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DIAGNOSTICO DE Anaplasma marginale UTILIZANDO-SE SANGUE COAGULADO
PARA A DETERMINACAO DA PARASITEMIA*

DIAGNOSIS OF Anaplasma marginale USING BLOOD CLOT FOR THE
DETECTION OF PARASITEMIA
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RESUMO

Um bovino esplenectomizado
fol1 1noculado com os agentes da

Tristeza Parasitaria e observado,
durante 40 dias, quanto a tempe-

ratura corporal, hematdécrito e
quadro clinico. Amostras de san-

gue, com e sem anticoagulante,
foram coletadas da jugqular nos

ge, 102, 12¢, 229, 242 e 262 dias
pds-inoculacao, confeccionando-se
laminas de sangue através das
técnicas de Distensao Fina, Dis-
tensao de Gota de Codgulo e Es-
fregaco de Fragmento de Coagulo.
O coZante de Glemsa puro e dilui-
do foi utilizado para coloracao
das laminas. A parasitemia por
Anaplasma marginale foi mensurada
através de percentagem em todas
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as laminas e utilizada para a
avaliacado do desempenho das téc-
nicas. Os resultados obtidos fo-
ram satisfatdérios, principalmente
quando utilizado o corante dilui-
do, recomendando-se as 3 técnicas
para pesquisa de Anaplasma para

casos de comprovagao de diagnés-
tico.
Palavras-chave: distensao, gota

de coagulo, frag-
mento de coagulo,

giemsa, hemozoa-
r10Ss.
SUMMARY
A 6-month-old splenectomi-

zed calf was 1noculated with
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blood from a cattle with Tick
Fever. The clinical signs, rectal
temperature and packed cell
volume were observed between the
0 and 40th days. Blood and blood
clot samples were collected from
the calf on the dth, 10th, 22th,
24th and 26th days. The following
techniques were evaluated by the
Anaplasma marginale parasitemia:
thin blood smear of blood clot
fragment and smear of a drop of
blood clot. The slides were
stained by the dilute and pure
Giemsa methods. The results were

acceptable and the authors
propose the wuse of the three
techniques to confirm an

Anaplasma diagnosis.

Key Words: blood smear, clot
Smear, clot impression
smear, hematozoan,
gilemsa.

INTRODUCAO

NOSSO mel1o como Tristeza Paras;i-
taria. S3o poucos os dados refe-
rentes a prevaléncia da anaplas-
Mose no Brasil, sendo que MADRUGA
et al (1983) em levantamentos so-
roldégicos, encontraram uma taxa
de 7,95% na Regiao do Cerrado do
Mato Grosso do Sul, enquanto RI-
BEIRO e REIS (1981) encontraram

taxas superiores a 80% nas re-

de. Os sinais mais comuns s&o
anemia, fraqueza, lnapeténcia,
febre, desidratacao e constipacgao
(RISTIC, 1977). Alguns fatores
agravantes da anaplasmose sao a
permanencia da condicdo de porta-
dor, em auséncia de reintfeccoes,
por até 5 anos; a formacao de an-
ticorpos contra componentes eri-
trociticos de membrana (RISTIC et
al, 1972); a condicdo intraeri-
trocitica do agente, que o prote-
ge contra acao direta de anticor-
pos (RISTIC, 1977); a possibili-
dade de transmissao transplacen-
taria no adltimo terco da gestacao
(BRINTON & PAUMER, 1976; ZAUGG &
KUTTLER, 1984); e um nivel nutri-
cional muito elevado que agrava-

tes também para a populacdo para-
Sitaria (AJAYI et al, 1978).
Apds a inoculacao, o cor-
pusculo de Anaplasma invade o
eritrdécito, multiplica-se por di-
visao e forma o corpiisculo margi-
nal (ERP & FAHRNEY, 1975), sendo
que a passagem dos corpusculos,
de um eritrécito para outro,
OCorre sem danos a membrana da
célula hospedeira (RISTIC, 1977).
Os primeiros corpisculos iniciais
podem ser encontrados no sangue
ja no 62 dia, porém a predominan-
cla dos corpisculos marginais
ocorre entre 199 e 3492 dias (RIS-
TIC & WATRACH, 1963). As altera-
coes mais severas ocorrem apds o
pico parasitémico, embora quadros

clinicos semelhantes, mas menos




graves, possam ocorrer em pPicos
secundarios e terciarios. A afi-
nidade do Anaplasma por fosfoli-
pldeos eritrociticos determinaria
a necessidade de uma nova popula-
¢ao celular, com valores normais
destes elementos, para ocorrerem
novas parasitemias (DIMOPOULLOS &
BEDELL, 1962).

