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Resumo: A tuberculose bovina é uma importante doenca de carater zoondtico, sendo
diagnosticada pela técnica de tuberculinizagcdo. O objetivo deste estudo foi avaliar a alteracéo
dos parametros hematologicos em bovinos leiteiros submetidos a tuberculinizagdo comparada.
Foram analisados os parametros hematoldgicos de 27 fémeas bovinas leiteiras, hematocrito,
concentracdo de hemoglobina e contagem diferencial de leucdcitos. Os parametros
hematoldgicos no dia zero (HO) encontravam dentro do intervalo de referéncia para a espécie.
Porém no dia H72 houve diferenca estatistica para o aumento na contagem de neutréfilos
segmentados e bastonetes e diminuigcdo na contagem de linfocitos, eosinéfilos e monocitos.

Palavras chaves: hemograma, tuberculinizacdo, bovino.

Abstract: Bovine tuberculosis is an important zoonotic disease, being diagnosed by
the tuberculin test. The aim of this study was to evaluate the changes of hematological
parameters in dairy cattle subjected to comparative tuberculin test. Hematological parameters
of 27 dairy cows, hematocrit, hemoglobin concentration and differential white blood cells
counts were analyzed. Hematological parameters at day zero (HO) were within the normal
range for the species. But on H72 was no statistical difference for the increased number of
rods and segmented neutrophils and decrease in lymphocytes, eosinophils and monocytes.
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Introdugéo

A importancia da hematologia
como meio semioldgico, auxiliando os
médicos  veterinarios a  estabelecer
diagnosticos,  firmar  prognésticos e
acompanhar os tratamentos das inameras
enfermidades € reconhecida e consagrada
mundialmente  (BIRGEL, 1991). A
determinacdo de alguns parametros
hematoldgicos permite uma oportuna acédo
sobre 0 manejo e saude dos animais
(CAMPOS et al., 2008).

O hemograma é um exame realizado
que avalia as células sanguineas de um
paciente, ou seja, as da série branca e
vermelha, contagem de plaquetas,
reticulocitos e indices hematoldgicos
(KANTEK et al., 2005). Séao inGmeras as

condicbes que influenciam o quadro

hematolégico dos bovinos leiteiros entre

eles estdo os fatores etérios, sexuais,
raciais, climaticos, nutricionais,
infecciosos e parasitarios (PEIXOTO et al.,
2002).

Respostas hematoldgicas em muitas
patologias sdo comumente associadas com
alteracbes de volume, somada a
concentracdo de Hemoglobina celular (Hb)
que fornecem a base para a classificacéo
morfolégica das anemias (FLAIBAN;
BALARIN, 2004).

Mycobacterium bovis (M. bovis), €
membro do complexo Mycobacterium
tuberculosis e causa a tuberculose bovina
(MICHEL; MULLER; VAN HELDEN,
2010). O teste intradérmico da tuberculina
é reconhecido pela Organizacdo Mundial

da Saude Animal (OIE) que recomenda

duas variacOes do teste da tuberculina, a
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inoculagdo simples ou a comparada, o qual
compara a resposta imune para M. bovis e
M. avium (DE LA RUA-DOMENECH et
al., 2006).

O objetivo deste trabalho foi avaliar
0 quadro hematoldgico de bovinos leiteiros
imediatamente antes da tuberculinizacdo
comparada e 72 horas ap6s a inoculacdo da
tuberculina bovina e aviéria.
Material e Métodos

Foram utilizadas 27 fémeas bovina
da raca Holandés variedade Preto e Branco
com idade que variou de 2 a 7 anos, em
lactacdo, procedentes de uma propriedade
de exploracdo leiteira, tipo B, situada no
municipio de Cambira (23°34°58°’S,
51°34°40°°W) na mesorregiao norte central
do Parana, criados em sistema de free stall.
A primeira coleta de sangue foi realizada
imediatamente  antes da  primeira
inoculacdo dos alergénicos do teste de
tuberculinizacdo comparada, dia 0 (HO),
conforme preconizado pelo Programa
Nacional de Controle e Erradicacdo da

Brucelose e Tuberculose (BRASIL, 2006).

A segunda coleta ocorreu 72 horas (H72)
apos a primeira, no més de junho de 2010,
apos a ordenha das 12 horas. Previamente
a cada coleta, realizou-se o exame clinico
para descartar qualquer animal doente,
conforme CAMPOS et al. (2008). A
propriedade é considerada area livre de
brucelose e tuberculose pelo PNCEBT,
sendo o teste realizado anualmente.

