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Orientag6es para coleta de sangue para diagnostico de hemoparasitoses em
bovinos (Trypanosoma, Babesia e Anaplasma)’

INTRODUGAO

O Laboratério de Parasitologia Veterinaria da
EPAMIG Centro-Oeste - Campo Experimental Santa
Rita (CESR), Prudente de Morais, MG, tem a finali-
dade de dar suporte a estudos cujo objetivo é desen-
volver tecnologias para o controle de ecto e endopa-
rasitoses de animais de producéo.

A pecudria bovina desempenha um papel
fundamental na economia de diversas regides do
mundo, n&o apenas por sua contribuicdo na produgao
de carne e leite, mas também por gerar desafios
significativos relacionados com a saude e o bem-
-estar dos animais. Um dos desafios que merecem
destaque diz respeito as hemoparasitoses, um grupo
de doencas que afetam o gado bovino e podem trazer
consequéncias significativas na produtividade e no
bem-estar do rebanho. Dentre as hemoparasitoses
mais comuns em bovinos, destacam-se Trypanosoma
spp., Babesia spp. e Anaplasma spp.

Esta Circular Técnica foi elaborada com o ob-
jetivo de fornecer diretrizes atualizadas para a coleta
de sangue em bovinos, visando o diagnéstico labora-
torial de hemoparasitoses.
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HEMOPARASITOSES

O Trypanosoma vivax € o protozoario causador
da tripanosomose bovina, transmitida principalmente
por moscas tsé-tsé (Diptera: Glossinidae), na Africa.
No Brasil, o agente é transmitido de forma mecénica
por dipteros hematéfagos, como a mutuca (Diptera:
Tabanidae), a mosca-do-curral (Stomoxys calcitrans)
e a mosca-do-chifre (Haematobia irritans), e tam-
bém por meio do uso de agulhas contaminadas. A
Tristeza Parasitaria Bovina (TPB) é um complexo de
doencgas que pode ocorrer de forma isolada ou em
associagao. Os agentes etiolégicos no Brasil incluem
principalmente a bactéria Anaplasma marginale e
os protozoarios Babesia bovis e Babesia bigemina.
O carrapato dos bovinos, Rhipicephalus microplus,
€ o principal transmissor bioldgico desses agentes.
Além disso, A. marginale também pode ser transmiti-
da de forma mecanica, por moscas e mosquitos he-
matéfagos e fomites. A transmisséo transplacentaria
desses agentes também pode ocorrer, sendo que
A. marginale vem-se destacando na literatura com ta-
xas expressivas desse modo de infecgdo. A medida
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que a pecuaria bovina transforma-se em uma ativi-
dade cada vez mais interconectada, o risco de dis-
seminagdao de hemoparasitoses torna-se uma pre-
ocupacgéao crescente. O diagnoéstico preciso dessas
hemoparasitoses é fundamental para a tomada de
decisbes em saude animal, implantacéo de estraté-
gias de prevencao e controle.

Diagnéstico

O diagnéstico de espécies de Babesia,
Anaplasma e Trypanosoma pode ser realizado
por meio de pesquisa direta do parasito ou do seu
material genético, e, indiretamente, por meio de
identificacdo de anticorpos especificos no soro dos
animais.

Para o diagnéstico direto, deve ser utilizado o
sangue total. Para isso, € necessario evitar a coagu-
lacdo do sangue, o que é feito por meio de anticoa-
gulante, sendo o acido etilenodiamino tetra-acético
(EDTA), colocado em tubos de coleta de tampa roxa/
lilds, preferencial para realizagdo de técnicas mole-
culares, como a reagdo em cadeia de polimerase —
polymerase chain reaction (PCR). Esse material co-
letado deve ser mantido resfriado até o momento da
realizacdo dos testes de laboratério, por um prazo
maximo de 24 horas. Em caso de demora no envio,
deve-se congelar o material e envia-lo sob refrigera-
cao.

Para o diagndstico indireto é o inverso, sendo
necessdria a coagulagcao do sangue para promover
a separagao do soro e possibilitar a sua coleta e
analise. Nesse caso, sdo utilizados tubos de coleta
de tampas vermelhas, sem anticoagulante (Fig. 1).

Figura 1 - Materiais para coleta de sangue

Nota: Tubos de coleta de sangue com anticoagulante (tam-
pa roxa) e sem anticoagulante (tampa vermelha);
canhdo com agulha para coleta a vacuo e seringa
de 20 mL com agulha hipodérmica 40 x 1,2 mm, para
coleta convencional.
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COLETA DE SANGUE

As analises de sangue desempenham um pa-
pel fundamental no suporte ao diagnéstico clinico.
Um estudo realizado em uma fazenda leiteira brasi-
leira para avaliar o monitoramento da TPB, com um
protocolo padréo, no qual todos os bezerros com au-
mento de 0,5 °C na temperatura retal foram tratados
para Anaplasma spp. € Babesia spp., demonstrou o
uso excessivo de medicamentos. Com esse resulta-
do, foi indicada a implementagéo de um protocolo de
monitoramento da TPB com base em ferramenta de
microscopia, com beneficios que incluem uso racio-
nal de medicamentos, potencial de geracéo de eco-
nomia e redugao de taxas de morbidade e mortalida-
de, além de possibilitar outros diagnésticos.

