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ABSTRACT.- Déria R.G.S., Passarelli D., Chequer T.N., Reginato G.M., Hayasaka Y.B., Fanti-
nato Neto P, Grigoletto R. & Freitas S.H. 2016. [Clinical investigation and comparison
of blood smear and PCR to diagnose haemoparasites in Sports Horses and Traction
Horses (Cart Horses).] Investigacdo clinica e comparacao do esfregaco sanguineo e PCR
para diagndstico de hemoparasitas em equinos de esporte e tragio (carroceiros). Pesquisa
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The blood profile is usually explored in equine medicine to find changes not detected
through clinical examination. The haematozoa search in horses, often presents conflicting
results between the clinical picture presented by the animal and the laboratory result, rai-
sing the hypothesis that the hematozoa search technique is responsible for diagnostic failu-
res. Thus, this study aims to compare the values obtained from blood tests in 15 sports hor-
ses and 15 traction horses (cart horses), taking into account differences such as nutritional
characteristics, state of health and type of activity performed, and to compare the different
techniques with hematozoa search, as blood smear and PCR. It was found that only the trac-
tion horses showed mean values of red blood cells, hematocrit and hemoglobin below the
considered physiological for the species, although 100% of the animals of both experimen-
tal groups were considered positive for hemoparasitoses by PCR. It was verified the supe-
riority of hemoparasites search method by PCR, compared with blood smear performed by
different techniques, since only 33.3% of the horses were considered positive for Theileria
equi by this technique, while the PCR showed 100% positive for Theileria equi, Babesia
caballi and mixed infection. None of the animals studied was diagnosed with Anaplasma
phagocytophilum (Ehrlichia equi) and Ehrlichia risticcii (Neoricketsia risticii). It is shown
that many cases of hemoparasitosis absence of diagnostic by hematological exams and or
blood smears are erroneous due to the low sensitivity of the technique and may impact on
treatment failure or spread of blood parasites and hemoparasitoses. It is noteworthy to
stres the importance of tests such as PCR for the definitive diagnosis.

INDEX TERMS: Blood smear, hematology, horse, PCR (polymerase chain reaction).

RESUMO.- Na clinica médica de equinos, explora-se o perfil
hematolégico do animal, geralmente, com a finalidade de
encontrar alteracdes que nio foram constatadas ao exame
clinico. A pesquisa de hematozoarios em equinos, muitas
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vezes, apresenta resultados conflitantes entre o quadro cli-
nico apresentado pelo animal e o resultado laboratorial, le-
vantando a hipo6tese de que a técnica de pesquisa de hema-
tozodarios seja a responsavel por falhas diagndsticas. Este
estudo visa comparar os valores obtidos em exames hema-
tolégicos de 15 equinos de esporte e 15 equinos de tragao
(carroceiros), levando-se em consideragdo diferengas como
caracteristicas nutricionais, estado de higidez e tipo de ati-
vidade realizada, e comparar as diferentes técnicas de pes-
quisa de hematozoarios, como esfregaco sanguineo e PCR.
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Verificou-se que apenas os equinos de tragdo apresentaram
valores médios de hemacias, hematdcrito e hemoglobina
abaixo do considerado fisioldgico para a espécie, embora
100% dos animais, de ambos os grupos experimentais, te-
nham sido considerados positivos para hemoparasitoses
por PCR. Verifica-se a superioridade do método de pesqui-
sa de hemoparasitas por PCR, em comparacdo com esfrega-
¢o sanguineo, realizado por diferentes técnicas, visto que
apenas 33,3% dos animais foram considerados positivos
para Theileria equi por esta técnica, enquanto que o PCR
revelou 100% de positividade, para Theileria equi, Babesia
caballi e infeccdo mista. Nenhum dos animais estudados foi
diagnosticado com Anaplasma phagocytophilum (Ehrlichia
equi) e Ehrlichia risticcii (Neoricketsia risticii). Verifica-se,
entdo, que muitos dos diagndsticos de auséncia de hemo-
parasitose por exame hematoldgico e ou esfregaco sangui-
neo sdo erroneos, devido a baixa sensibilidade da técnica e
podem repercutir em falha no tratamento ou disseminacgdo
dos hemoparasitos e das hemoparasitoses. Ressalta-se, en-
tdo, a importancia de exames como o PCR na elaboragio de
diagnostico definitivo.

TERMOS DE INDEXACAO: Equinos, esfregago sanguineo, hemato-
logia, PCR (reacdo em cadeia da polimerase).

