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Resumo

A babesiose tem sido descrita como uma das principais enfermidades na equideocultura brasileira, gerando
consideraveis perdas econdmicas, o que exige diagndstico rapido e eficaz. O objetivo deste estudo foi
comparar a sensibilidade de trés técnicas diagnosticas diretas na deteccdo dessa doenga, sendo elas:a
pesquisa do hemocitozoario em esfregacos de sangue total, periférico eobtido por pungdo esplénica. Foram
submetidos ao estudo 13 equinos com faixa etaria entre 07 e 20 anos e peso médio de 341 kg. As coletas foram
realizadas entre os meses de janeiro e margo de 2014. Das técnicas avaliadas, o esfregaco sanguineo de puncdo
esplénica apresentou maior sensibilidade na identificacdo de animais positivos quando comparado as demais.
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Abstract

Babesiosis has been described as one of the main diseases demanding a rapid and efficient diagnosis because of the
considerable economic loss it might bring in Brazilian equine culture. The present study aims to compare the sensitivity of
three direct diagnostic techniques for equine babesiosis: investigation of blood-borne parasites in total blood count smear,
in peripheral blood smear and in splenic punction blood smear.Thirteen equines between 7 and 20 years old, weighing
inaverage 341 kg were part of the study. The blood samples were collected between January and March of 2014. The
splenic punction blood smear was more sensitive to identify positive animals in comparison to the other two techniques.
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Introduciao

A equideocultura no Brasil tem se mostrado
uma atividade de grande importancia para a economia
nacional, atingindo um faturamento anual de R$ 7,5
bilhdes, gerando cerca de 3,2 milhdes de empregos
diretos e indiretos'. Neste cenario, a babesiose, descrita
como a unica doenga intraeritrocitaria dos equinos, tem
sido apontada como uma das principais enfermidades
que atingem o Complexo Agronegocio Cavalo devido
a geragdo de danos como diminui¢do do rendimento,
tanto atlético como reprodutivo, mortalidade, gastos
com tratamentos e principalmente impedimento do
transito internacional de animais soropositivos?3¥,

Também denominada como piroplasmose ¢
nutaliose’, esta afeccdo acomete ndo s6 equinos, mas
também asininos, muares, zebras e seus hibridos e tem
por agentes etiologicos os protozoarios Babesiacaballi
e Theileriaequi®®?. Epidemiologicamente, a babesiose
¢ classificada como endémica em zonas tropicais e

subtropicais em razao das condi¢des climaticas destas
areas propiciarema existéncia de diversas espécies de
carrapatos vetores, 0s quais transmitem os protozoarios
responsaveis pela doenga ao hospedeiro vertebrado
durante seu repasto sanguineo®. No Brasil as espécies
Dermacentornitens, Riphicephalus (Boophilus)
microplus € Amblyoma cajennense t€m sido associadas
a transmissao da Babesiose®?.

A doenca caracteriza-se por apresentar uma
fase aguda com picos febris maiores ou iguais a 40°C,
anorexia, anemia hemolitica, petéquias em mucosas,
ictericia, edema em regides baixas do corpo e disturbios
gastrointestinais como coélicas e fezes com secrec¢ao
mucdide, bem como uma fase cronica, em que o animal
torna-se portador assintomatico®!%!b.

Pelos prejuizos econdmicos diretos e indiretos
e a capacidade de animais portadores serem fontes de
infeccdo, faz-se exigéncia de diagnosticos rapidos e
eficazes'”. O diagnostico desta afeccdo pode ser feito
de forma direta,através da visualizacdo do protozoario

1. Universidade Severino Sombra, USS, Vassouras-RJ, Brasil.
2. Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, UFRRJ, Seropédica-RJ, Brasil.
3. Universidade Santo Amaro, UNISA, Sdo Paulo-SP, Brasil.

