particulas sao anu-
cleadas em sua maioria (Paape & Capuco 1996), sdo pre-
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enchidas por glébulos de gordura (Perrin & Baudry 1993),
e correspondem a 35% dos elementos celulares obser-
vados no leite de cabras (Sierra et al. 1998). Tais particu-
las estdo ausentes no leite de vaca (Park & Humphrey
1986, Perrin & Baudry 1993, Gonzalo 1995), o que au-
menta aparentemente a concentracdo de leucdcitos no
leite de fémeas caprinas, quando sao utilizados os méto-
dos tradicionais de contagens celulares para o leite de
vacas (Dulin et al. 1983, Hinckley 1983, Droke et al. 1993,
Silva et al. 1996). Este fato salienta a importancia da pa-
dronizacdo e adogédo de técnicas de contagens celulares
especificas para caprinos.

Entre os métodos utilizados para avaliar a contagem
celular, pode-se citar o California Mastitis Test (CMT), a
contagem microscopica direta e a contagem eletronica.

A prova do CMT foi padronizada por Schalm &
Noorlander (1957) e mede indiretamente a concentracéo
de leucécitos no leite (Paape et al. 1963, Silva et al. 1996).
Em caprinos, o CMT negativo é um bom indicador da
inexisténcia de infec¢bes, porém um CMT positivo pode
nado ser indicativo de processos infecciosos da glandula
mamaria. Isto ocorre devido a presenca das células
epiteliais, em maior quantidade, quando comparada ao lei-
te de vaca, que juntamente com leucdcitos, reagem ao CMT
levando a uma interpretacéo da prova diferente da usada
em bovinos (Lewter et al. 1984). Uma média de 3% dos
corpusculos citoplasmaticos pode conter fragmentos de
nucleo (Paape & Capuco 1996), que juntamente com as
células epiteliais pode elevar, aparentemente, a concen-
tracdo de leucécitos presentes no leite, mesmo em ani-
mais higidos. Schalm et al. (1971) interpretaram a reacao
do leite de cabras ao CMT e relacionaram o numero de
células somaticas com a intensidade da reacdo. Os auto-
res verificaram que cabras sem mamite podem apresentar
reacdes tracos ou 1+. Por outro lado, rea¢des 2+ e 3+ po-
dem ser indicativos importantes de inflamacao intramama-
ria. Smith & Roguinsky (1977) classificaram o leite dos ani-
mais analisados a partir do escore 1+, animais estes livres
de infec¢cdes mamarias.

A contagem eletrénica de células somaticas pode ser
realizada por contadores de particulas (Coulter Counter)
e contadores baseados em citometria de fluxo (Somacount
ou Fossomatic). O primeiro método é inespecifico, base-
ado na contagem de impulsos elétricos e, portanto, sofre
influéncia da quantidade de glébulos de gordura e parti-
culas citoplasmaéticas, resultando em contagens quase
duas vezes maiores que as do Fossomatic ou Somacount
(Poutrel & Lerondelle 1983).

Sabe-se que varios fatores, fisiolégicos ou ndo, po-
dem afetar a contagem de células somaticas, tais como
namero de lactacdes, idade do animal e fase da lactagao
(Fernandes 2002, Gomes 2003). Alguns autores ainda
citam o efeito do estro (McDougall & Voermans 2002,
Haenlein & Krauss 1974) e a administracao de corticoides
enddgenos na contagem celular (Guidry et al. 1976).

A microscopia direta, padronizada por Prescott & Breed
(1910), serve como método de controle dos contadores
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eletrénicos, recomendado pelo FDA (Food and Drug
Administration) quando associado a coloracao de verde
de metil pironina-Y, para diferenciar as células nucleadas
dos corpusculos citoplasméaticos (Zeng 1996).