A técnica de distensdao fina
para exame de sangue vem sendo
usada desde o inicio do século
até os dias de hoje (FONSECA &
BRAGA, 1924; VARELA, 1942: INSTI-
TUTO INTERAMERICANO DE COOPERA-
CION PARA LA AGRICULTURA, 1985) e
continua sendo o instrumento mais
Gtil para o veterindrio de campo
no diagndostico de anaplasmose e
babesiose (RISTIC & LEVY, 1981).
Para manter as condlgoes ideais
de exame €& necessdrio que a amos-

tra de sangue nao sofra agitacao,
nao seja exposta a altas tempera-
turas (DUKES, 1969) e que a lami-
na seja confeccionada em uma a
duas horas apds a coleta de san-
gue (JAIN, 1986).
Baseando-se no

limite de

tempo apds a coleta do sangue em
que a dlstensao deve Ser

tozoarios através de esfregacos
de drgaos, CHAPLIN et al,
(1987/88) desenvolveram a técnica
de esfregaco de fragmentos de co-
agulo com resultados satisfatd-
rios. A partir desta técnica,
STOBBE et al (1988) desenvolveram
uma técnica alternativa que uti-
liza uma gota de codgulo de san-

gue, obtendo boa vizualizacdo dos
elementos figurados.

Para a coloracdao do Ana-
plasma pode ser utilizado o la-

ranja de acridina (GAINER, 1961),
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O azul de toluidina (ROGERS &
WALLACE, 1966) e outros corantes,
porém o mals utilizado, para he-
mocitozoarios, &€ o Giemsa, dilui-
do em agqgua destilada, que permite
coloragao intensa em pouco tempo
(PINTO, 1938; LANGERON, 1942;
INSTITUTO INTERAMERICANO DE COO-
PERACION PARA LA  AGRICULTURA,
1985). Alguns erros de coloracao
que podem ser apontados sao va-
riagao do pH da superficie da la-
mina, coloragcao ou lavagem longas
ou 1nsuficientes, e evaporac¢ao do
corante (JAIN, 1986).

Na formacao do coaqulo, o
fibrinogénio é ativado em fibrina
(KOLB, 1976) e produtos interme-
diarios (GOODGER et al, 1980), fi-
cando presos o0s elementos corpus-
culares na rede de fibrina (KOLB,
1976; HAM, 1977; JAIN, 1986). Du-
rante esse processo de organiza-
cao do coagulo os leucdcitos e os
eritrdécitos parasitados tendem a
se localizar na superficie antes
do término da coagulacgao, devido
a0 seu malior tamanho e menor peso
especifico (KOLD, 1976; HAM,
1977; JAIN, 1986) sendo que podem
extravasar para o soro (DUKES,
1969). Baseado nesses dados FUJI-
SAKI et al (1989) desenvolveu um
processo de resgate de eritrdci-
tos parasitados através de pres-
sao sobre o coagulo.

0 presente trabalho compara
as técnicas de distensao fina de
sangue, esfregagos de fragmento
de coagulo e distensao de gota de
coagulo de sangue, coradas com
Giemsa puro e diluido, no diag-
néstico de Anaplasma marginale
com O objetivo de 1incorporar ou
nao as técnicas de coagulo as ro-
tinas laboratoriais.
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MATERIAL E METODOS

O experimento teve lugar
nos laboratérios e estabulo do

Setor de Protozoologia da Facul-
dade de Veterindria da Universi-

dade Federal do Rio Grande do
Sul, Porto Alegre.

Foram estabelecidos 3 gru-
POos de técnicas de exame de

san-
gue - Distensdo Fina de Sangue
(DISTENSAO), Esfregaco de Frag-

mento de coagulo de sangue (FRAG-
MENTO), Distensdo de Gota de Co&-
gulo de sangue (GOTA) - e dois
subgrupos de coloracdo - com so-
lugao - mde de Giemsa (PURO) e
método de Giemsa tradicional (DI-
LUIDO).