Revista Saude. 2014 Jan./Dez.; 05 (1/2): 05-10



Carvalho et. al., 2014.

em esfregacgo sanguineo, através da replicagao do DNA
do antigeno, ou ainda de forma indireta,por sorologia,
sendo sempre levados em consideracao: a clinica, os
resultados laboratoriais e o historico do animal®:!?,

Os eritrocitos parasitados na corrente sanguinea
incorporam o antigeno em suas membranas, induzindo
a opsonizagdo pelos anticorpos e acarretando sua
remocdo pelo sistema mononuclear fagocitario. O
bago, por ser um o6rgdo considerado como o maior
sitio de resposta imune para antigenos provenientes da
circulacdo sanguinea, apresenta maior concentragao
de hemacias parasitadas, tendo importante fungdo na
hemocaterese’. Desta forma, estudos recentes tém
destacado o esfregago sanguineo proveniente da pungao
esplénica como uma boa alternativa para se alcangar
um diagnostico rapido, com maior sensibilidade quando
comparado ao esfregago de sangue da jugular (sangue
total) e de esfregaco de sangue da ponta de orelha
(sangue periférico), e de custo mais acessivel quando
comparado aos métodos sorologicos®¥.

O objetivo do presente estudo foi comparar a
sensibilidade de trés técnicas diagnosticas diretas para
babesiose: esfregaco de sangue total obtido por puncio
da veia jugular, esfregaco de sangue periférico obtido
da ponta de orelha e esfregago de puncao esplénica

Material e Métodos

A metodologia deste estudo foi analisada e
aprovada pela Comissdo de Etica no Uso de Animais
(CEUA) da Universidade Severino Sombra sob o
protocolo 037/2013.

Foram submetidos ao estudo13 equinos, sendo 11
fémeasda raga Mangalarga Marchador e dois machos
sem raca definida (SRD). Os animais tinham entre 07 e
20 anos, peso médio de 341 kg e eram criados parte em
regime extensivo e parte em semi extensivo.

Para a verificagdo da idade, foi utilizada a
avaliacdo da arcada dentaria e para a avaliagdo do
escore corporal,utilizou-se escala com pontuagdo de 0 a
10, conforme métodos descritos porMcManus'.

As coletas foram realizadas entre os meses de
janeiro e marco de 2014. Para a contencdo dos animais
utilizaram-se cabrestos, tronco de contencao e contencao
derivativa (“cachimbo”), ndo sendo necessaria a
utilizagdo de sedativos ou anestésicos.

Para a coleta em ponta de orelha,foi realizada
primeiramente a antissepsia do local com algodao
embebido em alcool 70%, seguida pela puncao de veia
periférica da extremidade da orelha com agulha 25x7
(Figura 1). A primeira gota obtida foi captada com
pipetadora automatica, sendo o sangue transferido
para lamina de vidro para a posterior confec¢do do
esfregaco.

Para coleta em veia jugular, realizou-se a

antissepsia do local com algoddao embebido em alcool
70%. Com uma das maos, fez-se o garrote pressionando
a jugular. Em seguida, fez-se puncdo da veia para coleta
de um volume total de 4 mL (figura 2). A amostra de
sangue obtida foi transferida para um tubo com EDTA,
que foi acondicionado em isopor com gelo, para
posterior confeccao de esfregaco em lamina.

Figura 1. Puncéo de Veia Periférica da Ponta da Orelha
Fonte: Arquivo Pessoal, 2014.

iua 2. Coleta em Veia Jugular
Fonte: Arquivo Pessoal, 2014.

Para a pungao esplénica, a técnica utilizada foi a
descrita por Souza e colaboradores’. Inicialmente fez-se
a contagem dos espagos intercostais para a certificagao
do local da pungdo, sendo este localizado na borda
cranial do décimo sétimo espaco intercostal, antimero
esquerdo do animal. Para a determinacao da localizagao
no eixo dorso ventral, foi seguida a descrigdo da anatomia
topografica do bago de Popesko' e de Ashdown'™.

A regido do acesso foi lavada com agua e sabao
neutro e realizou-se a tricotomia numa area de3cm?.
A antissepsia no local da puncdo foi feita com gaze
embebida em PVPI degermante, sendo finalizada com
gaze eclorexidine 5%. Fez-se a pungdo com agulha
30x8 em um angulo de 90° com a pele. Com seringa de
3ml contendo heparina, coletou-se, por aspiracdo, um
volume entre 0,4 ¢ 1 mL de sangue para a confec¢do do
esfregaco (Figura 3).

Foi implementada a unica recomendagdo
encontrada na literatura quanto a técnica, que € a de se
evitar exercicios fisicos extenuantes dos animais dois
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dias antes e dois dias depois da pungdo, sendo liberadas
caminhadas leves'®.