INTRODUCAO

A equideocultura brasileira é representada por uma varie-
dade de ragas nacionais e importadas, as quais sdo adequa-
das ao tipo de servigo que irdo proporcionar. Os equinos
possuem diversas utilidades, dentre elas se destacam a
pratica de esportes e a tragdo de veiculos (charretes, carro-
cas, arados, por exemplo) (Everton et al. 2011).

Na clinica médica, explora-se o perfil hematolégico do
animal, geralmente, com a finalidade de encontrar altera-
¢des que ndo foram constatadas ao exame clinico (Sakai
et al. 2009). Vale lembrar que a maioria dos estudos sobre
perfil hematoldgico de equideos tem sido realizada em ani-
mais de elite, ragas puras, alimentados adequadamente,
mantidos em condi¢des padronizadas, submetidos a exer-
cicios e carga de trabalho controlados (Veiga et al. 2006,
Ribeiro et al. 2008), enquanto que ainda sdo escassos 0s
estudos com animais mesticos, utilizados para tragio, que
trabalham diariamente em condi¢des precarias de nutri¢ao
e higidez, como os cavalos carroceiros. Ressalta-se, entdo,
a necessidade de se conhecer as variacdes dos valores nos
parametros hematolégicos para esses animais, a fim de se
estabelecer valores de referéncia adequados para equinos
desta categoria.

Além dos parametros hematologicos, outro exame labo-
ratorial realizado, é a pesquisa de hematozoarios. Dentre
as enfermidades que mais afetam os equinos, destacam-se
as doencas parasitarias, onde as hemoparasitoses, como a
babesiose equina, denominada de piroplasmose ou nuta-
liose, causada pelos protozoarios hemoparasitas Theileria
equi e Babesia caballi (Nizoli et al. 2006, Becker et al. 2007)
e a anaplasmose granulocitica equina, conhecida antiga-
mente como erlichiose granulocitica equina, causada pelo
hemoparasita Anaplasma phagocytophilus, bactéria gram-
-negativa intracelular obrigatéria (Paz & Silva et al. 2009),

tém sido mencionados como importantes causas de danos
a sanidade animal com comprometimento da fung¢io equi-
na (Sakai et al. 2009). O diagnoéstico das hemoparasitoses,
normalmente, é feito por meio da observacido ao micros-
copio oOptico de esfregaco sanguineo, colhido de sangue
da veia jugular ou de sangue periférico (vasos da face ou
orelha). Muitas vezes, o laudo laboratorial para hemopa-
rasitoses é negativo embora o animal esteja doente, o que
se justifica pelo fato da ndo observagdo do hemoparasito
na lamina confeccionada. Em estudo realizado por Stobbe
(1990) e Stobbe et al. (1992) e repetido, em equinos, por
Dantas et al. (2011), demonstra-se que o método de con-
feccdo do esfregaco a partir do sangue coagulado é um mé-
todo mais eficaz para diagnéstico e acompanhamento das
hemoparasitoses.

Como se vé, até recentemente, a técnica laboratorial
mais utilizada para detecgdo da infec¢do por hemoparasi-
tos era a visualizacdo microscépica dos parasitos em es-
fregacos sanguineos corados. Devido a baixa sensibilidade
deste método, testes imunolégicos indiretos e métodos di-
retos como a Reacdo em Cadeia da Polimerase - PCR (Poly-
merase Chain Reaction) tem sido incorporados com su-
cesso na rotina de laboratorios veterinarios (Maroso et al.
2002, Golynski et al. 2008, Salvagni et al. 2010, Leal et al,,
2011, Abedi et al.,, 2014, Laus et al. 2015, Malekifard et al.
2014, Posada-Guazman et al. 2015, Sgorbini et al. 2015).
Provas sorolégicas, como a Reacdo de Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI) e o Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) acu-
sam que o animal teve contato com o agente em alguma
fase da vida, mas ndo necessariamente que sdo animais
doentes, podendo ou ndo estar com o agente no seu orga-
nismo no momento da colheita, induzindo a ativacao do
sistema imunolégico (Parra 2009, Abedi et al. 2014, Laus
etal. 2015, Sgorbini et al. 2015). A técnica de PCR tem sido
amplamente utilizada e reportada na literatura como mé-
todo que visa a investigacdo do DNA do agente causador
da doenca na amostra testada, sendo considerado método
direto com maior sensibilidade que a microscopia (Bashi-
ruddin et al. 1999, Leal et al. 2011, Abedi et al. 2014, Laus
et al. 2015, Malekifard et al. 2014, Posada-Guazman et al.
2015, Sgorbini et al. 2015), apresentando maior eficacia
comparado aos demais métodos de diagndstico para as en-
fermidades em questdo. O PCR identifica o DNA ou RNA de
uma sequéncia do genoma do patdgeno e é extremamente
sensivel a presenca de poucos organismos nas amostras,
por isso sua especificidade e sensibilidade sao muito altas.
Isto faz com que teste por DNA através de PCR constitua
um método muito mais acurado e avangado para pesqui-
sas e fins diagnoésticos que testes sorolégicos convencio-
nais (Barlough et al. 1995, Reubel et al. 1998, Madigan &
Pusterla 2000, Bermann et al. 2002).