A contagem microscopica direta tem sido preconizada
como um dos métodos mais confiaveis para a determina-
¢do do nimero de células somaticas no leite caprino, prin-
cipalmente se forem utilizados corantes especificos de
DNA, como o verde de metil e pironina-Y, pois diferencia
as células sométicas dos corpusculos citoplasmaticos
(Zeng et al. 1999). Dulin et al. (1982) analisaram o leite de
24 fémeas da espécie caprina por meio de contagem mi-
croscopica direta, comparando os corantes Wright, he-
matoxilina-eosina, “orange acridine”, azul de tripan, ver-
de de metil e pironina-Y e Levowitz-Weber; e contagem
celular automatica (Fossomatic e Coulter Counter), en-
contrando valores mais altos nas contagens quando se
utilizaram os métodos nao-especificos para DNA (Coulter
Counter e corante Levowitz-Weber).

Diante da particularidade na fisiologia da secrecao lac-
tea caprina, pretendeu-se neste trabalho, determinar a con-
tagem de células somaticas, pelo método indireto
California Mastitis Test, e pelos métodos diretos, incluin-
do a contagem por citometria de fluxo e a contagem mi-
croscopica direta, através da coloragdo de verde de metil
e pironina-Y, além de comparar os métodos de contagem
celulares.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas 102 amostras de leite, provenientes de 51
fémeas caprinas, das racas Saanen, Parda Alpina e Toggen-
burg, apresentando diferentes fases da lactagdo entre os
animais, criadas em quatro propriedades localizadas no Estado
de S&o Paulo.

Antes da colheita das amostras de leite, os animais foram
selecionados em linha de ordenha, através do exame fisico da
glandula mamaria, segundo os procedimentos descritos por
Grunert (1993), sendo excluidos todos os que apresentaram
qualquer alteragdo orgéanica a este exame. A fase da lactagao
foi categorizada em: inicial (trés primeiros meses da lactagdo);
intermediaria (quarto ao sexto més de lactacéo), e final (sétimo
ao oitavo més de lactacdo). Os animais que ndo se enquadra-
vam nestas fases foram eliminados da pesquisa.

Apo6s o exame fisico da glandula mamaria, realizou-se a
limpeza dos tetos com solugdo clorada e posterior secagem
com papel toalha. Na sequéncia foi realizada a prova do CMT,
segundo os procedimentos descritos por Schalm & Noorlander
(1957). Para a interpretagdo dos resultados, foi aplicado o
mesmo critério adotado por Schalm et al. (1971).

Antes do inicio da ordenha foram colhidas, das metades
mama@rias, amostras de leite, divididas em duas aliquotas. A
primeira aliquota de leite foi colhida em frascos plasticos com
capacidade de 40 mL, contendo duas pastilhas do conservante
bronopol (2-bromo-2nitropropane-1,3-diol), para a realiza¢éo da
contagem eletrdnica de células sométicas. Para a realizagéo
da contagem microscépica direta, pela técnica de Prescott &
Breed (1910), foi colhida uma segunda aliquota, em frascos de
vidro com capacidade de 3mL, a qual foi transportada sob refri-
geracdo ao laboratdrio.

As amostras de leite foram mantidas em banho-maria a 38°C,
durante 15 minutos e a seguir, homogeneizadas, manualmente,
sendo a contagem de células somaticas realizadas por citometria
de fluxo (Somacount 300 da empresa Bentley Instruments Inc.),
e o resultado registrado em nimero de células somaticas/mL
de leite.

Para a contagem microscopica direta, 10uL de leite foram
distribuidos em uma area de 1 cm?, em laminas de microscopia,
previamente limpas e desengorduradas, confeccionadas em
duplicata para cada amostra de leite. A seguir, as laminas foram
secas em temperatura ambiente, por 24 horas (Prescott & Breed
1910), fixadas em solugdo de Carnoy’s, hidratadas e coradas
em solucéo fresca preparada com verde de metil e pironina-y
(Zeng 1996). O nimero de células foi determinado através da
contagem em microscopio 6ptico comum com objetiva de
imersdo, calculando-se a média das contagens em duplicata e
obtendo-se o valor do nimero de células/mL de leite.