. il
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Figura 3. Coleta de sangue esplénico por aspiragio.
Fonte: Arquivo Pessoal, 2014.

Os esfregagos foram confeccionados logo apos as
coletas e,depois da secagem em temperatura ambiente, a
coloracdo das laminas em Panotico Réapido foi realizada
com imersdo de 20 segundos em cada corante e lavagem
em agua corrente. Para cada técnica avaliada (pungdo
de sangue em jugular, puncdo em ponta de orelha e
pungao esplénica) foram confeccionadas 3 laminas de
cada animal.

As laminas foram analisadas em microscopia
optica, com Oleo de imersdo e objetiva de 100x, para
pesquisa dos hemoparasitas causadores da babesiose,
a saber, 7. equi e B. caballi. Para visualizacao dos
hemoparasitas, as laminas foram rastreadas pelas
bordas laterais (10 campos cada borda) e pela franja (10
campos) dos esfregacos sanguineos.

Todas as amostras foram analisadas pela docente
responsavel pelo Laboratorio Clinico Veterinario da
Universidade Severino Sombra, Vassouras- RJ. Os
dados obtidos na identificagdo dos hemoparasitas
foram tabulados para a analise estatistica das técnicas
diagnosticas, agrupadas duas a duas. Foram realizadas a
analise do coeficiente kappa, que demonstra o coeficiente
de concordancia entre duas técnicas diagnosticas;
percentagem de concordancia, que representa a
percentagem de resultados idénticos obtidos entre as
técnicas; valor de p para avaliar o nivel de significancia
estatistica das analises; e replicabilidade, a qual expressa
a possibilidade de se reproduzir o experimento em
questao.

Resultados

Dos 13 animais avaliados, todos foram
diagnosticados positivos para babesiose, uma vez que
o0 agente etiologico foi identificado em pelo menos uma
das técnicas avaliadas.

Durante o exame clinico efetuado no dia das
coletas sanguineas, observou-se escore corporal

variando entre 3 ¢ 7 pontos; peso médio de 341 Kg; ¢
idade variando entre 07 e 20 anos (Tabela 1).

Tabela 1. Estimativa de idade, escore corporal
e peso dos 13 animais avaliados.

ANIMAIS

Parametros
Normais

Quanto ao percentual de identificagdo dos
hemoparasitas, as técnicas de puncéo esplénica, ponta
de orelha e jugular apresentaram, respectivamente: 92%
(12/13),77% (10/13) e 31% (4/13). Quanto ao percentual
de sensibilidade, as mesmas técnicas apresentaram,
respectivamente: 92,86%, 81,25% e 59,09%, conforme
dados descritos na Figura 4.

Quanto ao agente etiologico, em 100% (13/13)
dos animais o protozoario 7. equi foi identificado e
em 8% (1/13) T. equi e B.caballi foram identificados
concomitantemente, conforme descrito na Tabela 2.

H Percentual de
Identificagdo

M Percentual de
sensibilidade

Pungdo Ponta de Jugular
Esplénica Orelha

Figura 4. Percentual de identificagao dos hemoparasitas e de
sensibilidade das técnicas.

Revista Satude. 2014 Jan./Dez.; 05 (1/2): 05-10



Carvalho et. al., 2014.

Puncéo Esplénica

Animais
01

*

Tabela 2. Resultados da pesquisa de 7. equi € B. caballi em esfregagos sanguineos
de pungdo esplénica, jugular e ponta de orelha.
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Nota: (+) positivo; (-) negativo

Em nenhuma amostra positiva para 7. equi foi
identificada a forma “Cruz de Malta”, sendo visualizado
um unico trofozoito ou dois trofozoitos dentro do
eritrocito. Na amostra positiva para B. caballi foram
visualizados dois trofozoitosintraeritrocitariosunidos
em uma de suas extremidades, formando um angulo
agudo.

Considerando que todos os animais foram
diagnosticados positivos em pelo menos um dos
métodos diagnosticos, os resultados negativos foram
interpretados como falso-negativos. A técnica de
esfregaco sanguineo de jugular foi a que apresentou o
maior niumero de resultados deste tipo: 69% (9/13) das
amostras. Seguida da técnica de ponta de orelha com
23% (3/13) e puncao esplénica com 8% (1/13), ou seja,
com menor valor de resultados falso-negativos.

