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-NOTA -

RESUMO

O presente estudo objetivou avaliar a correlagéo
entre a contagem de células somaticas (CCS) automética e a
CCS microscopica direta por diferentes coloragdes no leite de
ovelhas da raga Santa Inés. Avaliou-se a CCS automaética por
citometria de fluxo, e a CCS microscopica foi realizada por
esfregacos lacteos corados com as coloragdes de Broadhurst-
Paley (BP), Hematoxilina-eosina (HE) e Rosenfeld. Os valores
logaritmicos da CCS microscépica pela coloracdo de BP e
Rosenfeld foram superiores aos valores logaritmicos da CCS
automdtica e a CCS microscopica pela coloracdo de HE
(P<0,0001), e os valores logaritmicos da CCS pela coloragéo de
HE foram inferiores aos valores logaritmicos da CCS automética
(P<0,0001). As correlagdes entre os valores logaritmicos da CCS
automatica e os valores logaritmicos das CCS microscopica pelas
coloracdes de HE, BP e Rosenfeld foram de 0,774, 0,803 e 0,859
(P<0,0001), respectivamente. Os valores logaritmicos reais da
CCS microscépica e aqueles estimados pela CCS automatica,
considerando as equagdes das curvas por regressdo quadratica,
ndo foram estatisticamente diferentes pelas coloragbes de HE
(P=0,90), BP (P=0,09) e Rosenfeld (P=0,23). Conclui-se que
a metodologia influencia a CCS no leite de ovinos e propée-
se a utilizagdo da equagdo da curva para estimagdo da CCS
automatica a partir dos valores da CCS microscdpica, quando
coloragdes ndo especificas para o dcido desoxirribonucleico sdo
aplicadas para avaliagdo da celularidade do leite no diagndstico
da mastite em ovinos.
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ABSTRACT

The present study was designed to assess the
correlation among the automatic somatic cell count and the
microscopic somatic cell count using the Broadhurst-Paley (BP),
Hematoxilin-eosin (HE) and Rosenfeld dyes. The milk smears
were stained with BP, HE and Rosenfeld and the automatic cell
count was performed by flow cytometry. The mean logarithmic
microscopic SCC by BP and Rosenfeld was higher than the values
from automatic SCC and microscopic SCC by HE (P<0.0001).
Indeed, the mean values from microscopic SCC using the HE was
lower than the automatic cell count (P<0.0001). The correlation
among the automatic cell count and the microscopic SCC using
the HE, BP and Rosenfeld dyes were 0.774, 0.803 e 0.859
(P<0.0001), respectively. The automatic SCC values and the
estimated automatic SCC applying the quadratic equation using
the results of the microscopic SCC using the HE (P=0.90), BP
(P=0.09) and Rosenfeld (P=0.23) dyes were not different. Thus, it
can be concluded that the SCC was influenced by the methodology
applied, and nonspecific stains used for microscopic SCC can be
used to assess udder health in ewes if an equation is applied to
estimate automatic SCC.
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A contagem de células sométicas
(CCS) do leite de ovelhas abrange diferentes
elementos celulares normalmente presentes no leite,

'Laboratério de Imunodiagnéstico, Departamento de Clinica Médica, Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia (FMVZ),
Universidade de S&o Paulo (USP), Av. Prof. Dr. Orlando Marques de Paiva 87, Cidade Universitaria, 05508-270, Séo Paulo, SP, Brasil.

E-mail: magblagitz@uol.com.br. *Autor para correspondéncia.

"Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva e Saide Animal, FMVZ, USP, S&o Paulo, SP, Brasil.
"Departamento de Medicina Veterinaria Preventiva, Escola de Veterinaria (EV), Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG), Belo

Horizonte, MG, Brasil.

Recebido 30.05.12  Aprovado 27.12.12

Devolvido pelo autor 25.01.13

CR-2012-0340.R3



669 Blagitz et al.

compreendendo os leucdcitos e as células epiteliais.
No entanto, por ser considerada glandula com
secrecdo apocrina, o leite dos pequenos ruminantes
apresenta particulas citoplasmaticas com diametro e
morfologia semelhantes aos leucdcitos (GOMES et
al., 2010; SOUZA et al., 2012).