Este estudo visa a realizagdo de uma investiga¢do cli-
nica em equinos de esporte e tracdo (carroceiros), com-
parando os valores obtidos em exames hematoldgicos,
levando-se em consideracdo diferengas como caracteristi-
cas nutricionais, estado de higidez e tipo de atividade re-
alizada, e, a0 mesmo tempo, visa comparar as diferentes
técnicas de pesquisa de hematozodrios, como esfregaco
sanguineo e PCR.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 30 equinos, com idade acima de 2 anos, 8 ma-
chos e 7 fémeas para cada grupo experimental, sendo 15 integran-
tes do Grupo Tragdo (GT), correspondendo a equinos de tragio
(carroceiros) em atividade e 15 pertencentes ao Grupo de Esporte
(GE), correspondendo a equinos de esporte em atividade hipica,
situados na regido de Pirassununga/SP. Os animais em estudo fo-
ram pesados, avaliados clinicamente e informag¢des foram colhi-
das junto aos proprietarios relacionadas ao tipo e quantidade de
alimento que recebiam e atividade fisica que realizavam.

Foi realizada colheita de sangue da veia jugular de todos os
animais, de ambos os grupos experimentais, para realizacdo de
exame hematoldgico e dosagem de fibrinogénio plasmatico (téc-
nica da precipitagdo por aquecimento), com intuito de tragar um
perfil hematoldgico para cavalos de tracdo e cavalos atletas, corre-
lacionando os resultados com a higidez, nutri¢io e atividade fisica
desenvolvida pelos animais.

Foram realizadas colheitas de sangue para realizagio de esfre-
gacos sanguineos pelos métodos de esfregaco da gota do coagulo,
esfregaco de sangue periférico e esfregaco de sangue da veia ju-
gular, com intuito de comparar as diferentes técnicas de esfregaco
no diagnéstico das hemoparasitoses. Para tanto, no método es-
fregaco da gota do coagulo, foram recolhidos 5 mL de sangue da
veia jugular em tubo sem anticoagulante, aguardou-se a formagao
do coagulo, retirando-o do plasma. Apés secagem da superficie
externa do coagulo em papel absorvente, cortou-se o codgulo em
fragmentos de 1 cm e utilizou-se da gota de sangue que fluiu da
superficie seccionada para confeccdo do esfregaco (Stobbe 1990,
Stobbe et al. 1992, Dantas et al. 2011). Para o método de esfre-
gaco de sangue periférico, foi puncionada a ponta da orelha dos
animais e para o método esfregaco de sangue da veia jugular, foi
puncionada a veia jugular dos equinos. Apds secagem dos esfre-
gacos, os mesmos foram fixados em alcool metilico e corados pelo
Rosenfeld (Birgel 1982). As laminas foram examinadas com au-
mento de 100 vezes em toda sua extensdo, observando-se a pre-
sen¢a de hemocitozoarios e a conformacao dos parasitas intraeri-
trocitarios e ou intraleucocitarios, além de buscar a presenca de
hematozodrios livres na circulagio.

Da mesma forma, foram colhidos 10 mL de sangue da veia ju-
gular, em tubo com EDTA, dos 30 equinos previamente selecio-
nados (GT, n=15 e GE, n=15). As amostras foram identificadas e
mantidas refrigeradas a 4°C. Na sequéncia, as amostras de sangue
foram submetidas ao protocolo de extragio de DNA gendmico,
com kit comercial (Wizard® Genomic DNA Purification Kit, Pro-
mega Corp., Madison, WI, USA), seguindo instru¢des do fabrican-
te. Elas foram testadas individualmente para Theileria equi (Babe-
sia equi), Babesia caballi, Anaplasma phagocytophilum (Ehrlichia
equi) e Ehrlichia risticcii (Neoricketsia risticii). As reagdes para
detectar DNA dos citados hemoparasitas consistiram de PCR em
tempo real.

