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DIAGNOSTICO DE HEMOPARASITOSE ATRAVES DA TECNICA DE
DISTENSAO DE GOTA DE COAGULO SANGUINEO1

DIAGNOSIS OF HEMOPARASITOSIS TROUGH THE SPREAD-SMEAR
TECHNIQUE USING A DROP OF BLOOD CLOT
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RESUMO

O desempenho da técnica dc distensdo dc Gota dc Coagulo dc sangue, entre as coloragdes de Giemsa
diluido e puro, é avaliado em relagdo a possibilidade de observagdo dos elementos figurados e da
presenca de Babesia bovis, Babesia bigemina e Anaplasma marginale. Utilizou-sc um bovino, com
6 meses dc idade inoculado com os agentes,da Tristeza Parasitaria, como doador das amostras dc
sangue. A técnica permitiu a observacao dos critrocitos, Icucocitos ¢ dos hemoparasitas.
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INTRODUCAO

As distensdes finas vém sendo utilizadas nos exames dc san-
gue, cm anéalises clinicas e em diagn6sticos dc
hcmoparasitoscs, desde o inicio do século até os dias dc hoje
s ii, w2 Apds a colheita do sangue, pode ocorrer hemdlise
pela agitacdo da amostra, altas temperaturas ¢ substancias que
diminuem a tensdo superficial4 sendo que a distensdo deve
ser confeccionada em uma a duas horas ap6s a colheita, para
que se mantenham as condi¢Bes ideais de exame Em amos-
tras velhas de sangue, os eritrécitos podem apresentar artefa-
tos de técnica ¢ muitos lcucécitos podem mostrar-se degene-
rados81L A ocorréncia dc anisocitose leve a moderada é con-
siderada fisiolégica cm bovinos "-13

Uma das doencas dc bovinos, responsaveis por elevadas per-
das econdmias, é a Tristeza Parasitaria sendo que os pri-
meiros sinais clinicos dc babesiose ocorrcm entre o 8®c 16°
dias ap6s a inoculacao dos agentes pelo Vetor 17. Os corpuls-
culos iniciais dc Anaplasma marginale podem aparcccr na
circulagdo a partir do 50 dia da inoculacao, porém os margi-
nais tem apresentacdo maxima préxima ao 20° dia perduran-
do por duas semanas2L

O diagnéstico pode ser realizado por testes sorologicos, po-
rém, poucos laboratérios nos paises tropicais estdo prepara-
dos para sua utilizagdo 1720 Para o diagnéstico pés-morte pode-
sc utilizar esfregacos de 6rgdos para pesquisa dos agentes que
mantém suas caracteristicas morfoldgicas inalteradas por al-
guns dias 910, 2%s.

Baseando-se nos resultados obtidos em esfregagos dc 6rgédos
e devido ao limite de tempo de confec¢do das distensdes finas
dc sangue CHAPLIN et al.3(1987) desenvolveram a técnica
dc esfregago dc fragmento dc coagulo dc sangue. A partir
dessa técnica STOBBE ct al.24 (1988) desenvolveram uma
técnica alternativa, que utiliza uma gota dc sangue obtida ao
corte do coagulo.

Pesquisa semelhante foi realizada por FUJI SAKI ct al.6(1989)
que resgatou Theileria sergenti através dc filtracdo do coa-
gulo sanguineo por pressao.

A coagulagdo do sangue ocorre cm periodo de 30 a 60 minu-
tos 2 complctando-sc com a transformacdo do fibrinogénio
cm fibrina c com a separagdo do sorol31’. O fibrinogénio, que
pode estar cm maior quantidade cm processos inflamatérios
agudos1y, tem afinidade pela membrana eritrocitica27. Durante
a formacdo do coagulo, Icucécitos c eritrocitos parasitados,
devido ao seu maior tamanho ¢ menor peso especifico, per-
manecem na parte mais alta, consistindo a por¢ao lardacca do
coagulo *"m1326 com cxcgdo dc alguns lcucécitos que mi-
gram para o soro devido aos seus movimentos amebdides4.

Na coloragdo dc hemoparasitas, normalmente é utilizado o
método dc Giemsa 101418 sendo que algumas alteragdes dc co-
loragdo podem ser atribuidas a variacdo do pH da superficie
da lamina, a erros no processamento da técnica como também
a dcgencragdo dc Icucocitos.

O presente trabalho mostra alguns resultados obtidos com a
técnica dc gota dc coagulo dc sangue, com o objetivo dc
apresentar uma alternativa dc técnica para exame dc sangue,
principalmente de hemoparasitas.

MATERIAL E METODO

O experimento teve lugar nos laboratério e estdbulo do Setor
dc Protozoologia da Faculdade dc Veterinaria da Universida-
de Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre.