A CCS (automatica e microscopica)
uma ferramenta de baixo custo e de facil e rapida
execuc¢do, quando comparada a cultura bacteriologica
(SOUZA et al.,, 2012). A contagem de células
somaticas automatica (CCS automatica) é realizada
por citometria de fluxo e apresenta altas correlagdes
com a CCS microscopica quando utilizado coloragoes
especificas para o ADN (GONZALO et al., 1993;
PETERSSON et al., 2011). Para a realizacdo da
CCS microscopica, ha possibilidade da utilizagao
de diversos protocolos de coloracdo, porém, em
pequenos ruminantes, devido a presenca dos
corpusculos citoplasmaticos, a CCS microscépica
exige a utilizagdo de coloragdes especificas para o
ADN, como a May-Griinwald-Giemsa e verde de
metil e pironina-Y, que sdo técnicas mais trabalhosas
do que outras coloragdes amplamente utilizadas na
CCS microscopica do leite de bovinos. As coloragoes
utilizadas para bovinos, ndo especificas para o ADN,
poderiam ser utilizadas em ovinos, caso os valores
da CCS microscopica por estas coloragdes fossem
estimados por uma metodologia reconhecida, como
a CCS automatica. Assim, a aplicacdo de uma
equacdo para estimacéo da celularidade do leite de
ovinos através da CCS microscopica por coloragfes
ndo especificas permitiria a melhor utilizagdo dessa
ferramenta no diagnostico da mastite, j& que o0s
corpusculos citoplasméticos sdo encontrados no leite
de ovelhas em valores bem inferiores aos do leite de
cabras (SOUZA et al., 2012). Dessa forma, o presente
trabalho objetivou avaliar a correlagéo entre as CCS
automatica pelo método de citometria de fluxo e
a CCS microscopica direta pelas coloracdes de
Broadhurst-Paley, Hematoxilina-eosina e Rosenfeld
do leite de ovelhas da raca Santa Inés. Foram
utilizadas 510 amostras de leite de ovelhas da raca
Santa Inés em diferentes fases da lactacdo, oriundas
de rebanhos localizados no estado de S&o Paulo.
Essas amostras foram destinadas a CCS automatica e
CCS microscopica pelas coloragdes de hematoxilina-
eosina (HE) e Broadhurst-Paley (BP) e parte dessas
amostras de leite (n=213) foram designadas a CCS
microscépica pela coloracéo de Rosenfeld.

As coloraces de HE, Rosenfeld e BP foram
realizadas para a determinagdo da CCS microscopica
direta, conforme técnica descrita por Benites et

al., (2001), assim como as coloragdes de HE e BP
(BENITES et al. 2001). Procedimentos semelhantes
foram utilizados para a coloracdo de Rosenfeld.
Efetuaram-se as contagens de células presentes em
cem campos visuais das laminas confeccionadas,
e multiplicou-se o valor encontrado pelo fator
microscopico previamente calculado, expressando
o resultado em ndmero de células somaticas por mL
de leite.

As amostras destinadas a CCS automatica
foram coletadas com Bronopol® (2-bromo-
2nitropropane-1-diol). A CCS automatica foi
realizada por citometria de fluxo, utilizando o
aparelho Somacount 300 (Bentley Instruments®
Inc., EUA) calibrado com leite de bovinos, no
qual se detectou a fluorescéncia do brometo de
etideo que forma um complexo com o acido
desoxirribonucleico no nacleo celular.

A andlise estatistica foi realizada
utilizando os programas Software Statistical
Package for Social Sciences (SPSS) versdo 9.0 e
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad software, Inc., San
Diego, EUA). Anormalidade foi verificada pelo teste
de Kolmogorov-Smirnov. As comparacfes entre as
médias da CCS automatica e a CCS microscopica
com as diferentes coloragdes foram realizadas pelo
teste Wilcoxon para amostras pareadas com nivel de
5% de significancia, sendo os valores apresentados
como média + desvio-padrdo. Os valores da CCS
foram transformados em valores logaritmicos, ja que
os dados nédo apresentaram distribuicdo normal. As
correlagBes entre a CCS automatica e microscopica
direta pelas coloracbes de HE, Rosenfeld e BP
foram determinadas pela correlagcdo de Spearman.
As funcBes das curvas de calibracbes foram
previamente originadas da aplicacdo de modelos de
regressdo linear, logaritmica, inversa, polinomial
quadratica, polinomial cubica e exponencial. A
fungdo que apresentou o maior coeficiente de
correlagéo (r) foi considerada como a equagdo que
melhor se adequaria a curva para determinagdo
da CCS automética, considerando os valores
encontrados para a CCS microscépica, utilizando as
coloragdes de HE, BP e Rosenfeld.

Os valores logaritmicos da CCS
microscopica pela coloragdo de HE (4,98+0,91)
foram inferiores aos valores logaritmicos da CCS
automaética (5,57+0,70) (P<0,0001). No entanto,
os valores logaritmicos da CCS microscépica pela
coloragédo de BP (5,80+0,76) foram superiores aos
valores logaritmicos da CCS automaética e a CCS
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microscopica pela coloragdo de HE (P<0,0001)
nas 510 amostras analisadas. Do mesmo modo,
BARBOSA et al. (2004), ao determinarem a
celularidade do leite de ovelhas, observaram menor
celularidade pela CCS microscdpica com a coloracgao
de HE que a CCS automatica e a CCS microscépica
pela coloracdo de BP. A maior celularidade da CCS
microscépica pela coloracéo de BP foi relacionada a
maior contagem de leucécitos mononucleares, ja que
as contagens de leucocitos polimorfonucleares pela
CCS microscopica, utilizando as coloragdes de HE e
BP, nao diferiram, sendo proposto que o nlcleo das
células mononucleares impregna menos corante do
que o nicleo das células polimorfonucleares, levando
a maior dificuldade na visualizagao celular.