As amostras que apresentaram fragmentos amplificados fo-
ram purificadas usando-se o kit comercial Wizard® Genomic DNA
Purification Kit (Promega Corp., Madison, WI, USA), seguindo ins-
trucoes do fabricante e, em seguida, foram submetidas ao sequen-
ciamento genético utilizando-se kits comerciais Genesig® (Pri-
merdesign Ltd, United Kingdom), de acordo com instrugdes do
fabricante. Todos os kits comerciais utilizados para pesquisa de
hematozoarios por PCR em tempo real sdo compostos pelo primer
especifico para o hemoparasita/probe mix, padrdo para controle
positivo para o hemoparasita em teste, controle negativo (RNAse/
DNAse free water), tampao para preparo do padrao e controle de
extracdo interna de DNA.

Para pesquisa de Babesia caballi utilizou-se Genesig Advanced
Kit Babesia caballi 18S ribosomal RNA gene; para Theileria equi
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utilizou-se Genesig Advanced Kit Theileria equi Equi merozoite
antigenl (ema-1) gene; para Anaplasma phagocytophilum utili-
zou-se Genesig Advanced Kit Anaplasma phagocytophilum major
surface protein 4 (msp4) gene; e para Ehrlichia risticii utilizou-se
Genesig Advanced Kit Ehrlichia genus 16S ribosomal RNA (18S)
gene. Os kits destinam-se a ter o mais amplo perfil de detec¢do
possivel, mantendo-se especifico para o genoma pesquisado. Os
primers e as sequéncias de sondas dos kits possuem 100% de ho-
mologia com uma ampla gama de sequéncias do genoma dos he-
moparasitas pesquisados, com base numa andlise bioinformatica
abrangente.

As reacoes foram realizadas utilizando-se 25pl, sendo 5ul de
DNA extraido. Para amplificagdo, protocolos de ciclos de PCR em
dois passos foram conduzidos, sendo 95°C por 2 minutos, seguido
de 45 ciclos de 95°C por 10 segundos e 60°C por 1 minuto. Os da-
dos de fluorescéncia foram adquiridos ao final de cada passo de
anelamento. O experimento foi conduzido utilizando-se o apare-
lho de PCR em tempo real BIOER LineGene 9600 (Hangzhou bori
Technology Co., Ltd).

As variaveis hematolégicas foram submetidas a analise de
normalidade dos residuos pelo teste de Kolmogorov-Smirnov. As
variaveis que nio atenderam as premissas de normalidade foram
submetidas a transformagdo. Os dados originais ou transforma-
dos, quando este procedimento foi necessario, foram submetidos
a andlise de variancia na comparacgdo entre grupos. A diferenca
nas prevaléncias dos hemoparasitas foram comparadas usando-
-se o teste de Fischer. A metodologia utilizada para realizagao do
diagnéstico das hemoparasitoses (PCR ou esfregaco sanguineo)
foram comparadas pelo teste de Kruskal-Wallis. Em todas as ana-
lises estatisticas, o nivel de significancia considerado foi de 5%.

RESULTADOS

Avaliando-se os dados colhidos individualmente, verificou-
-se que no Grupo Tragdo (GT), o peso dos animais variou
de 220 a 430 kg (336+51 kg), idade entre 2,5 e 24 anos
(18,4% de 2-5 anos, 28,6% de 6-10 anos, 42,8% de 11-15
anos, 8,2% de 16-20 anos e 2% com mais de 20 anos) e in-
tensidade de trabalho entre 4 e 40 horas semanais (26,9%
de 4-10 horas, 59,6% de 11-20 horas, 11,5% de 21-30 ho-
ras e 1,9% de 31-40 horas). Da mesma forma, verificou-se
que no Grupo Esporte (GE), o peso variou de 350 a 630
kg (490+56 kg), idade de 4 a 17 anos (16,3% de 2-5 anos,
40,8% de 6-10 anos, 32,6% dfe 11-15 anos e 10,2% de 16-
20 anos) e intensidade de trabalho entre 16 e 24 horas se-
manais (83,6% de 11-20 horas e 16,3% de 21-30 horas).
Pode ser observado que os animais do GT sdo alimentados
com uma mistura alimentos, entre eles, capim triturado ou
ndo, cana-de-agucar triturada ou nio, milho, roldo de mi-
lho, palha de milho, quirela de milho, farelo de milho, farelo
de trigo, aveia, amido, feno, pasto, entre outros. Ja os ani-
mais do GE sdo alimentados apenas com feno e concentra-
do (ragdo para equinos). Nenhum dos animais, de ambos
0s grupos experimentais, recebia sal mineral para equinos.