Foram estabelecidos 2 grupos com a técnica dc distensdo dc
gota dc coagulo dc sangue, um com coloracdo pelo método
dc Giemsa diluido 1418e outro pelo método de Giemsa puro.

Um bovino esplcncctomizado, dc origem européia, com apro-
ximadamente 6 meses de idade, negativo para Babesia bovis
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pelo teste de imunofluoresccncia indireta, ¢ negativo para to-
dos os agentes em distensdes dc lamina, foi inoculado com
sangue de outro bovino, comprovadamentc portador dos
agentes da Tristeza Parasitaria ¢ entdo usado como doador
das amostras de sangue.

As amostras dc sangue foram colhidas, sem anticoagulantc,
nos dias 8, 10, 12,22, 24, 26 ap6s a inoculacdo, mantidas cm
temperatura ambiente ¢ cm repouso por uma hora, para ocor-
rer a coagulacdo, ap6s o que, foram refrigeradas até seu pro-
cessamento. Foram confeccionadas 4 laminas dc cada amos-
tra de codgulo, num total dc 24, pela técnica dc distensdo de
gota obtida a partir do coagulo dc sangue descrita a seguir

- retirar o coagulo do soro;
- secar a superficie externa do coadgulo cm papel absorvente;
- cortar o codgulo transversalmente pr6ximo da zona lardacca;

- raspar levemente a superficie scccionada com a borda dc
uma lamina capturando assim uma gota;

- distender a gota conforme a técnica dc distensdo fina de
sangue;

- secar imediatamente.

Das 4 laminas dc cada amostra, 2 foram coradas pelo método de
Giemsa diluido e 2 pelo método dc Gicmsa puro. Todas as
amostras foram processadas no mesmo dia da colheita, com
exccgdo da amostra do dia 26 que foi processada 24 horas apds.

A observacgdo da apresentagdo dos critrécitos ¢ lcucécitos foi
feita dc acordo com STOBBE 23(1990) c a determinacdo das
parasitemias por Babesia bovis, Babesia begemina e
Anaplasma marginale conforme rccomcndagdo do INSTI-
TUTO INTERAMERICANO DE COOPERAGCAO PARA A
AGRICULTURA 10(1985), com objetiva de imersdo num to-
tal dc 1000 vezes dc aumento.

RESULTADOS

A observacdo da qualidade dc confec¢do dc laminas (Tab. 1,
2 e 3) apresentou os seguintes resultados:

- avisualizagdo foi boa cm todas as laminas com presenca de
poucos depositos de corante em 2/3 das laminas (Tab. 1);

- cerca dc 2/3 das laminas apresentaram menos dc 50% dos
eritrocitos deformados (Tab. 2);

- a anisocitosc foi leve a moderada durante o periodo experi-
mental (Tab. 2);

- a coloracdo dos eritrécitos foi predominantemente verme-
Iho tijolo com o corante puro ¢ rosa com o diluido (Tab. 2);

- a maioria das laminas apresentou boa distribuicdo dos
eritrocitos somente nas extremidades ¢ nimero médio de
eritrocitos por campo maior que 500 (Tab. 2);

- 0 grupo do corante diluido revelou maior quantidade de
Icucocitos, corando-os melhor do que os do puro (Tab. 3).

A observagdo do nimero dc Babesia bovis, Babesia bigemina
c de Anaplasma marginale nas laminas dc esfregago dc coa-
gulo apresentou os seguintes resultados:

- 0 nimero dc Babesia bovis foi maior no 8odia nas laminas
dc esfregaco do grupo GIEMSA DILUIDO, porém seu maior
numero foi detectado no 24° dia no grupo GIEMSA PURO;

- 0 maior nimero registrado de Babesia bigemina foi nas la-
minas dc ambos os grupos no 12° dia, sendo que o agente
nédo foi visualizado nos 8°, 104, 24®e 26° dias.

- 0 maior nimero detectado dc Anaplasma marginale foi nas
laminas dc esfregaco do grupo GIEMSA DILUIDO no 26°
dia, estando presente nos 22® e 24a dias. As laminas dc
esfregaco do coagulo do grupo GIEMSA PURO apresenta-
ram o agente apenas no 24adia.

DISCUSSAO

A boa visualizagdo apresentada por todas as ldminas indica
que a técnica dc distensdo dc gota dc coadgulo manteve condi-
cdes satisfatorias para o exame dc sangue. As porcentagens
dc deformacdo encontradas nos critrocitos (Tab. 2) c lcucécitos
(Tab. 3) podem estar relacionadas com o tempo decorrido
entre a colheita ¢ a confecgdo das laminas ", sendo que é co-
mum cncontrar-sc muitos lcuco6citos degenerados cm
distensdes finas dc sangue8

A auséncia do soro na gota utilizada 13c a aglutinagdo dos
critrocitos determinada pelo fibrinogenio, principalmente
nos processos inflamatorios agudos dificultariam a se-
paragdo destas células, determinando um ndmero médio
por campo bastante elevado na maioria das Iaminas, com
uma boa distribuigdo principalmente nas bordas da distensdo
(Tab. 2).