Ao considerar as 213 amostras coradas
por Rosenfeld, os valores logaritmicos da CCS
(5,78+0,64) foram superiores a CCS automatica
(5,67+0,58; P<0,0001) e a CCS microscépica pela
coloracao de HE (5,06+0,87; P<0,0001), porém nao
diferiu da CCS microscopica pela coloracdo de BP
(5,83+0,66; P=0,15). Similarmente, GOMES et al.
(2010), em ovelhas da raca Lacaune, observaram que
os valores da CCS microscépica pela coloragdo de
Rosenfeld foram superiores ao da CCS automatica, o
que deve-se, provavelmente, ao fato de a coloragéo de
Rosenfeld ndo ser especifica para células nucleadas,
n&o permitindo a correta e precisa diferenciacéo entre
células sométicas e os corpusculos citoplasmaticos
presentes no leite dessa espécie.

As correlacbes entre os valores
logaritmicos da CCS automatica e os valores
logaritmicos das CCS microscopica pelas coloragoes
de HE, BP e Rosenfeld foram de 0,774, 0,803 e 0,859
(P<0,0001), respectivamente. Ademais, a correlacdo
entre as CCS microscopica pelas coloracdes de HE
e BP foi de 0,743 (P<0,0001). As correlacdes entre
a CCS microscopica pela coloragdo de Rosenfeld e
as CCS microscopica pelas colorages de HE e BP
foram de 0,786 e 0,788 (P<0,0001), respectivamente.
Essas correlagdes entre a CCS automética e a CCS
microscépica sdo inferiores as correlagdes descritas
por GONZALO et al. (1993), utilizando corante
especifico para o ADN.

A regressao polinomial quadratica foi
a que mais se adequou ao modelo proposto para
a determinacdo das curvas da CCS automatica,
considerando as CCS microscopica pelas coloragoes
de HE (r=0,81; P<0,0001) (Figura 1), BP (r=0,71;
P<0,0001) e Rosenfeld (r=0,87; P<0,0001) (Figura
2A e 2B). As curvas para determinacdo da CCS
automatica, considerando os valores encontrados pela
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CCS microscépica, foram, entdo: Y=b,.x*+b;.x+a,
onde: Y=log CCS microscopica; x=log CCS automatica;
b,: 0,287; 0,178; 0,17; b,: -2,112; -1,256; -1,001; a:
7,709; 7,1665; 6,003, sendo os valores de a, b, e b,
para as CCS microscopica pelas coloragbes de HE,
BP e Rosenfeld, respectivamente.

Os valores logaritmicos reais da CCS
microscépica e da CCS automatica estimados pela
CCS microscopica, considerando as equagoes
das curvas ndo foram estatisticamente diferentes
pelas coloragbes de HE (4,99+0,82; P=0,90), BP
(5,78+0,54; P=0,09) e Rosenfeld (5,79+0,56;
P=0,23). Portanto, propGe-se a utilizacdo da equacéo
da curva para determinacdo da CCS automaética a
partir dos valores da CCS microscdpica, utilizando
coloragdes nao especificas para o ADN, ja que ndo se
observou diferenca estatistica entre a CCS automatica
e os valores ajustados pela equacéo da curva para a
CCS microscépica, utilizando as coloracdes de BP,
HE e Rosenfeld. Embora a curva de calibracdo da
CCS automética entre os diferentes laboratorios
pode apresentar variagdes, ela deve ser considerada.
Dessa forma, conclui-se que a aplicacdo da equacéo
de calibracdo na CCS do leite de ovelhas deve ser
aplicada considerando as diferentes coloragdes
utilizadas na CCS microscépica, 0 que permite o uso
dessa ferramenta de baixo custo, de fécil e rapida
execuc¢do no controle e diagndstico da mastite.

log CCS automitica

Figura 1 - Distribuicdo e regressdo quadratica dos valores
logaritmicos da contagem de células somaticas
(CCS) automética e microscopica pela coloragéo

de Hematoxilina-eosina (HE).
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Figura 2 — A) Distribuicéo e regressdo quadratica dos valores logaritmicos da contagem de células sométicas (CCS) automatica e
microscdpica pela coloragdo de Broadhurt-Paley (BP) (A) e microscopica pela coloracéo de Rosenfeld (B).
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