Quanto aos valores do coeficiente kappa, foram
verificados valores negativos na analise de jugular
versus esplénica (-0,6154) e na analise de ponta de

orelha versus esplénica (- 0,1538), e valor ligeiramente
positivo na analise de ponta de orelha versus jugular
(0,0769). Isto ¢, nas duas primeiras analises houve
baixa concordancia entre as técnicas diagndsticas
confrontadas, enquanto na terceira andlise verificou-se
pequena concordancia (Tabela 3).

Na analise de percentagem de concordancia
encontrou-se maior valor em ponta de orelha versus
jugular (54%), seguido de ponta de orelha versus
esplénica (42%) e jugular versus esplénica (19%).
Quanto ao valor de p, ndo houve significancia estatistica
nas analises entre ponta de orelha versus jugular (p=
0,3292) e ponta de orelha versus esplénica (p= 0,1385),
porém houve significancia estatistica (p<0,05) na analise
entre jugular versus esplénica (p=0,0006). Em todas as
analises foi verificada fraca replicabilidade, isto ¢, ao se
repetirem as mesmas técnicas diagnosticas com outras
amostras podem ser encontrados valores diferentes aos
deste experimento (Tabela 3).

Tabela 3. Valores do coeficiente kappa, percentagem de concordancia, valor de p e

replicabilidade das técnicas diagnosticas testadas.
TECNICAS DIAGNOSTICAS

Jugular X Esplénica Ponta de Orelha X Esplénica | Ponta de Orelha X Jugular

| Kappa -0,6154 -0,1538 0,0769 |
Concordancia (%) 19% 42% 54%

| Valor de p 0,0006* 0,1385 0,3292 |
Replicabilidade Fraca Fraca Fraca

Nota: valor de p< 0,05*




Carvalho et. al., 2014.

Discussao

Nao foi analisada a susceptibilidade dos animais
a babesiose quanto ao género, faixa etaria ou raga, visto
que ndo foi objetivo inicial deste experimento.

Para a captacao da amostra em ponta de orelha
foi utilizada apipetadora automatica. Este procedimento
foi instituido por dois motivos: para diminuir a sujidade
no esfregago sanguineo, muito comum em amostras
coletadas diretamente na lamina, fato descrito por
Meirelles!” como prejudicial para a leitura das mesmas;
e para a obtencdo da primeira gota de sangue que,
conforme Spiewak'¥, ¢ mais eficaz na detec¢do de
Babesiasp, pelo fato das hemacias parasitadas serem
maiores e sofrerem estase na circulagdo capilar.

Para a coleta de sangue por pungdo esplénica
foi seguida a técnica descrita por Souza e seus
colaboradores®, porém, em sua execugdo a heparina foi
substituida pelo EDTA. Alguns pesquisadores relatam
que a heparina pode causar alteragcdes na morfologia
de leucocitos e problemas na agregacdo plaquetaria.
Entretanto, durante a analise, ndo foi observada nenhuma
interferéncia desse anticoagulante na avaliagdo dos
eritrocitos, sendo considerado satisfatorio o seu uso
neste experimento.

Nao foi encontrada na literatura consultada,
referéncia quanto a localizagdo precisa do baco em
relacdo ao eixo dorso-ventral, sendo descrita por
Souza* somente sua localizacdo em relagdo ao eixo
cranio- caudal. Desta forma, para aplicacao da técnica
de pungdo esplénica,foi utilizada a descricao de
Popesko'* e Ashdown'® da anatomia topografica dos
orgaos abdominais a altura da décima sétima vértebra
torécica.

Observou-se, durante a pun¢do do bago, maior
facilidade na obtencdo da amostra em animais com
escore corporal mais elevado. Souza ¢ colaboradores'
descrevem que animais com maior escore corporal
podem apresentar aumento efetivo em seu deposito de
gordura visceral, o que promove maior compressao das
visceras contra a parede abdominal, facilitando assim a
coleta.

