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B.P., Assis J.D., Barros J.P.N. & Araújo F.L. [Differential count of cells in the 
milk of cows with subclinical mastitis with the colorations of May-Grün-
wald Giemsa and Gram.] Contagem diferencial de células no leite de vacas 
com mastite subclínica com as colorações de May-Grünwald Giemsa e Gram. 
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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 somáticas (CCS) 
determina a quantidade de leucócitos e células epi-
teliais presentes no leite. É utilizada para o moni-
toramento dos índices de mastite subclínica no re-
banho. Vários testes podem ser usados para a CCS. 
Pela praticidade e precisão destaca-se a contagem 
eletrônica por citometria de fluxo. A contagem mi-
croscópica em lâminas é o método de referência para 
a determinação da CCS em leite cru sendo clássico o 
método descrito por Prescot & Breed (1910). Objeti-
vou-se avaliar a contagem diferencial de células no 
leite de vacas com mastite subclínica, por microsco-
pia óptica, em lâminas coradas pela técnica de May 
Grunwald-Giemsa e Gram. Em ambas as colorações 
as células apresentaram variações morfológicas. 
Contudo, o percentual de células não identificáveis 
não ultrapassou 10% reforçando a aplicabilidade da 
contagem diferencial de células, como utilizado em 
leucócitos em esfregaços hematológicos. Ocorreram 
pequenas variações nas contagens com as duas co-
lorações. Observou-se o predomínio de neutrófi-
los (˃60%), seguidos de linfócitos (˃25%) de forma 
consistente com caracterização das amostras como 
procedentes de quartos com mastite subclínica. A 
coloração de May Grunwald-Giemsa apresentou 
resultados semelhantes ao Gram. As principais di-
ferenças entre as colorações baseiam-se na ampli-
tude e intensidade de coloração, a qual a coloração 
de Gram destacou-se. Na coloração de Gram, todo 
o fundo citológico e outros elementos foram evi-
denciados. O Gram apresentou como vantagem a 
visualização de vazios circulares correspondentes 
à gordura, possibilitando definir sobre a presença 
dos neutrófilos no leite por um tempo prolongado, 
e em algumas amostras a identificação das bactérias 
foi facilmente realizada. Conclui-se pela viabilida-
de da coloração de Gram como alternativa, e ainda 
mais se utilizada como coloração complementar, o 
que aumentaria a representatividade das contagens 
e a possibilidade de observações de outros elemen-
tos na amostra.
PALAVRAS-CHAVE. Coloração, citologia, leite, células 
somáticas.

INTRODUÇÃO
A mastite, inflamação da glândula mamária, é 

a infecção mais frequente dos animais destinados 
à produção de leite e a que mais onera a pecuária 
leiteira. Os impactos econômicos são decorrentes 
da queda na produção leiteira, perda na qualidade 
do leite, maior custo de produção e descarte pre-
maturo de vacas por perda de um ou mais quartos 
mamários (Lopes et al. 2012).

A contagem de células somáticas (CCS) é um 
método convencional e amplamente utilizado para 
o monitoramento da qualidade do leite e saúde da 
glândula, sendo valiosa para auxiliar os produ-
tores de leite na avaliação dos índices de mastite 
subclínica em seus rebanhos e para estimativas das 
perdas econômicas decorrentes (Coldebella et al. 
2003, Santos & Fonseca 2007, Lopes et al. 2011). E 
ainda, é observado um efeito específico dos pató-
genos na variação da CCS (Souza et al. 2009, Mello 
et al. 2012).

As células somáticas do leite são leucócitos e 
células epiteliais provenientes da esfoliação dos 
ácinos galactóforos do úbere, cisterna mamária e 
cisterna do teto e são eliminadas no leite durante o 
curso normal da lactação (Galiero & Morena 2000). 
Os leucócitos são constituídos por vários tipos de 
células. Os encontrados no leite da glândula ma-
mária sadia são (aproximadamente): macrófagos 
(60%), neutrófilos (15%) e linfócitos (25%), e na 
ocorrência de mastite 90% a 95% do total de célu-
las presentes são polimorfonucleares (neutrófilos, 
eosinófilos e basófilos) (Pillai et al. 2001, Sladek 
et al. 2006, Piepers et al. 2009, Koess & Hamann 
2008, Baumert et al. 2009), que migram via circu-
lação sanguínea para a glândula mamária com a 
função de combater agentes agressores (Blowey 
& Edmondson 2010, Dong et al. 2012). Apesar de 
serem essenciais como primeira linha de defesa ce-
lular contra os patógenos da mastite (Piepers et al. 
2009), os polimorfonucleares (PMN) apresentam 
grande potencial de destruição do tecido glandu-
lar, seja pela secreção de mediadores inflamatórios 
ou pelo extravasamento citoplasmático decorrente 
da necrose.

A celularidade do leite é influenciada por fato-
res como número de lactações, condições climáti-
cas, raça e idade do animal, época do ano, manejo 
e nutrição, mas a infecção da glândula mamária é o 
principal fator que leva ao aumento e alteração da 
celularidade do leite (Pyörälä 2003, Della Libera et 
al. 2011).

