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R E SU M O

O desempenho da técnica dc distensão dc Gota dc Coágulo dc sangue, entre as colorações de Giemsa
diluído e puro, é avaliado em relação à possibilidade de observação dos elementos figurados e da
presença de Babesia bovis, Babesia bigemina e Anap lasma marginale. Utilizou-sc um bovino, com
6 meses dc idade inoculado com os agentes,da Tristeza Parasitária, como doador das amostras dc
sangue. A técnica permitiu a observação dos critrócitos, Icucócitos c dos hemoparasitas.
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IN T R O D U Ç Ã O

As distensões finas vêm sendo utilizadas nos exames dc san
gue, cm an á lise s  c lín ic a s  e em d iag n ó stico s  dc 
hcmoparasitoscs, desde o início do século até os dias dc hoje 
s, íi, w. 23 Após a colheita do sangue, pode ocorrer hemólise 
pela agitação da amostra, altas temperaturas c substâncias que 
diminuem a tensão superfic ia l4 sendo que a distensão deve 
ser confeccionada em uma a duas horas após a colheita, para 
que se mantenham as condições ideais de exame Em amos
tras velhas de sangue, os eritrócitos podem apresentar artefa
tos de técnica c muitos Icucócitos podem mostrar-se degene
rados8'11. A ocorrência dc anisocitose leve a moderada é con
siderada fisiológica cm bovinos "-13.

Uma das doenças dc bovinos, responsáveis por elevadas per
das econômias, é a Tristeza Parasitária sendo que os pri
meiros sinais clínicos dc babesiose ocorrcm entre o 8® c 16° 
dias após a inoculaçâo dos agentes pelo Vetor 17. Os corpús
culos iniciais dc Anaplasma marginale podem aparcccr na 
circulação a partir do 5o dia da inoculaçâo, porém os margi
nais tem apresentação máxima próxima ao 20° dia perduran
do por duas sem anas21.

O diagnóstico pode ser realizado por testes sorológicos, po
rém, poucos laboratórios nos países tropicais estão prepara
dos para sua utilização 17’20. Para o diagnóstico pós-morte pode- 
sc utilizar esfregaços de órgãos para pesquisa dos agentes que 
mantém suas características morfológicas inalteradas por al
guns dias 9-10-,2* is.

Baseando-se nos resultados obtidos em esfregaços dc órgãos 
e devido ao limite de tempo de confecção das distensões finas 
dc sangue CHAPLIN et al.3 (1987) desenvolveram a técnica 
dc esfregaço dc fragmento dc coágulo 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 coágulo.

Pesquisa semelhante foi realizada por FUJI SAKI ct al.6 (1989) 
que resgatou Theileria sergenti através dc filtração do coá
gulo sanguíneo por pressão.

A coagulação do sangue ocorre cm período de 30 a 60 minu
tos 22, complctando-sc com a transformação do fibrinogênio 
cm fibrina c com a separação do so ro l3,1’. O fibrinogênio, que 
pode estar cm maior quantidade cm processos inflamatórios 
agudos11, tem afinidade pela membrana eritrocítica27. Durante 
a formação do coágulo, Icucócitos c eritrócitos parasitados, 
devido ao seu maior tamanho c menor peso específico, per
manecem na parte mais alta, consistindo a porção lardácca do 
coágulo *• "■13' 26, com cxcção dc alguns Icucócitos que mi
gram para o soro devido aos seus movimentos am ebóides4.

Na coloração dc hemoparasitas, normalmente é utilizado o 
método dc Giemsa 101418 sendo que algumas alterações dc co
loração podem ser atribuídas à variação do pH da superfície 
da lâmina, a erros no processamento da técnica como também 
à dcgcncração dc Icucócitos.

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

M A T E R IA L  E  M É T O D O

O experimento teve lugar nos laboratório e estábulo do Setor 
dc Protozoologia da Faculdade dc Veterinária da Universida
de Federal do Rio Grande do Sul, Porto Alegre.