Os numeros obtidos pelas diferentes técnicas de contagem
foram relacionados com os resultados obtidos no CMT e com a
fase de lactacao.

Os resultados obtidos segundo as variaveis estudadas foram
submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov.
Os valores das contagens de células somaticas apresentaram
distribuicdo ndo paramétrica, sendo calculadas as medianas
de cada parametro avaliado, e suas diferencas obtidas através
do teste de Kruskal-Wallis (Sampaio 1998). Quando necessario
foi calculado o coeficiente de correlagao de Pearson entre duas
variaveis; estabelecida a regressao linear entre duas variaveis,
e sua significAncia avaliada por meio de anélise variancia
(Snedcor & Cockram 1967).

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente com
auxilio do programa estatistico SAS (Statistical Analisys System,
SAS Institute 2001).

RESULTADOS

Os valores medianos das contagens de células somaticas
presentes no leite de cabras foram avaliados através de
contador automatico e microscopia direta, e analisadas
de acordo com os diferentes escores do CMT, apresen-
tando variacéao significativa de acordo com o avancar dos
mesmos (Quadro 1).

Quadro 1. Valores medianos (nimero de células/mL) da
contagem de células somaticas (CCS), realizada por meio
de contador automatico e pela microscopia direta, de
acordo com os diferentes escores do Califérnia Mastitis
Test (CMT) no leite de cabras sadias, segundo o nimero
de amostras. Sao Paulo, 2005

Escores N°de CCS automatica CCS microscopia Significancia
do CMT amostras  (nimero de direta(m ndmero
células/mL) de células/mL)
Negativo 76 181.000Ad 74.9918d p<0,00001
Tracos 9 578.000A¢ 271.396B¢ p<0,017
1+ 9 628.000A¢ 71.4208d p<0,04
2+ 6 1.421.500AP 640.9958P p<0,04
3+ 1 5.542.000Aa 5.049.394Aa p>0,7
Significancia p<0,01 P<0,02

Letras minusculas distintas na mesma coluna indicam diferengas esta-
tisticas entre si.

Letras mailsculas distintas na mesma linha indicam diferengas estatis-
ticas entre si.
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Na contagem automatica e microscépica direta, ob-
servou-se aumento de celularidade com o aumento da
positividade ao CMT. N&o houve diferenca estatistica entre
0s escores tracos e 1+ na contagem celular automéatica e
entre 0s escores negativo e 1+ na contagem microscopi-
ca direta (Quadro 1).

Os valores medianos obtidos na contagem celular au-
tomatica, de acordo com as fases da lactacéo apresentou
maior valor na fase intermediaria quando comparada a fase
inicial e final da lactag&o (Quadro 2). O valor mediano obtido
durante toda a lactacéo foi de 406.000 células/mL de leite.

Quadro 2. Valores medianos (em numero de células/mL) da
contagem de células somaticas (CCS) presentes no leite de
cabras sadias, realizada por meio de contador automatico e
pela microscopia direta, segundo as diferentes fases da
lactagdo. Sao Paulo, 2005

Escores CCS automética CCS microscopia  Significancia
do CMT (nimero de direta(m nimero
células/mL) de células/mL)
Inicial 159.500AP 62.493Ba p<0.004
Intermediaria 508.000Aa 89.2758a p<0.0003
Final 277.500Aa 146.4118a p<0.02
Significancia p>0,01 p>0,13

Letras mindsculas distintas na mesma coluna indicam diferengas esta-
tisticas entre si.

Letras mailsculas distintas na mesma linha indicam diferengas estatis-
ticas entre si.