Vários testes podem ser usados para a determi-
nação da contagem diferencial de células no leite. 
A contagem microscópica é pouco utilizada, pois 
demanda muito tempo e apresenta baixa reprodu-
tibilidade, devido à subjetividade (Koess & Ham-
man 2008). Pela praticidade e precisão da técnica 
destaca-se a contagem eletrônica 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 identificação morfo-
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lógica destas, estabelecendo uma distribuição que 
pode demonstrar a resposta orgânica através do 
infiltrado leucocitário no leite. Para realização da 
contagem microscópica direta há possibilidade da 
utilização de diversos protocolos. A contagem mi-
croscópica em lâminas é referência para a determi-
nação da CCS em leite cru sendo clássico o método 
descrito por Prescot & Breed (1910). Na coloração 
são empregados corantes padronizados já 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 coloração de May 
Grunwald-Giemsa (Viana et al. 2010).

Objetivou-se avaliar a contagem diferencial 
de células somáticas no leite de vacas com masti-
te subclínica, por microscopia óptica, em lâminas 
coradas pela técnica de May Grunwald-Giemsa e 
pela coloração de Gram.

MATERIAL E MÉTODOS
Foram utilizados os quatro quartos mamários de seis 

vacas pluríparas, mestiças (holandês 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 água sem restrição. Avaliações clínicas 
e hematológicas foram realizadas previamente sendo 
utilizadas apenas vacas que, além de boa condição físi-
ca (escore de condição corporal 3,0 ou 3,5) e parâmetros 
hematológicos normais apresentavam infecção intrama-
mária subclínica identificada pelo California Mastitis 
Test (CMT) realizado no início da ordenha (Schalm & 
Noorlander 1957), após higiene da pele do teto e óstio 
com algodão embebido em álcool 70%.

Após o CMT, de cada quarto mamário foram colhi-
das amostras de leite. Alíquotas de 40 mL foram trans-
feridas para frascos específicos, contendo o conservante 
bronopol e recipientes esterilizados isentos de conser-
vante. Amostras contendo bronopol foram homogenei-
zadas por inversão, mantidas sob-refrigeração e encami-
nhadas por Sedex, em no máximo 48 horas, para CCS 
(células/mL), na Clínica do Leite (ESALQ-USP) por mé-
todo de referência (Brasil 2011).

Das alíquotas sem conservantes foram preparadas 
lâminas conforme técnica descrita por Pilla et al. (2012), 
modificada. Uma alíquota de 2,0 mL de leite foi diluí-
da com 5,0 mL de PBS contendo 0,5% de EDTA (PBS-
-EDTA) e centrifugada a 125 g por 15 minutos em tubos 
cônicos estéreis. A camada de gordura e o sobrenadante 
foram desprezados, 10 µL do botão de células do fundo 
do tubo foi ressuspendido em 2,0 ml de PBS-EDTA, e 
posteriormente por meio de pipeta Pasteur distribuído 
homogeneamente na superfície de lâminas perfazendo 
uma área de 1 cm2. As lâminas foram feitas em duplica-
ta, secas ao ar e coradas com May-Grünwald Giemsa e 
pelo Gram.

Em cada lâmina foram contadas 100 células, obser-
vadas em microscópio óptico com objetiva de imersão 
(100x) baseando-se na contagem por representação per-
centual dos diferentes tipos celulares tal como na leuco-
metria global do hemograma, tendo-se apenas adaptado 
a área de contagem ao tipo de esfregaço, no caso, em 
movimento de “borda grega” ou alternados do extremo 
de uma margem a outra da área de 1mm2 do esfregaço. 
Estas células foram diferenciadas e discriminadas em 
linfócitos, macrófagos e neutrófilos.

A identificação das células foi realizada baseando-se 
nas similaridades morfológicas entre da microscopia de 
leucócitos em esfregaços hematológicos (Coles 1987). Si-
multaneamente a esta contagem de leucócitos, foi regis-
trado o percentual de células não identificáveis, conside-
rando que a presença de células não identificáveis acima 
de 10% implica em erro significativo e recontagem.

RESULTADOS E DISCUSSÃO
Considerando as dificuldades inerentes ao tipo 

de amostra (láctea), uma vez que se trata de identi-
ficar células de um infiltrado leucocitário, estas fora 
do seu meio natural (sangue), e que, estão sujeitas a 
processos degenerativos como cariorexis e cariolise, 
apresentaram-se com diversos padrões morfológi-
cos e níveis de reconhecimento variados. Contudo, 
o percentual de células não identificáveis não ultra-
passou 10% nas contagens, reforçando a aplicabili-
dade da contagem diferencial de células, como uti-
lizado em leucócitos em esfregaços hematológicos.

Ocorreram pequenas variações nas contagens 
das amostras com as duas colorações, não só por 
eventuais dificuldades de identificação celular, 
mas também pela distribuição não uniforme das 
células nas lâminas, o que foi minimizado por re-
petições da contagem e identificação de no mínimo 
de 100 células na amostra.

