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Resumo. O presente estudo avaliou a eficacia do esfregaco sanguineo, associado a
determinagdo do hematocrito e ao exame clinico, para o diagnostico da tristeza parasitaria
bovina (TPB) em um rebanho. Por meio dos testes laboratoriais, constatou-se a presenca
de Anaplasma marginale em 38% dos animais avaliados. No entanto, em nenhuma lamina
foi observada a presenca de Babesia spp. No exame clinico ¢ na determinacdo do
hematocrito, foram identificadas alteragdes que, quando analisadas isoladamente, ndo
demonstraram eficiéncia diagndstica para a doenca. Dessa forma, as técnicas utilizadas no
presente estudo ndo se mostraram suficientemente sensiveis como método diagnostico
definitivo nas condigOes deste estudo. Entretanto, a avaliagdo clinica associada a
determinagdo do hematdcrito e a realizagdo do esfregagco sanguineo pode ser empregada
como método de triagem de animais suspeitos, os quais devem ser posteriormente
submetidos a outros exames para confirmacao do diagnostico.
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Evaluation of the association between clinical examination,
hematocrit determination, and blood smear examination for the
diagnosis of bovine tick-borne disease

Abstract. This study evaluated the effectiveness of blood smear examination associated
with hematocrit determination and clinical evaluation for the diagnosis of Bovine Tick-
Borne Disease (BTBD) in a herd. Laboratory analyses detected the presence of Anaplasma
marginale in 38% of the animals evaluated. However, Babesia spp. were not detected in
any of the blood smears examined. Clinical evaluation and hematocrit determination
revealed alterations that, when considered individually, did not provide sufficient
diagnostic accuracy for the disease. Therefore, under the conditions of this study, the
techniques employed were not sufficiently sensitive to serve as definitive diagnostic
methods. Nevertheless, clinical evaluation associated with hematocrit determination and
blood smear examination may be used as screening tools for suspected animals, which
should subsequently undergo additional diagnostic tests to confirm the diagnosis.

Keywords: Anaplasmosis, babesiosis, cytology.

Introduciao

A tristeza parasitaria bovina (TPB) refere-se a um complexo de hemoparasitoses causado pelos
protozoarios Babesia bovis e Babesia bigemina e pela bactéria Anaplasma marginale, pertencente a
ordem Rickettsiales (Costa et al., 2021; Gongalves, 2000; Santos et al., 2017). A TPB ¢ uma
enfermidade que acomete elevado nimero de bovinos e bubalinos em diversas regides do mundo. No
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Brasil, ¢ transmitida principalmente pelo carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus,
popularmente conhecido como carrapato-do-boi (Barbosa et al., 1994; Bracarense et al., 2001).
Adicionalmente, a doenga apresenta carater endémico no pais, condi¢do relacionada aos aspectos
climaticos, a0 manejo sanitario, a genética dos animais e as caracteristicas das pastagens, especialmente
em sistemas de criacdo extensivos e semi-intensivos (Carvalho et al., 2018; Costa et al., 2021; Moura
et al., 2024).

A maior parte das regides brasileiras encontra-se em situagdo de estabilidade enzoodtica,
caracterizada pela presenca do vetor durante todo o ano. No entanto, essa condi¢do ndo ¢ permanente.
Mesmo em areas consideradas estaveis, medidas intensivas de controle do carrapato, como 0 uso
frequente de acaricidas, ou praticas de manejo voltadas a redug¢do da infestacdo, como a integracdo
lavoura-pecuaria, podem romper esse equilibrio, resultando em instabilidade enzodtica e falhas na
imuniza¢do natural dos animais devido a redug@o da exposicdo aos agentes etioldgicos (Andreotti et
al., 2019; Castro et al., 2011; Frederico et al., 2015; Gongalves et al., 2016; Santos et al., 2019).

As regides caracterizadas por instabilidade enzodtica, também denominadas areas epidémicas,
apresentam condigdes climaticas que limitam o ciclo de vida do carrapato durante grande parte do ano,
em razao da ocorréncia de periodos secos ou frios (Andreotti et al., 2016, 2019; Godoi & Silva, 2009).
Como consequéncia, os bovinos permanecem parte do ano sem contato significativo com os agentes
da doenga, tornando-se mais suscetiveis quando ocorre nova exposicao. Estima-se que, nessas regioes,
a prevaléncia de animais soropositivos varie entre 10% e 75% (Andreotti, 2010; Santos et al., 2019).