Quadro 3. Valores medianos (nimero de células/mL) da

contagem de células somaticas (CCS) presentes no leite

de cabras sadias, de acordo com o0 método de contagem
celular e nimero de amostras analisadas. Sdo Paulo, 2005

Método de contagem N° Amostras Contagem de células

celular somaticas(nimero
de células/mL)
Contador automatico 102 406.0002
Microscopia direta 101 142.840 P
Significancia p<0,0001

Letras minusculas distintas na mesma coluna indicam diferengas esta-
tisticas entre si.

Os valores medianos obtidos através da contagem de
células somaticas, determinada por microscopia direta,
pela coloracdo de verde de metil e pironina-Y, nas fases
incial, intermediéria e final da lactacao, respectivamente,
nao apresentaram diferengas entre as fases da lactagéo,
embora o valor tenha sido crescente com o avancar da
lactagc&o. O valor mediano obtido durante toda a lactagéo
foi de 142.840 células/mL de leite.

Os valores medianos obtidos através da contagem de
células soméaticas pelo método automatico e pela
microscopia direta foram de 406.000 e 142.840 células/mL
de leite, respectivamente, existindo diferenga estatistica
significativa entre estes valores (p<0.0001) (Quadro 3).

Os valores medianos totais obtidos através das conta-
gens celulares por método automatico e microscopia di-
reta obtiveram correlacdo positiva (r=88% e p<0.0001).
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DISCUSSAO

Os valores medianos das contagens celulares obtidas
através de contador automatico, correspondendo, respec-
tivamente, aos escores negativo, tragos, 1+, 2+ e 3+ do
CMT, apresentaram diferengas estatisticas, observando-
se que a celularidade aumenta com a intensidade da rea-
¢do ao CMT, fato este ja citado por outros autores (Schalm
et al. 1971, Rota et al. 1994, Contreras et al. 1996, Silva
et al. 1996).

A gquantidade de células somaticas do leite, encontra-
da neste trabalho foi semelhante a observada por
Contreras et al. (1996), que determinaram os valores das
células somaticas e realizaram o exame bacteriolégico
do leite de cabras com e sem infeccdo mamaéaria, sendo
os valores semelhantes aos deste estudo somente nos
animais livres de infeccao, ja que a presenca de agentes
bacterianos eleva consideravelmente a quantidade de
células somaticas no leite.

Os valores encontrados foram inferiores aos encon-
trados por Silva et al. (1996), porém, 0s animais analisa-
dos por estes autores ndo estavam isentos de infeccao
mamaria, o que poderia elevar o valor da contagem de
células somaticas.

A contagem celular automatica coincidiu com as con-
tagens encontradas por Droke et al. (1993) e Paape et al.
(2001). Alguns autores (Contreras et al. 1996, Silva 1997,
Park & Humphrey 1986, Andrade et al. 2001, Fernandes
2002) encontraram valores médios maiores que 0s obti-
dos neste estudo. Sabe-se que o numero de células
sométicas presentes no leite é influenciado por diversos
fatores ndo-infecciosos, tais como ndmero de lactacdes,
raca, ambiente de criagc&o e tipo de ordenha empregado,
fatos que poderiam justificar as diferencas nas contagens
encontradas em relacdo aos trabalhos acima citados.

Com relagdo a contagem celular microscépica direta,
determinada pela coloracéo de verde de metil e pironina-
Y, comparando-se com os diferentes escores do CMT,
encontrou-se um ndmero maior na contagem celular no
escore tragos, quando comparado ao escore 1+, o que
pode ser explicado pela subjetividade na utilizacdo do
escore tracos para a determinagéo da celularidade do lei-
te da espécie caprina (Schalm etal. 1971, Pettersen 1981,
Smith & Roguinsky 1977). Houve aumento gradativo na
celularidade de acordo com 0 aumento no escore do CMT,
fato j& esperado.

O valor obtido na contagem microscopica direta foi
semelhante ao valor encontrado por Dulin et al. (1982),
que, apesar de comparar diferentes corantes, encontrou
diferenca apenas nas metodologias ndo preconizadas para
o leite de cabras, o que pode aumentar consideravelmen-
te a celularidade, por ndo diferenciar os leucécitos dos
corpusculos citoplasmaticos. O valor encontrado por es-
tes autores, utilizando o corante verde de metil e pironina-
y foi semelhante ao encontrado no presente trabalho.