Os Quadros 1, 2 e 3 apresentam os valores médios de eri-
trograma, leucograma, proteinas totais e fibrinogénio obti-
dos em cada grupo experimental. No total dos equinos es-
tudados, 23 (76,7%) apresentaram contagem de hemaécias
abaixo do valor de referéncia, dentre eles, 15 sido equinos
de tracdo (100% dos total de animais do GT) e 8 animais
de esporte (53,3% do total de animais do GE). Individual-
mente, os 15 animais pertencentes ao Grupo Tragdo (100%
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Quadro 1. Comparacio das médias e desvio padrio dos valores do exame da série vermelha e plaquetas de
equinos de tracdo (GT; n=15) e equinos de esporte (GE; n=15)

Grupo Hemadcias* Hemoglobina* Hematdcrito* VCM HCM CHCM plaquetas
(x10°/ul) (g/dL) (%) (fL) (rg) (g/dL) (x10°/uL)
Tragdo 5,64+0,85 9,88+1,05 27,27+43,03  48,77+3,61 17,62+1,47 36,24+1,47 191,28+40,59
Esporte 7,00+0,89 12,15+1,54 35,13+4,69 50,38+2,60 17,36%0,77 34,59+1,17 149,13+51,23
Valores de referéncia* 6,8-12,9 11-19 32-53 32-59 12-20 31-39 100-250

* Diferenca estatistica (p<0,05); Meyer & Harvey (2004).

Quadro 2. Comparacio das médias e desvio padrio dos valores do exame da série branca de equinos de
tracao (GT; n=15) e equinos de esporte (GE; n=15)

Grupo Leucdcitos Basofilos* Eosinéfilos* Neutroéfilos segmentados™ Linfécitos* Monécitos
(x10%/uL) (/ul) (/ul) (/ul) (/ul) (/ul)
Tragdo 7,8+2,5 100£112 300£218 4800+2078 2500+987 200£124
Esporte 6,9+1,13 40+ 60 370£290 4240£900 2100700 150£100
Valores de referéncia*  5,4-14,3 0-290 0-1000 2260-8580 1500-7700 0-1000

* Diferenca estatistica (p<0,05); Meyer & Harvey (2004).

do total de animais do GT) apresentaram hematdcrito e
hemoglobina abaixo dos valores de referéncia para a es-
pécie, enquanto que no Grupo Esporte, trés equinos (20%
do total de animais do GE) apresentaram valores de he-
moglobina e 4 equinos (26,7% do total de animais do GE)
apresentaram valores de hematocrito abaixo dos valores
de referéncia para a espécie. Na avaliacdo das médias dos
valores apresentados pelos grupos estudados, a contagem
de hemacias, hemoglobina e hematécrito encontraram-se
abaixo dos considerados fisioldgicos para a espécie apenas
no GT, assim como na comparag¢ao entre os grupos, em que
os valores destes parametros hematolégicos foram consid-
erados significativamente menores no GT (p<0,05).

Quanto ao leucograma, nio foram observadas alter-
acoes na avaliagcdo das médias dos valores apresentados pe-
los grupos estudados. Individualmente, no GT, trés equinos
(20% do total de animais do GT) apresentaram linfopenia,
um equino (6,7% do total de animais do GT) apresentou
neutrofilia, por aumento no niimero absoluto de neutroéfi-
los segmentados e um equino (6,7% do total de animais do
GT) apresentou basofilia; no GE, um animal (6,7% do to-
tal de animais do GE) apresentou leucopenia, trés equinos
(20% do total de animais do GT) apresentaram linfopenia
e um animal apresentou eosinofilia (6,7% do total de an-
imais do GE). Na comparagio entre os grupos, os animais
do GT apresentaram contagem significativamente maior
de neutrofilos, linfocitos e basofilos e menor de eosinéfilos
(p<0,05).

No total de equinos estudados, 11 animaisdo GT (73,3%)
apresentaram valores de fibrinogénio acima do consider-
ado fisioldgico para a espécie, enquanto que nenhum dos
equinos do GE apresentou alteracdo deste parametro. Na
comparacao entre os grupos, os equinos do GT apresen-
taram valores de fibrinogénio significativamente maiores
que os animais do GE (p<0,05). Todos os equinos apresen-
taram concentragdes plasmaticas de proteinas dentro do
considerado fisioldgico, exceto um animal do GE (6,7%)
que apresentou hipoproteinemia.