Segundo Costa et al. (2021), a TPB pode acometer bovinos de todas as categorias, sendo mais
frequentemente observada em bezerros, especialmente naqueles com aproximadamente quatro meses
de idade, fase em que apresentam maior suscetibilidade imunologica (Andreotti et al., 2019). Além
disso, bovinos zebuinos apresentam maior resisténcia aos agentes etiologicos quando comparados aos
taurinos (Godoi & Silva, 2009).

Os sinais clinicos variam conforme o estagio da doenga (Frederico et al., 2015). Os animais podem
apresentar hipertermia, anemia, ictericia, prostracdo, apatia, fadiga, calafrios, emagrecimento e
hemoglobintria (Andreotti et al., 2019; Godoi & Silva, 2009). Em geral, a hemoglobinuria esta mais
associada a babesiose, especialmente as infec¢des por Babesia bigemina, que promovem anemia
hemolitica intravascular, com consequente liberacdo de hemoglobina para a corrente sanguinea e sua
eliminagdo pela urina (Santos, 2013).

Entre os agentes da babesiose, Babesia bovis ¢ considerada a espécie de maior patogenicidade para
os bovinos (Bracarense et al., 2001). Esse protozoario promove intensa infeccdo e multiplicagdo nos
eritrdcitos, além de provocar alteragdes vasculares, como vasodilatagdo e aumento da permeabilidade
vascular, podendo culminar em choque hipotensivo (Moura et al., 2024). Em alguns casos, também
pode comprometer os sistemas nervoso e locomotor, ocasionando sinais neurolégicos, como ataxia dos
membros posteriores, além de alteragdes comportamentais, incluindo agressividade. Por outro lado, a
anemia e a ictericia sdo manifestagdes mais frequentemente associadas a anaplasmose, em decorréncia
da intensa destruigdo extravascular dos eritrocitos por fagocitose, seguida da degradacdo da
hemoglobina e aumento da producdo de bilirrubina (Mendes et al., 2017; Sousa et al., 2021). Dessa
forma, a TPB pode ocasionar redugdo da produtividade, aumento da idade ao abate e da idade a
primeira reprodugdo, além de elevada mortalidade, comprometendo o bem-estar do rebanho e
ocasionando prejuizos economicos significativos, sobretudo para pequenos produtores rurais (Costa et
al., 2021; Moura et al., 2024).

Nesse contexto, o diagndstico constitui etapa fundamental, uma vez que sua realizagdo precoce
favorece a institui¢do do tratamento adequado e reduz a disseminag@o da doenca entre os animais do
rebanho (Andreotti et al., 2019). Para isso, devem ser considerados os aspectos epidemiologicos, os
sinais clinicos e, principalmente, os exames laboratoriais, visto que as manifestagdes clinicas podem
ser confundidas com as de outras enfermidades (Santos, 2013). Nesse sentido, (Kikugawa, 2009)
destaca a importancia da determinagdo do hematocrito e da identificacdo dos agentes etiologicos em
esfregacos sanguineos, método amplamente empregado na rotina de campo devido a sua praticidade e
baixo custo. Para a realiza¢do do esfregaco, procede-se a coleta de sangue da ponta da orelha e/ou da
extremidade da cauda do animal, seguida da confec¢do da lamina para avaliagdo microscopica.
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Contudo, a confiabilidade da citologia apresenta limitagdes, uma vez que os hemoparasitos podem nao
estar presentes no local da coleta, resultando em resultados falso-negativos. Adicionalmente, valores
de hematdcrito abaixo dos intervalos de referéncia nao sao considerados achados patognomonicos da
tristeza parasitaria bovina (Mendes et al., 2017).