Dos 13 animais avaliados, 100% (13/13)
obtiveram diagndstico positivo em pelo menos uma
das técnicas sem que houvesse manifesta¢ao clinica da
doenca.A prevaléncia foi de 100% (13/13) para T. equi
e 8% (1/13) para T. equi e B.caball iconcomitantemente.
Este resultado estd de acordo com o experimento de
Meirelles'” que encontrou alta ocorréncia ao avaliar
27 éguas no Centro Avangado de Reproducao Equina
no municipio de Vassouras-RJ. Em seu estudo, 74%
(20/27) dos animais foram diagnosticados positivos
para babesiose, sendo 95% (19/20) para T. equi e 5%
para B. caballi.

A babesiose ¢ consideradaenzooética em algumas

areas da América do Sul, dentre elas o Brasil. De
acordo com Roncati® e Bezerra!? os dois protozoarios
estdo presentes no territorio brasileiro, podendo ocorrer
infec¢des mistas. Entretanto, os mesmos autores relatam
uma maior prevaléncia da infec¢do por 7. equi, fato
também observado nesta pesquisa.

Quanto a taxa de identificagdo dos agentes
etiologicos e ao percentual de sensibilidade das técnicas
avaliadas, os maiores valores foram encontrados no
esfregaco sanguineo de puncdo esplénica, seguido do
esfregaco de ponta de orelha e esfregago de jugular.
Estes valores estdo de acordo com os encontrados por
Meirelles!” que, ao comparar o esfregaco sanguineo de
jugular com o de ponta de orelha para diagnostico da
babesiose, encontrou 50% de resultados positivos no
primeiro e 85% no segundo. Os resultados também foram
semelhantes aos de Souza*que confrontaram as técnicas
utilizando esfregaco de sangue periférico e de pungao
esplénicae encontraram maior taxa de identificacdo e
sensibilidade utilizando o sangue do bago.

A maior percentagem de identificacdo e de
sensibilidade do esfregaco de sangue esplénico pode
ser explicada em razdo de o bago ser um 6rgdo com
importante fungdo na hemocaterese. Logo,possui uma
maior concentragdo de hemacias parasitadas. Segundo
Fonseca’, na fase cronica da doenga o sangue periférico
apresenta somente 0,01% de células parasitadas e isto
diminui consideravelmente as chances de visualizagao
do hemoparasita.

Nacomparagao entre as técnicas utilizando sangue
total (jugular) e sangue periférico (ponta de orelha),
a ultima apresentou maior numero de identificagdes e
maior percentual de sensibilidade. Como justificativa,
destaca-se o menor calibre dos vasos sanguineos
da circulagdo periférica. De acordo com Garcia®, a
circulag@o capilar apresenta maior numero de eritrocitos
parasitados e o sangue proveniente dela ¢ mais indicado
para o diagnéstico de doengas intraeritrocitarias.

Resultados falso-negativos também foram
relatados por Souza® que comparou esfregacos de
puncdo esplénica com o teste ELISA e encontrou 42%
de resultados falso-negativos na primeira técnica.
Fonseca’avaliou 15 equinos ¢ 40% (6/15) foram
diagnosticados positivos para babesiose no esfregagco
sanguineo de pung¢ao esplénica, porém nenhum resultado
positivo foi encontrado na analise dos esfregacos de
ponta de orelha. Meirelles!® obteve 50% (10/20) de
resultados falso-negativos no esfregaco de sangue total
quando comparado ao esfregaco de sangue periférico.

Os resultados falso-negativos obtidos nos
esfregacos sanguineos de pungdo esplénica podem
ser fundamentados nas afirma¢des de Fonseca’.Para o
autor, nenhum dos testes diagnosticos existentes para
babesiose apresenta todos os requisitos de sensibilidade,
especificidade, reprodutibilidade, simplicidade, custo
beneficio e rapidez.
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Piotto® afirma que animais na fase cronica da
doenga apresentam baixa parasitemia (0,01%), o que
diminui as chances de diagnostico positivo.

Conclusao

Concluiu-se que na comparagdo entre as técnicas
diagndsticas avaliadas, o esfregaco sanguineo por pungao
esplénica obteve maior percentual de sensibilidade e
maior nimero de identificagdo de amostras positivas
para babesiose. Entretanto, apesar de ter identificado
um numero satisfatério de amostras positivas, nao
¢ possivel afirmar que este seja melhor método de
diagnostico da doenga. Para isso, sdo necessarios mais
estudos € um numero maior de animais testados para o
aperfeicoamento das técnicas.
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