Na observacdo dos esfregacos sanguineos, dos 30
equinos avaliados, foram revelados 10 resultados positi-
vos para Theileria equi (33,33%), sendo 6 equinos (40%)

Quadro 3. Comparacio das médias e desvio padrio dos
valores de proteina plasmatica e fibrinogénio de equinos de
tracao (GT; n=15) e equinos de esporte (GE; n=15)

Grupo Proteina plasmatica (g/dl) Fibrinogénio*
Tragao 7,26%0,33 0,62+0,27
Esporte 6,76+0,46 0,27+0,1
Valores de referéncia* 5,8-8,7 0,12-0,49

* Diferenca estatistica (p<0,05); Meyer & Harvey (2004).

Quadro 4. Apresentacio do numero de equinos (n) e
porcentagem do total avaliado(%) que apresentaram
resultados positivos para hemoparasitas, pelas técnicass de
esfregaco sanguineo e PCR, em ambos grupos experimentais,
Grupo Tragao (GT, n=15) e Grupo Esporte (GE, n=15)

Pat6genos Esfregaco PCR* Esfregaco PCR*
sanguineo  GT (n=15) sanguineo  GE (n=15)
GT (n=15) GE (n=15)
n % n % n % n %
Infecgdo Unica
T equi 6 40 320 4 267 2 133
B. caballi 0 0 1 67 0 0 5 333
Infec¢do mista
T equi + B. caballi 0 0 11 73,3 0 0 8 533
Total positivos 40 100 26,7 100

* Diferenca estatistica (p<0,05).

pertencentes ao GT e 4 equinos (26,67%) pertencentes ao
GE. Nao foi observada diferencga significativa entre as téc-
nicas de pesquisa de hematozodarios, seja pela técnica do
esfregaco sanguineo realizados com sangue da veia jugular,
sangue periférico (capilar sanguineo) e pelo teste da gota
do coagulo (p<0,05). Nas amostras colhidas dos equinos
do GT, observou-se que 100% dos equinos (15 animais)
foram positivos no PCR para hemoparasitoses, sendo que
6,67% (1 equino) apresentaram resultados positivos para
Babesia caballi, 20% (3 equinos) apresentaram resultados
positivos para Theileria equi e 73,33% (11 equinos) apre-
sentaram resultados positivos para ambos os hemopara-
sitas, Babesia caballi e Theileria equi. Vale ressaltar que
esses equinos estavam trabalhando, diariamente, puxando
carro¢as. Em relagdo aos equinos do GE, o exame de PCR
revelou a presenca de hemoparasitas em 100% dos ani-
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mais selecionados (15 cavalos), sendo que 33,3% apenas
Babesia caballi (5 animais), 13,3% apenas Theileria equi (2
animais) e 53,3% dos animais (8 cavalos) apresentavam os
dois hemoparasitas no sangue colhido (Babesia caballi e
Theileria equi). Vale ressaltar que todos estes animais esta-
vam em treinamento e nenhum dos proprietarios suspeita-
va da possibilidade de apresentarem hemoparasitoses. Foi
encontrada diferenca estatistica na metodologia utilizada
para pesquisa de hematozodrios, de maneira que a detec-
¢do de ambos hemoparasitas pela técnica de PCR foi signi-
ficativamente maior quando comparada com a técnica de
esfregaco sanguineo (p<0,05; Quadro 4). Nao foram encon-
tradas diferencas significativas na prevaléncia de Theileria
equi e Babesia caballi (p<0,05).

Todos os equinos do grupo tragdo e do grupo esporte
apresentaram resultados negativos para Anaplasma pha-
gocytophilum (Ehrlichia equi) e Ehrlichia risticcii (Neori-
cketsia risticii).