Para as colheitas de sangue, foram
utilizadas agulhas descartaveis (25X8mm)
através de puncdo da veia coccigea meédia,
com 0s animais contidos em canzil
metalico, utilizando tubos Vacutainer®,
com anticoagulante acido
etilenodiaminotetraacético tripotassico
(EDTA K3) de 5 mL. Imediatamente apds
cada coleta de sangue, foi realizado o
esfregaco sanguineo e as laminas foram
acondicionadas em caixas plasticas
proprias para transporte protegidas da luz
solar. Logo apds a coleta os tubos foram
identificados e acondicionados em caixa

isotérmica contendo gelo reciclavel e
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enviados ao laboratorio para andlise de
hemograma.

Os testes foram realizados no
mesmo dia da colheita no Laboratério
Lasy, municipio de Arapongas - PR,
utilizando analisador automatico (Pentra
60 — Horiba). Os paréametros aferidos
foram: Contagem total de hemacias, teor
de hemoglobina, hematocrito, indices
hematimeétricos absolutos (Volume
Corpuscular Médio - VCM, Hemoglobina
Corpuscular Média - HCM, Concentracao
de Hemoglobina Corpuscular Média -
CHCM) e contagem total de leucocitos. A

contagem diferencial dos leucdcitos foi

realizada em esfregaco sanguineo corado

pelo método de Rosenfeld. Os testes foram
realizados do mesmo dia da coleta.

Os dados foram analisados
utilizando pacote estatistico Bioestat 5.0
(AYRES et al., 2007) com nivel minimo de
significAncia de 5%, as variaveis hemécias,
hemoglobina, hematdcrito foram
analisadas por ANOVA e as variaveis
VCM, HCM, CHCM por Kruskal-Wallis.
Resultados e discussao

N&o houve diferenca significativa
entre HO e na avaliagdo H72, para 0s
parametros analisados, hemaécias,
hemoglobina, hematocrito, VGM, HGM e
CHGM conforme Tabela 1 e 2, segundo

referéncia de Campos et al. (2008).

Tabela 1 — Valores médios, desvio padrdo, intervalo, valores minimos e maximos dos
constituintes do Hemograma, Hemacias (HC), Hemoglobina (Hb) e Hematocrito (Ht) de
bovinos inoculados com tuberculina bovina e aviaria HO e H72, de bovinos da raca

Holandesa.

Parametros HC-H0O HC-H72 Hb-HO Hb-H72 Ht-HO Ht-H72
Média 6,132 6,102 8,942 8,962 27,118 27,182
Desvio padrdo 0,72 0,65 1,02 1,03 2,51 2,48
Intervalo 3,34 2,87 4,38 4,76 12 10
Minimo 4,25 4,62 6,42 5,84 20 21
Maximo 7,59 7,49 10,8 10,6 32 31
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Tabela 2 - Valores médios, desvio padrdo, intervalo, valores minimos e méaximos dos
constituintes do Hemograma, VVolume Corpuscular Médio (VGM), Hemoglobina Corpuscular
Média (HGM) e Concentracdo de Hemoglobina Corpuscular Média (CHGM) de bovinos
inoculados com tuberculina bovina e aviaria HO e H72, de bovinos da ra¢ca Holandesa.

Parametros VGMHO VGMH72 HGM HO HGM H72 CHGMHO CHGMH72

Média 44,408  44,67° 14,802 14,932 33,352 33,392
Desvio padrdo 3,02 2,95 0,95 0,78 0,50 1,28
Intervalo 11 13 3,5 2,9 2,4 7,7
Minimo 38,7 41,4 13,2 13,8 31,7 27,5
Maximo 49,7 54,4 16,7 16,7 34,1 35,2

Em relagdo a comparacdo entre os eosindfilos  (p=0,0227) e linfdcitos
dias HO e H72 houve diferenca (p<0,0001), ndo havendo diferenca
significativa para neutrdfilos (p<0,0001), significativa para monacitos, conforme a
neutrofilos  segmentados  (p<0,0001), Tabela 3 e 4.

neutrofilos bastonetes (p=0,0389),

Tabela 3 — Valores médios, desvio padrdo dos constituintes do leucograma neutréfilos,
neutrofilos segmentados, neutrofilos bastdes, HO e H72, de bovinos da Raga Holandesa.

Neutrofilos Neutréfilos Segmentados Segmentados Bastfes — Bastdes

Parametros HO H72 HO H72 HO H72
Média 4765,18" 8374,43%  4754,46° 8326,00° 10,71°  48,43°
Mediana 4368 7449 4304 7403 0 0
Desvio

Padrdo 1993,88  3005,80  1998,54 3018,53 32,18 66,74
Intervalo 7126 14188 7126 14236 128 260
Minimo 1764 3312 1764 3264 0 0
Maximo 8890 17500 8890 17500 128 260

Tabela 4 - Valores médios, desvio padrdo dos constituintes do leucograma, Eosinofilos,
Linfécitos e Mondcitos HO e H72, de bovinos da Raca Holandesa.