Um bovino esplenectomizado,
de origem européia, com aproxima-
damente 6 meses de 1dade, negati-
VO para Babesia bovis, pelo teste
e 1munofluorescéncia indireta,
foi wutilizado como doador das
amostras de sangue. O animal foi
inoculado subcutaneamente no dia
2ero, com oml de sangue de outro
bovino, comprovadamente portador
dos agentes da Tristeza Parasiti-
ria. O monitoramento do animal
foi feito através da Observacao

diaria de seu comportamento a
partir do dia zero, da '

¢ao de temperatura didria e duas
vezes ao dia do 52 ao 4(Q¢° dias, e

da medicdo de hematécrito nos

O animal foi medicado quan-
do apresentou prostracao,

anore-
Xlia, queda de hematdcrito e
temperatura elevada, da se-
guinte forma: - no 132 dia com

Iml/20kg de peso de
rato de 4,4

diacetu-
diazoaminobenzami -

dina a 7%*, via intramuscular; -
no 142 dia com o mesmo tratamento
do 132 dia mais 10mg de dexameta-
sona**, via intramuscular, 10ml
de complexo vitaminico**»* via
intraperitoneal, 20 ml de antité-

' intraperitoneal,

X1CO****x  vyjg
500ml de soro hidratante*****

via intraperitoneal;

- no 272 dia com 450mg de
cloridrato de tetraciclina***x**x*x
via intramuscular:

- no 282 dia com 10mg de
dexametasona via intramuscular e
2,5ml1/100kg de dipropionato de
imidocarb a 12%*****x*x*  yia in-
tramuscular.

* Ganaseg: Squibb Indiastria
Quimica: Av. Jodo Dias,
1084 - Santo Amaro, SP.

** Azium:Schering: Produtos
Veterinarios Ltda. Estra-

da dos Bandeirantes,

3091. Rio de Janeiro, RJ.

*** Potenay: Industrias Far-

maceéuticas Fontoura-Wyeth

S/A. Av. Rangel Pestana,
1105. Sao Paulo, SP.

**** Toxifim, Boehringer - In-

gelheim: Alameda dos Qui-

nimuros, 187 - 04068 Sao
Paulo, SP.

***** Ringer lactato: Hiplex
* S/A: Rua Francisco Perei-
ra Coutinho, 347 - Campi-
nas, SP.

****** Terramicina L.A., Pfizer:
' Rodovia Presidente Dutra,

Km 225 - Guarulhos, SP.
*kxkk*k** Tmizol, Wellcome S/A. Ro-
dovia Raposo Tavares, Km

26,9 - Caixa Postal 503 -
Cotia, SP.




As amostras de sanque foram
Coletadas sem e com anticoagulan-
te* da jugular, nos 82, 102, 129,
222, 242 e 262 dias de inocula-
Gao. As amostras sem anticoagu-
lante foram deixadas coagular em
repouso e em temperatura ambiente

por uma hora, apés o que foram
refrigeradas até o seu processa-
mento.

Um total de 72 laminas das

6 coletas foram processadas e
distribuidas nos grupos e subgru-
pOs como seque.

As 6 amostras de sangue com
anticoagulante foram processadas
em até uma hora apés a coleta e,
de cada uma, confeccionou-se 4
distensdes finas de sanque de
acordo com LANGERON (1942).

As b6 amostras de codgulo de
sangue foram processadas no mesmo
dia da coleta, com excecdo da

amostra do 262 dia que foi pro-
cessada 24 horas depois.
De cada amostra de coégulo

confeccionou-se 4 distensdes de

gota de coagulo de sangue (STOBBE

et al, 1988) e 4 esfregacos de
fragmento de codgulo (CHAPLIN et

al, 1987/88).
Utilizou-se as coloracdes

pelo método de Giemsa diluido
(PINTO, 1938; LANGERON, e

Co na concentracao de 1,4mg/ml

de sangue: BECTON, DICKINSON

INDUSTRIAS CIRORGICAS LTDA.

Rua Ciro Correia Pereira, 550

- Curitiba, PR.

** SANTOS, Virginio dos.
cacao pessoal.
1979.

Comuni-
Santa Maria,

Cada coloracao foi aplicada em 2
laminas de cada amostra em todos

Os grupos. Utilizou-se um aumento
de 1000 vezes a observacao mi-
croscOpica das laminas.

A determinagcao da parasite-
mia foi feita de acordo com INS-
TITUTO INTERAMERICANO DO COOPERA-
CION PARA LA AGRICULTURA (1985).

Os dados foram submetidos a
analise de variancia e teste de
Tukey aos niveis de significan-
cia de 5% e 1%.

RESULTADOS

A observagcao clinica do
animal teve os sequintes resulta-
dos: entre os dias 0-112, 15-269,
29-402 da inoculacao nao houve
alteracOes de comportamento.