As médias e o desvio padrão das contagens de 
células nas colorações de Gram e May-Grünwald 
Giemsa (Tabela 1) deixam claro que ambas as colo-
rações são viáveis para a identificação e a contagem 
diferencial das células em esfregaços de leite.

Observou-se a predominância de neutrófilos 
(˃60%), seguidos de linfócitos (˃25%), em propor-
ções que diferem daquelas relacionadas para o leite 
de glândulas mamárias sadias (Sladek & Rysanek 
2010, Schwartz et al. 2011) em que predominam 
macrófagos (60%) e linfócitos (25%) e de mamas 
com mastite clínica em que os neutrófilos são 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 população 
celular varia de acordo com a contagem total de cé-
lulas somáticas, evidenciando que a contagem de 
neutrófilos aumenta enquanto a de linfócitos decai 
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com a elevação da CCS. Também, Mira et al. (2013) 
observaram alterações na celularidade do leite, 
principalmente por elevação de neutrófilos em re-
lação ao aumento do total de células somáticas. A 
porcentagem de neutrófilos 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 concentração pre-
dominante de neutrófilos confirmam a presença de 
infecção subclínica, visto que o aumento da CCS no 
leite durante o processo infeccioso da mama ocor-
re principalmente devido ao influxo de neutrófi-
los para a glândula mamária (Pyörölä 2003, Morin 
2009, Della Libera et al. 2011).

A coloração de May Grunwald-Giemsa apre-
sentou resultados semelhantes ao Gram quanto à 
diferenciação morfológica e contagem celular, di-
vergindo dos resultados obtidos por Viana et al. 
(2010) em que a coloração com Broadhurst-Paley, 
hematoxilina-eosina e corante Panótico®, devido 
às diversas etapas de lavagem e fixação resultaram 
em contagens extremamente inferiores, além de 
apresentarem alterações morfológicas exacerbadas 
de células quando comparados à coloração de May 
Grunwald-Giemsa.

As principais diferenças entre o uso alternativo 
da coloração de Gram e May-Grünwald Giemsa 
baseiam-se principalmente na amplitude e inten-
sidade de coloração, a qual a coloração de Gram 
destacou-se. Enquanto na coloração hematológica 
os elementos corados dos esfregaços restringiram-
-se às células leucocitárias com um fundo citológi-
co praticamente não corado, na coloração de Gram, 
todo o fundo citológico e outros elementos foram 
evidenciados.

O fundo citológico na coloração de Gram apre-
sentou material amorfo rosa entremeado por vazios 
circulares de diferentes diâmetros, estes correspon-
dentes a imagens negativas de gordura, esta carac-
terística embora visualmente saturada, aumentou a 
possibilidade de discriminar células nucleadas, no 
caso os diferentes tipos leucocitários.

Neutrófilos são as primeiras células recrutadas 
durante a infecção mamária (Paape et al. 2003) e 
predominam no início da inflamação (Sordillo et 
al. 1997). No leite tendem a ser menos funcionais 
que os presentes na corrente sanguínea sendo a 
ingestão de caseína e gordura relacionada com a 
perda dos pseudópodes, diminuindo drasticamen-
te sua atividade fagocítica e bactericida (Rainard 
& Riollet 2006). Assim, as células que já estavam 
presentes no leite são menos efetivas na resposta 
imunológica do que as células recrutadas e que mi-
gram do sangue para o leite (Baumert et al. 2009). 
A coloração de Gram apresentou como vantagem a 
visualização de vazios circulares correspondentes 
à gordura, possibilitando definir sobre a presença 
dos neutrófilos no leite por tempo prolongado.

Em algumas amostras a identificação das bac-
térias foi facilmente realizada. Entretanto, a colo-
ração de Gram torna impossível a identificação de 
granulócitos eosinófilos, uma vez que a saturação 
cromática rosa impede a evidenciação deste leu-
cócito. Por outro lado um infiltrado com este tipo 
celular é raro, só sendo observada uma célula em 
um dos 24 esfregaços de leite corado com o May-
-Grünwald Giemsa. Pequeno número de eosinófi-
los (0,7%) foi também observado por Della Libera 
et al. (2004) na citologia de lâmina de citocentrifu-
gação de leite de búfalas hígidas.

CONCLUSÕES
Ficou clara a viabilidade da técnica da coloração 

de Gram, como alternativa, e ainda mais se utili-
zada como uma coloração complementar, o que 
aumentaria a representatividade das contagens e 
a possibilidade de observações de outros elemen-
tos diagnosticados na amostra de leite a analisar. 
A identificação morfológica é um aspecto subjetivo 
e, portanto pode apresentar questões de afinidades 
pessoais, o que pode ser minimizado pelo exercí-
cio prático do emprego da proposta de coloração 
alternativa.

Comitê de ética. Este trabalho foi autorizado pelo 
Comitê de Ética no Uso de Animais em Pesquisa da 
UFRRJ, sob o número 085/2012. (Reunião ordinária 05 
de novembro de 2012).
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