DISCUSSAO

Na clinica médica de equinos, explora-se o perfil hematol6-
gico do animal, geralmente, com a finalidade de encontrar
alteragdes que ndo foram constatadas ao exame clinico. Atu-
almente, o médico veterinario se depara com resultados de
exames hematoldgicos que devem ser comparados com va-
lores de referéncia para a espécie adaptados da bibliografia
internacional, baseados em exames de cavalos higidos, com
clima, nutricao e atividade fisica padronizados. Este fato faz
com que surjam davidas quanto ao verdadeiro significado
clinico dos resultados hematolégicos obtidos com os equi-
nos atendidos nas diferentes regioes do Brasil, em diferen-
tes condicdes nutricionais e de higidez, realizando ativida-
des fisicas diversas. Este estudo apresenta uma avaliacdo
comparativa dos valores obtidos em exame hematoldgico,
em equinos de esporte e tragdo (carroceiros), levando-se
em consideracao diferengas como caracteristicas nutricio-
nais, estado de higidez e tipo de atividade realizada.
Avaliando-se os dados colhidos neste estudo, verifica-se
que os equinos do grupo tracdo possuiam em sua maioria
maior idade que os equinos do grupo esporte e apresenta-
vam média de intensidade de trabalho similares aos equi-
nos de esporte, embora a qualidade nutricional estivesse
aquém ao ideal, o que reflete em menor peso dos animais e,
possivelmente, no perfil hematolégico de anemia. Ressalta-
-se a importancia de uma avaliagido conjunta dos dados he-
matolégicos com o histérico do animal, para que se realize
interpretacdes adequadas dos resultados obtidos. Neste
estudo, a realizacdo de exame hematoldgico, comparando
equinos de esporte com equinos de tracdo, revelou um per-
fil com menor contagem de hemacias, hemoglobina e he-
matocrito para os equinos carroceiros, apresentando valo-
res abaixo do considerado fisiolégico para a espécie equina
segundo a literatura (Meyer & Harvey 2004). Porém, trata-
-se da média de 15 equinos que estdo diariamente em ativi-
dade de tracdo e que recebem alimentos de baixa qualidade
nutricional. Sabe-se que o perfil hematoldgico é uma ferra-
menta capaz de demonstrar sobrecarga de trabalho, treina-
mento e nutricdo inadequados (Veiga et al. 2006, Kowal et
al. 2006.) No caso em estudo, é provavel que a qualidade e
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quantidade de alimentos recebidos pelos equinos carrocei-
ros seja inferior ao exigido para o nivel de exercicio a que
sdo submetidos, e, associado aos resultados positivos de
PCR para hemoparasitas, sejam responsaveis pelo quadro
de anemia apresentado por 100% dos equinos estudados
no Grupo Tracdo. Ressalta-se a importancia de uma nutri-
¢do adequada ao tipo de exercicio e idade do animal, visto
que no Grupo Esporte apenas 53,3% dos animais apresen-
tavam quadro hematolégico de reducdo do nimero de he-
maicias, 26,7% reducdo de hematdcrito e 20% redugdo de
hemoglobina, embora 100% fossem positivos no PCR para
hemoparasitoses.

Vale ressaltar que, apos diagndstico positivo para he-
moparasitoses por PCR em 100% dos equinos estudados,
de ambos os grupos experimentais, apenas os equinos do
Grupo Tragdo (GT) apresentaram valores médios de hema-
cias, hemoglobina e hematocrito abaixo dos valores de refe-
réncia, caracterizando um quadro de anemia, assim como a
elevacdo de fibrinogénio, que sinaliza presenca de processo
inflamatoério. Ja as amostras colhidas dos equinos do Grupo
Esporte (GE) ndo evidenciaram valores médios hematolo-
gicos ou de fibrinogénio alterados, comparando-se com os
valores de referéncia considerados fisioldgicos a espécie.
Este aspecto é de suma importancia, demonstrando que re-
sultados hematolégicos considerados dentro do fisiolégico
podem ser resultados de exames de animais que apresen-
tam hemoparasitoses e estdo em atividade fisica/esportiva
plena, o que justifica as reagudizacdes da enfermidade, fre-
quentemente observada em equinos submetidos as situa-
coes de estresse. Provavelmente, trata-se de animais que
apresentam a forma cronica da afec¢do, representando um
risco para transmissdo a outros animais e para sua propria
saude, além da reconhecida queda de performance (Laus
etal. 2015).

A pesquisa de hematozodrios em equinos, muitas ve-
zes, apresenta resultados conflitantes entre o quadro cli-
nico apresentado pelo animal e o resultado laboratorial,
levantando a hipotese de que a técnica de pesquisa de
hematozodrios seja a responsavel por falhas diagndsticas.
Para diagndstico de hemoparasitoses, na maioria das oca-
sides, une-se a clinica apresentada pelo animal, a métodos
complementares de diagnodstico, como exame hematologi-
co, que revela baixos valores de hemacias, hematdcrito e
hemoglobina e a pesquisa de hematozoarios por esfregaco
sanguineo, que embora seja uma técnica de subjetiva e de
baixa sensibilidade para detectar hemoparasitas, princi-
palmente em cavalos com baixa parasitemia, é simples e de
baixo custo, sendo uma ferramenta complementar util para
diagnoésticos a campo (Laus et al. 2015, Posada-Guzman et
al. 2015). A pesquisa de hematozoarios por PCR é altamen-
te eficiente, uma vez que detecta reduzidas taxas de parasi-
temia, determinando animais persistentemente infectados
e cronicamente infectados. Porém, devido ao custo eleva-
do, o emprego desta técnica ndo é a op¢do da maioria dos
meédicos veterinarios clinicos de equinos (Posada-Guzman
et al. 2015). Sendo assim, este estudo apresenta uma com-
paracdo das técnicas de esfregaco sanguineo e PCR para
diagnoéstico de hemoparasitas, em equinos de esporte e
tracdo (carroceiros), e revela que embora os animais pos-
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sam parecer higidos clinicamente e, até mesmo, apresen-
tar valores hematoldgicos dentro dos valores de referéncia
utilizados como fisiolégico para a espécie, podem possuir
hemoparasitas no organismo, o que certamente influi na
higidez e desempenho do animal. Além disso, esses animais
podem atuar como fontes de hemoparasitas para carrapa-
tos, aumentando a probabilidade de transmissao a outros
animais (Laus et al. 2015). Estes sdo fatos que devem ser
considerados na escolha da técnica de diagnostico para he-
moparasitoses dentro de uma propriedade.