Eosindfilos Eosinéfilos Linfocitos Linfocitos Mondcitos Mondcitos
Paradmetros HO H72 HO H72 HO H72
Média 320,57° 88,36" 7569,04° 6273,39° 659,50°  495,96%
Mediana 171 0 4170 2838 471,5 360,5
Desvio
padrdo 753,54 146,70 8186,66 7448,68 606,75 434,55
Intervalo 4069 508 384,8 31220 2452 1622
Minimo 0 0 1536 1440 98 48
Maximo 4069 508 39950 32660 2550 1670
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Animais criados sob diferentes
condicBes climéticas e de manejo podem
apresentar  evidentes  variagbes  dos
elementos constituintes no exame de
hemograma. No presente trabalho os
parametros utilizados foram os descritos
por Campos et al. (2008) para a regido sul
do Brasil.

Segundo Jain (1993), alguns fatores
podem influenciar os valores de referéncia
para a interpretacdo dos referidos
parametros, tais como: especie, sexo, raca,
idade, estado fisiologico e hora do dia. Os
grupos estudados HO e H72 ndo tiveram
alteracbes nas varidveis citadas por Jain
(1993) exceto pelo estado fisiologico
quando desafiados pela inoculacdo da
tuberculina bovina e aviéria.

Killick et al. (2011) estudando 16
bovinos sabiamente positivos no exame de
tuberculinazacdo e um grupo controle
compararam a contagem total de hemacias
e ndo encontraram diferenca significativa

entre os grupos. O mesmo ocorrendo entre

HO e H72 do presente trabalho.

Campos et al. (2008) avaliaram que
os valores medios dos pardmetros
hematologicos no verdo e inverno, e
demonstraram que as condic¢des de verdo
influenciaram a dindmica sanguinea na
maioria dos parametros estudados. No
periodo estudado ndo houve variagcdo na
estacao do ano.

O nudmero de eritrocitos totais, a
concentracdo de hemoglobina e o
hematocrito podem  sofrer alteracdes
durante o parto (JAIN, 1993). A
mensuracdo  do  hematdcrito  pode
apresentar variagdo severa em casos de
desidratacdo, pois ha hemoconcentracdo
(JAIN, 1993; THRALL, 2004). Segundo
Anosa; Ogbodu (1979) devido a
diminuicdo do consumo de agua no
periparto ocorre a hemoconcentragcdo. O
periodo que ocorre depois do nascimento
chamado de pds-parto na espécie bovina é
marcado por uma rapida alteracdo do
quadro  hematolégico, sendo ainda
caracterizadas por uma grande

susceptibilidade as doencas (RADOSTITS
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et al., 2010). Nenhum animal do presente
estudo estava no periparto.

As  alteracbes  hematoldgicas
relacionadas a lactacdo podem variar entre
rebanhos e o0s baixos parametros
eritrocitarios durante este periodo podem
estar relacionados com o nivel de producéo
leiteira, com a nutricio do animal
(MANSTON et al., 1975). Em geral,
quanto maior € a producdo leiteira,
menores sdo 0s valores dos parametros
eritrocitarios (JAIN, 1993). O manejo
nutricional foi mantido entre HO e H72,
ndo havendo influéncia do mesmo nos
parametros estudados.

As alteracbes nos constituintes
celulares do sangue durante a gestacdo,
parto e lactacdo em vacas leiteiras estdo
intimamente relacionadas com o cortisol, o
horménio do estresse (Jacob et al., 2001).
Campos et al. (2008) nao encontraram
correlacdes significativas entre o cortisol
plasmatico e a maioria dos parametros

hematoldgicos avaliados.

Meyer et al. (1995), que afirmam
que o hematdcrito pode ser alterado, dentre
outros fatores, pela atividade muscular
prévia e manejo. A rotina dos animais
entre a ordenha e as instalacbes de free
stall, onde foi realizada a coleta de sangue
ndo foi alterada.

Saut; Birgel (2008) ao analisarem
bovinos com retengdo de anexos fetais ndo
encontraram diferenca estatistica para o0s
constituintes do eritrograma, exceto ao
namero de hemacias, que entre o0 10° e 30°
dia de puerpério teve diminuicdo do
ndmero de hemacias indicando anemia.
Nenhum animal do estudo apresentava
retencdo dos anexos fetais.