Foram estabelecidos 2 grupos com a técnica dc distensão dc 
gota dc coágulo dc sangue, um com coloração pelo método 
dc Giemsa diluído 1418 e outro pelo método de Giemsa puro.

Um bovino esplcncctomizado, dc origem européia, com apro
ximadamente 6 meses de idade, negativo para Babesia bovis

1-Trabalho apresentado como um dos requisitos para o grau dc mestre cm Medicina Veterinária pela Universidade Federal do Rio Grande do Sul, financiado 
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pelo teste de imunofluoresccncia indireta, c negativo para to
dos os agentes em distensões dc lâmina, foi inoculado com 
sangue de outro bovino, comprovadam entc portador dos 
agentes da Tristeza Parasitária c então usado como doador 
das amostras de sangue.

As amostras dc sangue foram colhidas, sem anticoagulantc, 
nos dias 8, 10, 12 ,22, 24, 26 após a inoculaçâo, mantidas cm 
temperatura ambiente c cm repouso por uma hora, para ocor
rer a coagulação, após o que, foram refrigeradas até seu pro
cessamento. Foram confeccionadas 4 lâminas dc cada amos
tra de coágulo, num total dc 24, pela técnica dc distensão de 
gota obtida a partir do coágulo dc sangue descrita a seguir

- retirar o coágulo do soro;

- secar a superfície externa do coágulo cm papel absorvente;

- cortar o coágulo transversalmente próximo da zona lardácca;

- raspar levemente a superfície scccionada com a borda dc 
uma lâmina capturando assim uma gota;

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

- secar imediatamente.

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

A observação da apresentação dos critrócitos c lcucócitos foi 
feita dc acordo com STOBBE 23 (1990) c a determinação das 
parasitem ias por Babesia bovis, Babesia begemina e 
Anaplasma marginale conforme rccomcndação do INSTI
TUTO INTERAMERICANO DE COOPERAÇÃO PARA A 
AGRICULTURA 10 (1985), com objetiva de imersão num to
tal dc 1000 vezes dc aumento.

R E SU L T A D O S

A observação da qualidade dc confecção dc lâminas (Tab. 1,
2 e 3) apresentou os seguintes resultados:

- a visualização foi boa cm todas as lâminas com presença de 
poucos depósitos de corante em 2/3 das lâminas (Tab. 1);

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

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

- a coloração dos eritrócitos foi predominantemente verme
lho tijolo com o corante puro c rosa com o diluído (Tab. 2);

- a maioria das lâminas apresentou boa distribuição dos 
eritrócitos somente nas extremidades c número médio de 
eritrócitos por campo maior que 500 (Tab. 2);

- o grupo do corante diluído revelou maior quantidade de 
lcucócitos, corando-os melhor do que os do puro (Tab. 3).

A observação do número dc Babesia bovis, Babesia bigemina
c de Anaplasma marginale nas lâminas dc esfregaço dc coá
gulo apresentou os seguintes resultados:

- o número dc Babesia bovis foi maior no 8o dia nas lâminas 
dc esfregaço do grupo GIEMSA DILUÍDO, porém seu maior 
número foi detectado no 24° dia no grupo GIEMSA PURO;

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

- o maior número detectado dc A naplasm a m arginale foi nas 
lâminas dc esfregaço do grupo GIEMSA DILUÍDO no 26° 
dia, estando presente nos 22® e 24a dias. As lâminas dc 
esfregaço do coágulo do grupo GIEMSA PURO apresenta
ram o agente apenas no 24a dia.

D ISC U SSÃ O

A boa visualização apresentada por todas as lâminas indica 
que a técnica dc distensão dc gota dc coágulo manteve condi
ções satisfatórias para o exame dc sangue. As porcentagens 
dc deformação encontradas nos critrócitos (Tab. 2) c lcucócitos 
(Tab. 3) podem estar relacionadas com o tempo decorrido 
entre a colheita c a confecção das lâminas " ,  sendo que é co
mum cncon trar-sc  m uitos lcucócitos degenerados cm 
distensões finas dc sangue8.