Antes de proceder a coleta de sangue para a
realizagdo de exames laboratoriais, é essencial estar
ciente, controlar e minimizar as variaveis que podem
comprometer a precisdo dos resultados, tais como:

a) identificacédo correta da amostra com a de-

finicdo do animal (identificagdo, sexo, ida-
de), data e procedéncia de coleta;

b) etiquetas de identificagao resistentes e in-

formacoes legiveis;

¢) incluir dados adicionais, como suspeita cli-

nica e o lote dos animais, contribui para um
diagnéstico laboratorial bem-sucedido;

d) amostras de sangue devem manter compo-

sicao e integridade durante o manuseio, o
transporte e o armazenamento.

Coleta de sangue com seringa e agulha

Procedimentos para coleta do sangue:

a) acoplar a agulha na seringa, mantendo a
capa protetora;

b) movimentar o émbolo da seringa para fren-
te e para tras, a fim de eliminar o ar no in-
terior;

c) realizar a antissepsia do local escolhido
para punc¢éo, com algodao e alcool 70%;

d) realizar o garrote no local e remover a capa
protetora da agulha;

e) introduzir a agulha na veia e puxar o émbo-
lo da seringa lentamente, permitindo que o
sangue flua para dentro da seringa;

f) soltar o garrote apds a coleta; retirar a agu-
Iha da seringa e transferir cuidadosamente
0 sangue para um tubo com ou sem anti-
coagulante;
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g) descartar a agulha e a seringa em um reci-
piente apropriado para objetos perfurocor-
tantes.

Coleta de sangue com sistema a vacuo

Procedimentos para coleta do sangue:

a) rosquear a agulha no suporte para coleta a
vacuo, mantendo a capa protetora;

b) realizar a antissepsia do local escolhido
para puncéao, com algodéao e alcool 70%;

c) realizar o garrote e remover a capa prote-

tora da agulha;

puncionar a veia com o bisel voltado para

cima e acoplar o tubo no adaptador;

esperar o sangue parar de fluir para dentro

do tubo; soltar o garrote e, em seguida, re-

tirar o tubo e a agulha, e separar a agulha

do adaptador;

f) descartar a agulha em um recipiente apro-
priado para objetos perfurocortantes.

d)

ESFREGAGO SANGUINEO

Para a confecg¢ao do esfregago sanguineo de-
ve-se coletar uma gota de sangue periférico do bovi-
no com agulha fina, em veias localizadas na ponta da
cauda ou da orelha (Fig. 2).

Para formar o esfregacgo, distende-se suave-
mente a gota de sangue coletada sobre uma lamina
para microscopia ao longo de todo seu comprimento,

com o auxilio de outra lamina em um angulo de 45°
(Fig. 3). O esfregago deve ser de espessura fina e
com formagéo de franja estriada em sua porg¢ao final.
Apods a confecgdo do esfregacgo, a lamina deve ser
identificada e conservada em local fresco e sem a
presenca de moscas até a secagem. Depois de seca,
a lamina deve ser armazenada em porta-laminas ou
envolta em folha de papel e encaminhada para o la-
boratorio.

Em contrapartida, uma amostra de sangue
pode ser coletada das veias jugular, coccigea ou ma-
maria do bovino (Fig. 4). Imediatamente apds a cole-
ta, uma gota de sangue contida na seringa pode ser
utilizada para a confecgéo do esfregaco.

Quando isso néo for possivel, pode ser envia-
do ao laboratério o sangue total em um tubo conten-
do anticoagulante (tampa roxa), como o acido etile-
nodiamino tetra-acético (EDTA). Neste caso, a coleta
pode ser realizada diretamente no tubo, por meio de
sistema a vacuo, ou ser transferido para este, quan-
do o sangue for obtido por meio de seringa e agulha.
Entretanto, a agulha deve ser retirada da seringa e a
transferéncia deve ser realizada de forma lenta, para
evitar o comprometimento das hemacias (Fig. 5). O
sangue coletado deve ser mantido sob refrigeragao
e encaminhado para pesquisa de hemoparasitos em
no maximo 24 horas. Além disso, deve-se evitar o
contato com agua. Tanto o material de coleta de san-
gue quanto o de acondicionamento do esfregaco de-
vem ser mantidos secos.