A despeito da ampla utilizagdo do hematdcrito e do esfregaco sanguineo na rotina de campo, ainda
existem limitagdes quanto a sensibilidade desses métodos, especialmente em animais cronicamente
infectados. Dessa forma, este estudo teve como objetivo avaliar a eficacia dos testes de esfregago
sanguineo e da determinacdo do hematdcrito na identificagdo da infeccdo pelos agentes da tristeza
parasitaria bovina em bovinos pertencentes a fazenda do Centro Universitario UNA, correlacionando
os resultados obtidos com as condigdes clinicas e fisicas dos animais avaliados.

Material e métodos

O estudo foi realizado na fazenda do Centro Universitario UNA, localizada na BR 262, na cidade de
Bom Despacho (MG). Foram utilizados 21 animais, os quais foram classificados nas seguintes
categorias: oito bezerros de dois a seis meses; trés novilhas entre 12 ¢ 18 meses; nove vacas acima de
18 meses; e, por fim, um boi de trés anos de idade. As ragas variaram entre Holandés, Gir e Girolando.

Os animais foram submetidos ao exame clinico, no qual procedeu-se a afericdo dos pardmetros vitais,
como frequéncias respiratéria e cardiaca, temperatura retal, tempo de preenchimento capilar (TPC),
turgor cutaneo e coloragdo das mucosas, além da avaliagdo do escore de condigdo corporal (ECC) com
base no indice de Edmonson et al. (1989) e da presenca de ectoparasitas com base nos parametros de
Mendes (2005).

Posteriormente, os animais foram posicionados no tronco de contengdo para a coleta de sangue para
realizacao do esfregaco sanguineo e do hematdcrito. Para a realizagdo dos esfregacos sanguineos, foi
coletado o sangue dos capilares periféricos (pontas de cauda e orelha), onde hd maior circulacao dos
agentes etiologicos, conforme a recomendagdes de Santos et al. (2019). Dessa forma, foi realizada
assepsia destas regidoes com alcool 70% e foi coletada uma gota de sangue com agulha hipodérmica de
calibre 25 x 0,70 mm. A gota de sangue foi espalhada uniformemente sobre uma lamina de microscopia
fosca lapidada de 2,6 x 7,6 cm (Precision®), a qual, posteriormente, foi corada com o corante pandtico
rapido (Laborclin®), identificada e avaliada por meio de microscopio eletronico (Olen®) para possivel
identificacdo dos microrganismos.

Jé& para a realizagdo do hematdcrito, procedeu-se a coleta de amostra sanguinea por pun¢do da veia
coccigea caudal com agulha de 40 x 1,2 mm e seringa de 5 ml, apos assepsia da regido com alcool 70%.
Subsequentemente, o material foi acondicionado em tubos de hematologia com EDTA. Em seguida,
foram produzidos capilares das amostras, os quais foram centrifugados em micro centrifuga (SH120
Verified®) e observados com o auxilio de uma régua (Daiki®) para leitura de microhematdcrito.

Dessa forma, foi realizado levantamento dentro de uma populagdo de bovinos com avaliagdo das
varidveis quantitativas de hematdcrito, frequéncias respiratoria e cardiaca, temperatura retal, TPC,
turgor cutineo, coloracdo das mucosas, ECC e positividade para agentes etiologicos da tristeza
parasitaria bovina em esfregagos sanguineos. Por meio de uma analise descritiva dos resultados
observados, buscou-se comparar os achados do exame clinico com os resultados dos exames
laboratoriais (esfregaco sanguineo e hematocrito). Além disso, os resultados observados foram
comparados a informagdes obtidas na literatura cientifica que aborda o tema.

Resultados e discussao

Com relagdo aos parametros avaliados no exame clinico, verificou-se valores fora da normalidade
no TPC de todos os bezerros, com média de trés segundos, além de aumento do turgor cutaneo em seis
desses mesmos animais (75%), também com média de trés segundos. No que se refere a infestagdo por
ectoparasitas, foram utilizados os parametros definidos por Mendes (2005), pelos quais 25% dos
bezerros estavam com baixa infestagao, 62,5% com média e 12,5% com alta infestacdo. A coloragado das
mucosas também foi avaliada e 37,5% dos animais apresentavam mucosas hipocoradas. Segundo Farooq
etal. (2010), a temperatura corporal central dos bovinos varia entre 38,0 °C a 39,3 °C durante condi¢des
termo neutras. Desse modo, a temperatura retal estava elevada em 50% desse grupo. Quanto as
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frequéncias respiratoria e cardiaca, 25% se encontravam em taquipneia e 87,5% apresentavam
taquicardia. Para analise dos valores do hematdcrito, foram considerados os critérios de Weiss &
Wardrop (2010), que classificam como valor padrdo para os bovinos, entre 24% e 46%. Consoante a
isso, seis dos oito bezerros (75%) apresentaram valores abaixo da média, dos quais trés (50%) obtiveram
presenca de Anaplasma marginale na citologia. Todavia, um bezerro com hematocrito de 29% também
positivou para o agente.