O limite méximo de células que pode ser encontrado
no leite de cabras de boa qualidade ¢ de 1x106 células/
mL, valor estipulado pelo Ministério da Agricultura dos
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Estados Unidos (Zeng 1996). Na presente investigacdo
obteve-se teor celular mediano menor que o estabelecido
pelo érgdo citado.

Os valores medianos de células somaticas, em nume-
ro absoluto de células/mL, encontrados no leite, por meio
da contagem automatica, apresentaram diferencas quan-
do comparou-se a fase inicial e intermediaria da lactacéo.
Sabe-se que o valor da contagem de células somaticas
aumenta com o avangar da lactacao, fato ja relatado por
diversos autores (Droke et al. 1993, Gonzalo 1995, Go-
mes 2003). Alguns autores (Park & Humphrey 1986, Droke
et al. 1993, Gonzalo 1995) verificaram maiores niveis ce-
lulares nas primeiras semanas pés-parto, os quais dimi-
nuiram durante o periodo de maxima producéo de leite,
voltando a aumentar até o final da lactagdo, resultados
também observados neste trabalho.

Observou-se diferenca estatistica entre a contagem
celular automética e a microscopica direta (p<0.0001).
Este resultado se opde ao apresentado pela maioria dos
autores (Dulin et al. 1982, Droke et al. 1993, Zeng et al.
1999, Arcuri et al. 2004), contudo, a maioria das conta-
gens realizadas nestes trabalhos ocorreu em contador
automatico calibrado com leite de vaca, enquanto no pre-
sente trabalho a calibracdo foi feita com leite de cabra.
Estudos realizados utilizando-se citometria de fluxo de-
monstraram que existem diferencas marcantes entre a
densidade e a granulacéo das células somaticas de va-
cas e cabras, resultando em funcéo de nimero celulares
diferentes (Dulin et al. 1982). Além disso, valores das con-
tagens celulares realizadas em aparelho calibrado com
leite de vaca séo 27,3% maiores do que as obtidas com
aparelho calibrado com leite de cabra (Zeng 1996), o que
pode explicar as diferencas obtidas nas contagens de
células sométicas entre os trabalhos citados.

Andrade et al. (2001) analisaram o leite de 15 cabras
da raca Alpina, por meio de microscopia direta, utilizando
coloracdo com azul de metileno, e contagem celular auto-
matica em aparelho calibrado com leite de vaca, e obtive-
ram valores bem maiores aos encontrados nesta pesqui-
sa. Zeng (1996) determinou a contagem celular em ani-
mais da mesma raca, porém, com aparelho calibrado com
leite de cabra, encontrando valores inferiores aos de
Andrade et al. (2001) e semelhantes aos desta pesquisa.

No presente trabalho, observou-se correlacdo positi-
va entre os valores medianos totais, obtidos através das
contagens celulares por método automatico e microscopia
direta, fato que foi observado também por Andrade et al.
(2001), que encontraram uma correlacao positiva de 76%
entre a contagem microscopica direta e a automatica e
Pettersen (1981), que encontrou uma correlacéo de 82%.

CONCLUSAO

A pironina é um corante especifico de DNA e pode ser
utilizado para diferenciar células que contém DNA de cé-
lulas que contém somente RNA ou corpusculos
citoplasmaéticos, sendo um método de determinagéo ce-
lular reconhecido pelo FDA. Somando-se esta informa-

¢ao aos resultados obtidos no presente estudo, pode-se
concluir que a contagem microscoépica direta € o método
guantitativo mais confiavel para a determinacdo da
celularidade do leite de cabras, quando comparado aos
métodos automatico ou qualitativo (CMT) de contagem
celular.
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