Figura 2 - Coleta de sangue periférico da ponta da orelha (a esquerda) e da ponta da cauda (a direita) do bovino, para

confecgéo de esfregago sanguineo

' ‘ v B5os
A N
h s

EPAMIG. Circular Técnica, n.393, dez. 2023

Fotos: Daniel Sobreira Rodrigues



Rodrigues, D.S. et al. 4

Figura 3 - Sequéncia de procedimentos para a confec¢do de um esfregago sanguineo adequado

Fotos: Jodo Paulo Soares Alves

Nota: A e B - Deposigao da gota de sangue; C a E - Realizagao do esfregago, com auxilio de outra 1amina; F e G - Fina-
lizagdo e amostra pronta.

Figura 4 - Coleta de sangue da veia jugular, mamaria e coccigea (da esquerda para a direita) por meio de sistema de
coleta a vacuo

Fotos: Daniel Sobreira Rodrigues
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Figura 5 - Coleta de sangue da veia jugular (a esquerda), por meio de seringa de 20 mL e agulha hipodérmica 40 x 1,2 mm,

$ Lt 2ol a
Nota: EDTA - Etilenodiamino tetra-acético.

SORO

Para obteng¢édo do soro sanguineo, a amostra
de sangue deve ser colocada em um tubo sem antico-
-agulante e mantida a temperatura ambiente, aguar-
dando o tempo necessario para a formagéo do coagu-
lo, que pode durar entre 30 e 180 minutos (Fig. 6). Uma
vez que o coagulo é formado, o soro deve ser transfe-
rido para outro recipiente com tampa de rosca ou mi-
crotubos do tipo “Eppendorf’. O soro coletado deve ser
mantido sob refrigeracéo (0 °C — 4 °C) e encaminhado
para realizagdo da sorologia, em um prazo maximo
de 24 horas. Em caso de demora no envio, deve-se
congelar o material e evitar o seu descongelamento
até o momento da chegada ao laboratério.

Figura 6 - Amostras de sangue apds a formacéo do coagu-
lo e separagéo do soro

Nota: A esquerda, o soro apresenta aspecto limpido e
coloragao amarelada, desejavel.
A direita, o soro apresenta aspecto ligeiramente tur-
vo e coloragado avermelhada, indicando que ocorreu
o comprometimento de hemacias (hemdlise).

BIBLIOGRAFIA CONSULTADA

ANDRADE, L.S. de. Infec¢ao por hemoparasitos e
Neospora caninum em fetos bovinos de diferentes

Daniel Sobreira Rodrigues

e transferéncia do sangue para o tubo com anticoagulante EDTA (a direita)

I

idades gestacionais oriundos de abatedouro.
2021. 179f. Tese (Doutorado em Ciéncia Animal) —
Escola de Veterinaria, Universidade Federal de Minas
Gerais, Belo Horizonte, 2021.

CENCI, A. et al. Manual de coleta e remessa
de amostras para diagndstico laboratorial
veterinario. Porto Alegre: FEPAGRO, 2011. 86p.
(FEPAGRO. Boletim Técnico, 20).

COELHO, M.F. Epidemiologia da tristeza
parasitaria bovina em diferentes 621 categorias
de bovinos de corte em confinamento e avaliagao
da transmissdo vertical. 2022. 73f. Dissertacado
(Mestrado em Ciéncia Animal) Escola de
Veterinaria, Universidade Federal de Minas Gerais,
Belo Horizonte, 2022.

FETENE, E. et al. Global distribution, host range
and prevalence of Trypanosoma vivax: a systematic
review and meta-analysis. Parasites & Vectors,
v.14, p.2-20, 2021. Article 80.

MELO JUNIOR, R.D. de et al. How many cattle can
be infected by Trypanosoma vivax by reusing the
same needle and syringe, and what is the viability
time of this protozoan in injectable veterinary
products? Parasitology, v.149, n.2, p.270-282, Feb.
2022.

PUENTES, J.D.; RIET-CORREA, F. Epidemiological
aspects of cattle tick fever in Brazil = Aspectos
epidemiologicos da tristeza parasitaria bovina
no Brasil. Revista Brasileira de Parasitologia
Veterinaria, v.32, n.1, 2023. e014422.

SOUZA, R.S. et al. Monitoring bovine tick fever on a
dairy farm: an economic proposal for rational use of
medications. Journal of Dairy Science, v.104, n.5,
p.5643-5651, May 2021.

Disponivel em: https://www.livrariaepamig.com.br/difusao-de-tecnologia/circular-tecnica/

Departamento de Informagéo Tecnoldgica

EPAMIG. Circular Técnica, n.393, dez. 2023

Fotos: Daniel Sobreira Rodrigues