Paralelamente, também foi atestada média de trés segundos de TPC nas vacas avaliadas. J4 com
relacdo ao escore de condigdo corporal, levando em consideracio o indice de Edmonson et al. (1989),
apenas duas das nove vacas (22,2%) apresentaram valores abaixo do esperado, com ECC 2.
Considerando a infestacdo por ectoparasitos, 33,3% das vacas se encontravam com um nivel médio e
66,7% com um nivel alto de infestagdo. Do mesmo modo, 33,3% dos animais apresentaram mucosas
classificadas como ictéricas, 44,4% como hipocoradas e apenas 22,2% como normocoradas. Ainda,
44.4% das vacas possuiam temperatura retal diminuida e foi observada taquipneia em 11,1% desses
animais, taquicardia em 33,3% e bradicardia em 11,1%. Também, seis das nove vacas testadas (66,6%)
obtiveram resultado de hematocrito abaixo da faixa esperada, das quais, uma (16,7%) apresentou
achados citologicos positivos para Anaplasma marginale.

De forma semelhante, as novilhas apresentaram média de trés segundos no TPC. Entre esses animais,
66,7% apresentavam média infestagdo por ectoparasitos e 33,3% alta infestagdo. Ademais, 33,3%
estavam com mucosas hipocoradas, 33,3% com temperatura retal elevada, 33,3% com taquipneia e
66,6% com taquicardia. Apesar de duas das trés novilhas avaliadas (66,6%) apresentarem hematdcrito
abaixo do desejado, ndo foram identificados indicios dos agentes em nenhuma das laminas investigadas.

Por fim, no boi, foi observado escore de condi¢do corporal elevado, com valor 5, além de baixa
infestagdo por ectoparasitos e frequéncia cardiaca elevada. Os demais pardmetros clinicos se
encontravam dentro da normalidade, juntamente ao hematocrito, que apresentou valor de 30%. Em
contrapartida, foi observada a presenca de Anaplasma marginale nas laminas avaliadas.
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Figura 1. Analise descritiva das condigdes clinicas e hematoldgicas dos bovinos avaliados (animal com trés ou
mais alteracdes no exame fisico)

No exame clinico do rebanho, o indice de infestagdo por ectoparasitas variou de média a alta
intensidade, o que estd de acordo com a afirmagao de Gongalves (2000), que caracteriza a regido Sudeste
do Brasil como endémica, na qual ha presen¢a do vetor durante todo o ano e os animais sdo infectados
ainda jovens, adquirindo resisténcia natural. Consequentemente, nessa regido, nao ha risco iminente de
surtos e elevada mortalidade, uma vez que os animais provavelmente ja foram inoculados pelos
hemoparasitos.
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A correlacdo entre valores reduzidos de hematocrito e a infec¢ao pelos agentes da TPB ¢ citada por
Kikugawa (2009), que descreve a anemia como um dos principais sinais da doenca, visto que os agentes
causadores se alojam nos eritrocitos, promovendo posteriormente a hemdlise dessas células pelo sistema
reticulo endotelial e a liberagcdo de mediadores inflamatoérios responsaveis pelo aumento da temperatura
corporal.