Os valores normais do numero de
hemaécias, da concentragédo de
hemoglobina, do volume globular e dos
indices hematimétricos demonstram que a
tuberculinizacdo ndo causa alteracdo na
hematimetria dos animais avaliados.

Os  parametros

hematoldgicos

estudados encontram-se dentro dos valores
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de referéncia para a espécie bovina
(CAMPOS et al., 2008).

A paricdo determinava intensas
modificagdes no leucograma, sendo que
essas alteragbes, caracterizadas  por
leucocitose devido a neutrofilia e
eosinopenia (FAGLIARI, 1998). No
presente estudo houve neutrofilia e
eosinopenia, no entanto nenhum animal era
recém parido.

A linfocitose persistente nos casos
pré-tumorais é  caracterizada  pelo
acréscimo no nivel de linfocitos B
circulantes, com um aumento de 40 a 80%
em relacdo aos valores normais de
referéncia, e nem sempre precede a forma
tumoral (BURNY et al, 1985). No
presente estudo houve linfocitose porém
em nenhum dos animais observou-se
linfoblasto imaturo.

Killick et al. (2011) analisando o
perfil hematoldgico de oito bovinos
sabiamente positivos para tuberculose e

oito sabiamente negativos ndo encontraram

diferenca estatistica na contagem de

globulos brancos entre os grupos (p=0,18),

No entanto  encontraram  aumento
significativo no numero de linfcitos
(p=0,0001) e decréscimo nos monocitos
(p=0,002) em animais tuberculosos em
relacio aos negativos. Na presente
pesquisa também houve decréscimo do
ndmero de mondcitos, assim como de
linfocitos,  diferindo da  contagem
aumentada do autor supra citado. Por outro
lado ainda segundo KILLICK et al. (2011)
nenhuma  diferenca  estatistica  foi
observada em eosinofilos e neutrofilos
entre 0 grupo estudado (p=0,51 e p= 0,37,
respectivamente). J& na presente pesquisa
houve diferenca significativa tanto em
eosinofilos que decresceu a sua contagem e
assim como houve aumento na contagem
de neutrdfilos.

Bovinos infectados pelo M. bovis
tem um quadro hematoldgico tipico de
infeccBes cronica, como leucopenia e
anemia. (SMITH, 2006). Animais nao

tuberculosos submetidos a tuberculinizacéo

apresentam aumento significativo de
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contagem de linfocitos do que animais
tuberculosos, porém dentro dos parametros
da normalidade (BEECHLER, ZOLLER,
EZENWA, 2009). No presente estudo
houve aumento do ndmero de linfocitos
quando desafiados pela tuberculinizacdo.

PALMER; WATERS; THACKER
(2007) demonstram a participacdo dos
neutrofilos no estagio inicial da formacéo
do granuloma tuberculoso. Fato este que
pode explicar o estimulo alergénico dado
no local da inoculacdo das tuberculinas
bovina e aviaria com consequente aumento
das ceélulas neutrofilicas observadas no
presente estudo.

O exame histoldgico das biopsias
das reacOGes positivas e inconclusivas
tuberculinizacdo ~ comparada  revelou
edema, raros polimorfonucleares, reacdo
inflamatéria com predominancia de células
mononucleares em processo de
diferenciacdo para macréfagos, com alguns

deles alongados com caracteristicas de

células epitelidides.

Algumas reacOes evidenciaram
células gigantes do tipo Langhans, restos
celulares e discreta vasculite com areas de
necrose ndo delimitadas (ALMEIDA et al.,
2006). Fato este poderia explicar a
diminui¢do com significancia estatistica do
ndmero de monacitos.

Diferentes protocolos de
imunizacdo para doencas de controle nao
obrigatorio (ex. leucose, diarréia viral
bovina, rinotraqueite bovina infecciosa, e
ou diferentes programas de controle de
parasitas) sdo adotados para cada rebanho.
E possivel que estes rebanhos apresentem
alteracbes nas variaveis hematoldgicas
principalmente no que se refere as células
brancas (CAMPOS et al., 2008). Durante o
experimento o Unico desafio dos animais
foi a realizacdo da tuberculinizacao,
demonstrando ser possivel que o aumento
dos valores de neutrdfilos, linfocitos e
monocitos e o decréscimo de eosinofilos
estariam ligados a inoculacdo dos

alergénicos.
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Concluséo

Nas condicOes da presente pesquisa
houve diferenca significativa entre HO e
H72 para aumento de neutrdfilos
segmentados e bastonetes, e decréscimo
para a contagem de linfocitos eosindfilos e
mondcitos. Ndo houve alteracdo na série
vermelha.
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