A ausência do soro na gota utilizada 13 c a aglutinação dos 
critrócitos determ inada pelo fibrinogenio, principalmente 
nos processos inflamatórios agudos dificultariam  a se
paração destas células, determ inando um número médio 
por campo bastante elevado na m aioria das lâminas, com 
uma boa distribuição principalmente nas bordas da distensão 
(Tab. 2).

O tempo de atuação do corantc provavelmente determinou a 
coloração mais intensa dos critrócitos (Tab. 2) c dos lcucócitos 
(Tab. 3), sendo que a melhor coloração do esfregaço pode ter 
permitido a detecção da maior quantidade de agentes no gru
po diluído.

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

As diferenças encontradas entre os 2 grupos na quantifica
ção dc Babesia bovis c o seu maior registro ocorrido no 24a 
dia c não entre o 8a c 16a dias citado por MAHONEY 17
(1977), podem ser atribuídos ao local do coágulo utilizado c 
à possível retenção dc critrócitos parasitados na rede dc 
fibrina *•", apesar dc que estes critrócitos podem scr extraídos 
com alguma pressão 6. Esses fatores também podem estar 
re lac ionados com  a q uan tificação  ob tida  dc Babesia  
bigemina.

As diferenças encontradas na quantificação de Anaplasma 
marginale parecem estar relacionadas com os locais do coá
gulo destinados a cada grupo e ao tempo de atuação do corantc, 
onde o grupo diluído apresentou elevados percentuais da 
riquétsia, quando comparado com o grupo puro.

C O N C L U SÕ E S

- a técnica dc distensão dc gota de coágulo permitiu a obser
vação dos elementos figurados no exame dc esfregaço dc 
sangue;

- a técnica pode scr utilizada no diagnóstico laboratorial dc 
Babesia spp c Anaplasma marginale.

- a coloração com Giemsa diluído apresentou melhor desem
penho que o puro na visualização dos elementos figurados 
c na quantificação dc Anaplasma marginale.
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TABELA 1
Observação dos esfregaços obtidos a partir do coágulo segundo a visualização 
geral e presença de resíduos de corante e sua distribuição nos grupos (em 
número de lâmina). Porto Alegre.

Aspectos observados GIEMSA PURO GIEMSA DILUÍDO

a. Visualização geral
- impossível 0 0
- difícil 0 0
- razoável 0 0

b. Resíduos de corante
- raro 1 1
-pouco 8 8
- bastante 2 3
- muito 1 0

TABELA 2
Observação dos eritrócitos quanto à apresentação e distribuição nos esfregaços
dc coágulo (em número de lâminas). Porto Alegre.

Aspectos observados GIEMSA PURO GIEMSA DILUÍDO

a. Conformação dos eritrócitos
- 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. Coloração
- vermelho tijolo 10 2
- rosa claro 2 6
- rosa escuro 0 4
- azulada 0 0

d. Distribuição
- irregular 0 0
- muito juntos 2 0
- boa nas extremidades 6 8
- boa em toda lâmina 4 4

c. Número médio/campo
- 200/350 1 2
-351/500 3 2
- 501/650 4 3
- mais dc 650 4 5

TABELA 3
Observação dos leucócitos quanto à apresentação e distribuição nos esfregaços
de coágulo (em número dc lâminas). Porto Alegre.

Aspectos observados GIEMSA PURO GIEMSA DILUÍDO

a. Quantidade dc lcucócitos +
- raros 2 2
-poucos 4 4
- bastante 2 7
- muitos 0 1

b. Conformação +
- menos dc 25% deformados 4 2
- 26-50% deformados 2 6
- 51 -75% deformados 0 1
- mais dc 76% deformados 2 3

c. Coloração
- não corados 4 0
- fracamente corados 6 0
- só núcleo corado 0 3
- bem corados 2 9

+ Foi impossível analisar a conformação e quantidade dc lcucócitos cm 
quatro lâminas dc esfregaço dc coágulo do grupo GIEMSA PURO.
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SUM M ARY

The spread-smear lcchniquc 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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