A destruigdo dos eritrocitos pode levar ao aumento significativo das frequéncias cardiaca e
respiratoria, uma vez que essas células sdo responsaveis pelo transporte de oxigénio pelo organismo
(Kikugawa, 2009). Ainda de acordo com Kikugawa (2009), reducdo do escore de condigdo corporal,
desidratacdo, prostragdo, palidez e ictericia de mucosas sdo sinais clinicos caracteristicos da doenca.
Nesse contexto, observou-se sintomatologia compativel em 81% dos animais avaliados; no entanto,
apenas 33,3% apresentaram positividade nos esfregacos sanguineos para Anaplasma marginale e
nenhum para Babesia spp. Essa baixa deteccao dos agentes etioldgicos da TPB pode ser explicada pela
limitada sensibilidade do método utilizado no presente estudo. Tal observagao corrobora o descrito por
(Monteiro, 2011), que considera o exame de esfregago sanguineo limitado para levantamentos
epidemiologicos. De forma semelhante ao observado neste estudo de Mendonga (2015), embora tenha
avaliado animais provenientes de uma propriedade com histdrico de babesiose, também nao detectou a
presenca de hemacias parasitadas por B. bovis e B. bigemina nos esfregacos sanguineos realizados.

A maior incidéncia de achados positivos no esfregago sanguineo foi observada nos bezerros,
resultado que corrobora o estudo de Gongalves (2000), o qual relata maior ocorréncia da enfermidade
em bovinos com até oito meses de idade.

A maior prevaléncia da doenga nessa faixa etaria pode ser explicada pelo fato de o sistema
imunoldégico desses animais ainda estar em desenvolvimento. Como a mae ndo transfere
imunoglobulinas ao feto durante a gestacdo, essas proteinas sdo adquiridas passivamente por meio da
ingestao do colostro. A partir da segunda semana de vida, ocorre reducdo gradual da imunidade passiva
conferida pelo colostro, a qual também pode ser influenciada pela qualidade do colostro ingerido e pelo
tempo decorrido entre o nascimento e a primeira mamada. Essa fase ¢ denominada “janela imunolégica”,
periodo em que ha declinio da imunidade passiva, enquanto o bezerro ainda ndo desenvolveu
plenamente sua resposta imunoldgica ativa, condi¢do que pode perdurar até os doze meses de idade
(Baintner, 2007; Godden et al., 2019; Gongalves, 2000; Silva & Pereira, 2022; Tizard, 2017; Weaver et
al., 2000).

Conforme afirmam Almeida et al. (2019), os métodos diagndsticos diretos apresentam grande
importancia, pois, além de serem economicamente viaveis, podem ser realizados pelo médico-
veterindrio a campo, contribuindo para o diagndstico das hemoparasitoses em bovinos. Contudo, em
estudos epidemiologicos, sua aplicagdo € limitada devido a baixa sensibilidade na deteccdo de animais
cronicamente infectados. Nesses casos, recomenda-se a utilizagdo da Rea¢do em Cadeia da Polimerase
(PCR), considerada por Santos et al. (2019) o padrao-ouro para confirmagdo diagnostica. Ainda assim,
a metodologia empregada no presente estudo pode ser considerada uma importante ferramenta de
triagem, em virtude de seu baixo custo quando comparada a PCR.

No presente estudo, observou-se a presenga de Anaplasma marginale em 38% das laminas de
esfregaco sanguineo analisadas. Ainda, 80,9% dos bovinos apresentaram sinais clinicos compativeis
com a TPB, embora nem todos tenham apresentado citologia positiva para os agentes etiologicos da
enfermidade.

Entre as limitagoes deste estudo destacam-se o reduzido nimero de animais avaliados, a realizagdo
em apenas uma propriedade e a auséncia de métodos moleculares, como PCR, para confirmacio
diagnostica, fatores que podem ter influenciado a sensibilidade observada.

Conclusao

Nao se pode afirmar que os animais com resultado citologico negativo estejam livres da infeccdo,
uma vez que o esfregaco sanguineo é realizado a partir de uma pequena amostra de sangue, que pode ou
nao conter o agente etiologico. Dessa forma, conclui-se que as técnicas utilizadas no presente estudo
para o diagnodstico da TPB nao devem ser empregadas isoladamente para a confirmacao diagnostica.
Contudo, a avaliagdo clinica associada a determinagdo do hematdcrito e a realizagdo do esfregacgo
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sanguineo, por serem métodos de facil execugdo e baixo custo, pode ser utilizada a campo como
ferramenta de triagem de animais suspeitos, os quais devem ser posteriormente submetidos a exames
complementares para confirmacao do diagnoéstico.
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