O tempo de atuacdo do corantc provavelmente determinou a
coloragdo mais intensa dos critrécitos (Tab. 2) ¢ dos lcucdcitos
(Tab. 3), sendo que a melhor coloracdo do esfregago pode ter
permitido a detec¢do da maior quantidade de agentes no gru-
po diluido.

Nenhum destes fatores, no entanto, parece ter interferido na
observagdo da anisocitosc, nos grupos dc coloragdo, que se
manteve dentro da normalidade para bovinos

As diferencas encontradas entre 0os 2 grupos na quantifica-
cdo dc Babesia bovis c o seu maior registro ocorrido no 24a
dia ¢ ndo entre o 8a ¢ 16a dias citado por MAHONEY T7
(1977), podem ser atribuidos ao local do coagulo utilizado ¢
a possivel retencdo dc critrécitos parasitados na rede dc
fibrina *«", apesar dc que estes critrécitos podem scr extraidos
com alguma pressdo 6 Esses fatores também podem estar
relacionados com a quantificacdo obtida dc Babesia
bigemina.

As diferencas encontradas na quantificagdo de Anaplasma
marginale parecem estar relacionadas com os locais do coa-
gulo destinados a cada grupo e ao tempo de atuacdo do corantc,
onde o grupo diluido apresentou elevados percentuais da
riquétsia, quando comparado com o grupo puro.

CONCLUSOES

- a técnica dc distensdo dc gota de coagulo permitiu a obser-
vacdo dos elementos figurados no exame dc esfregago dc
sangue;

- a técnica pode scr utilizada no diagnéstico laboratorial dc
Babesia spp ¢ Anaplasma marginale.

- a coloragdo com Giemsa diluido apresentou melhor desem-
penho que o puro na visualizacdo dos elementos figurados
¢ na quantificacdo dc Anaplasma marginale.
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TABELA 1
Observagao dos esfregagos obtidos a partir do coagulo segundo avisualizagéo
geral e presenca de residuos de corante e sua distribui¢cdo nos grupos (em
ndmero de ldamina). Porto Alegre.

Aspectos observados GIEMSA PURO

GIEMSA DILUIDO

a Visualizagao geral

- impossivel 0 0
- dificil 0 0
- razoavel 0 0
b. Residuos de corante
- raro 1 1
-pouco 8 8
- bastante 2 3
- muito 1 0
TABELA 2

Observag&o dos eritrdcitos quanto aapresentacéo e distribuicéo nos esfregagos
dc coagulo (em nuimero de laminas). Porto Alegre.

Aspectos observados GIEMSA PURO GIEMSA DILUIDO

a. Conformacéo dos eritrécitos

- menos de 25% deformados 3 5
- 26-50% deformados 4 3
- 51-75% deformados 5 4
- mais dc 76% deformados 0 0
b. Anisocitose
- leve 6 6
- moderada 6 6
- acentuada 0 0
c. Coloracéo
- vermelho tijolo 10 2
- rosa claro 2 6
- rosa escuro 0 4
- azulada 0 0
d. Distribuigao
- irregular 0 0
- muito juntos 2 0
- boa nas extremidades 6 8
- boa em toda lamina 4 4
¢. NUmero médio/campo
-200/350 1 2
-351/500 3 2
- 501/650 4 3
- mais dc 650 4 5
TABELA 3

Observagao dos leucdcitos quanto a apresentacéo e distribuicdo nos esfregagos
de codgulo (em numero dc laminas). Porto Alegre.
Aspectos observados

GIEMSA PURO GIEMSA DILUIDO

a. Quantidade dc Icucdcitos +
- raros 2 2
-poucos 4 4
- bastante 2 7
- muitos 0 1
b. Conformacéo +
- menos dc 25% deformados 4 2
- 26-50% deformados 2 6
- 51-75% deformados 0 1
- mais dc 76% deformados 2 3
c. Coloragdo
- ndo corados 4 0
- fracamente corados 6 0
- s6 nlcleo corado 0 3
- bem corados 2 9

+ Foi impossivel analisar a conformagéo e quantidade dc Icucdcitos cm
quatro laminas dc esfregaco dc coagulo do grupo GIEMSA PURO.
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SUMMARY

The spread-smear Icchniquc using a drop of blood clot and stained
by diluted and undimitcd Gicmsa stain was evaluated for the search
of blood ccll types and recognition of Babesia bovis, Babesia
bigemina and Anaplasma marginale hcmoparasitcs. The blood
clot samples were taken from a 6 month-old calf experimentally
inoculated with the blood from a Cattle Tick Fever carricr. The
Technique was sumitablc for the observation of different blood
cclls and for the recognition of the hcmoparasitcs.
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