Verifica-se, por meio dos resultados apresentados, que
os esfregacos sanguineos, mesmo que realizados por dif-
erentes técnicas de pesquisa de hematozoarios, revelaram
resultados falsos negativos em animais de ambos grupos
experimentais. Observa-se, também, que infec¢des mistas
de hemoparasitas, muitas vezes ndo sdo diagnosticadas
como tal. Neste estudo, os esfregacgos revelaram apenas in-
feccdo por Theileria equi (GT, n=6 e GE, n=4), sendo que o
PCR confirmou que algumas delas seriam, na verdade, in-
feccoes mistas (Theileria equi e Babesia caballi).

Com relacdo as diferentes técnicas de esfregaco sangui-
neo, embora Stobbe (1990, 1992) e Dantas et al. (2011)
afirmem que o teste da gota do coagulo expresse um ex-
celente método de diagnéstico de hemoparasitas em
equinos, neste estudo, nio foi observada diferenca entre as
técnicas de pesquisa de hematozoarios, seja pela técnica do
esfregaco sanguineo realizado com sangue da veia jugular,
sangue periférico (capilar sanguineo) e pelo teste da gota
do coagulo. Além disso, nos esfregacos realizados pelo teste
da gota do coagulo foram observadas areas de lise celular
que prejudicaram a avaliagdo das laminas, além de alte-
ra¢des morfolégicas, como por exemplo, eritrofagocitose,
lise de leucdcitos e de hemadcias, vactiolos citoplasmaticos,
manchas de Gumprecht, segmentos nucleares soltos, entre
outros. Esses artefatos prejudicaram a avalia¢do, ndo sendo
considerado, neste estudo, o esfregaco da gota de coagulo
um método pratico e confiavel, podendo apresentar falsos
negativos ou falsos positivos.

Por outro lado, a associagdo do exame hematoldgico a
uma avaliacdo clinica detalhada e ao exame de PCR per-
mitiu que se obtivessem diagndsticos definitivos precisos
quanto a pesquisa de hematozodrios (Laus et al. 2015). O
exame de PCR se trata de uma prova confiavel, que diagnos-
tica a infeccdo em fase aguda ou crénica, em animais com
alta ou baixa parasitemia, uma vez que busca a presenca do
DNA do hemoparasita na amostra de sangue (Barlough et
al. 1995, Reubel et al. 1998, Madigan & Pusterla 2000, Ber-
mann et al. 2002, Parra 2009, Leal et al. 2011, Malekifard
et al. 2014, Posada-Gusman et al. 2015). Neste estudo fi-
cou demonstrada a maior sensibilidade do método de PCR,
visto que 100% dos equinos (30 animais) apresentaram
resultados positivos para hemoparasitas pela técnica mo-
lecular, enquanto que o esfregacgo sanguineo revelou 33,3%
(10 equinos) de positivos.

Estabelece-se claramente a importancia das provas
como o PCR, que diagnostica infec¢des agudas e cronicas,
para o diagnoéstico correto e conclusivo das hemoparasi-
toses, mesmo que os esfregacos sanguineos apresentem
resultados negativos. Baseado na sintomatologia clinica

apresentada pelo animal, associado ao exame hematolégico
e presenca de carrapatos, deve-se sempre sugerir a realiza-
¢do de provas mais sensiveis, como PCR, para que se for-
neca um diagnéstico definitivo correto para o proprietario
do animal. Verifica-se, entdo, com este estudo, que muitos
dos diagnosticos de auséncia de hemoparasitose por exame
hematolégico e ou esfregaco sanguineo sdo erroneos, devi-
do a baixa sensibilidade da técnica e podem repercutir em
falha no tratamento ou disseminacdo dos hemoparasitos e
das hemoparasitoses. Ressalta-se, entdo, a importancia de
exames como o PCR na elaboracdo de diagnéstico definitivo.
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