O bovino manifestou pros-
tragcao entre os dias 12-142 com
elevacao brusca de temperatura no
122 dia e queda de hematécrito de
33% para 27% entre a manha e a
tarde do 132 dia (Figqura 1);
prostragcao, anorexia e taquipnéia
nos 27-282 dias. Apd6s o0s trata-
mentos especilficos, nos 13-14¢° e
27-282 dias houve sensivel recu-
peragao com retorno de apetite e
atitudes normais.

Os resultados obtidos em
relagcao a parasitemia de Anaplas-
ma marginale (Tabela 1) apresen-
taram diferencas entre grupos,
subgrupos e tempo como segue:

- a média da parasitemia dos 3
grupos foili maior no 262 dia com
significdncia estatistica de
5%;

- O grupo GOTA detectou maior pa-
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rasitemia que os grupos DISTENSAO

€ FRAGMENTO, no 242 dia, mas semn

diferenca estatistica;

- O grupo FRAGMENTO detectou
malor parasitemia que O grupo
GOTA e este maior que O grupo
DISTENSAO, no 262 com corante
DILUIDO, 18  diferencas
significativas a 5% e 1%.

-~ O subgrupo DILUIDO detectou ma-
lOor parasitemia que o PURO nos
3 grupos de técnicas com sS1gni-
ficancia estatistica a 5%.

- O grupo FRAGMENTO com corante
PURO apresentou filmes nublados
nos 89 e 122 dias, impossibili-
tando a wvizualizacdao.0 bovino
manifestou prostracdo entre os
dias 12-14°2 com elevacdo brusca
de temperatura no 122 dia e
queda de hematécrito de 33% pa-
ra 27% entre a manha e a tarde
do 139 dia (Figura 1); prostra-

¢ao, anorexia e taquipnéia nos
27-282 dias. Apdés os tratamen-
tos especificos, nos 13-149 ¢

TEMPERATURADAMANMA ... ..

TEMPERATURA DA TARDE
HEMATOCRITO .. . . .

COLETA. .... ...... ..
TRATAMENTO ... ..

TEMPERATURA (°C)

HEMATOCRITO (%)

FIGURA 1 - Temperatura diaria (manha e tarde), hema-
técrito, dias de tratamento e dias de co-

leta das amostras de bovino
1noculado
Anaplasma marginale.

zado e

esplenectomi-
experimentalmente com
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27-—2§Q dias houve sensivel recu- taram diferencas entre (Jgrupos,
peragao com retorno de apetite e subgrupos e tempo como segue:
atitudes normais. - a média da parasitemia dos 3
Os resultados obtidos em grupos foi maior no 262 dia com
relagao a parasitemia de Anaplas- significancia estatistica de
ma marginale (Tabela 1) apresen- 5%;

TABELA 1 - Percentagem de parasitemia por Anaplasma marginale, deter-
minada em 2 laminas, nos grupos e subgrupos, nos dias de
coleta das amostras.

Dia da inocu- DISTENSAO GOTA FRAGMENTO

lagao PURO DILUIDO PURO DILUIDO PURO DILUIDO

122 lam. 1** 0,0 0,011 0,0 0,0 ok ok 0,003

lam. 2 0,0 0,0 0,0 0,0 * % % 0,007

2229 lam. 1 0,0 0,0 0,0 0,0 010 0,0

lam. 2 0,0 0,003 0,0 0,003 0,0 0,0
242 lam. 1 0,016 0,127 0,071 0,677 0,007 0,047

lam. 2 0,011 0,071 0,063 0,066 0,178 0,004
262 lam. 1 0,0 4,609 0,0 7,768 0,0 10,979

lam. 2 0,004 7,051 0,0 9,573 0,004 8,874

82 e 102 dias nado apresentaram parasitemia;

** Jlamina;

laminas com visualizacdo impossibilitada.

Niveis de significancia de 5% e 1k




- O grupo FRAGMENTO com

jJam especificos para riquétsias.
PURO apresentouy filmes nublados ' ' '
nos 82 e 1 '

anticorpos

1977) e até mesmo com o
nivel LC ]




ram feitos em funcao do
mento do quadro clinico e da au-
séncia do baco, que poderiam im-
plicar na perda do animal.

CONCLUSOES
- € possivel diagnosticar-se Ana-

plasma marginale através das

técnicas que wutilizam coagulo
de sangue:

- a técnica de FRAGMENTO e de GO-
I'A apresentaram melhor desempe-

nho na quantificacdo de Ana-
plasma que a técnica de DISTEN-
SAQ;

- O corante de Giemsa DILUIDO te-
ve melhor desempenho que o PURO
na coloragcao de Anaplasma mar-
ginale;

- O local do coaqulo utilizado na

confeccao dos filmes demons-
trou-se satisfatério.
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