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RESUMO

Lopes, V.V.A. Estudo parasitologico e molecular da infeccdo por Babesia spp. em
caes de areas rurais do Estado de S&do Paulo. Botucatu, 2006. 61f. Mestrado,
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia.

Com o objetivo avaliar a epidemiologia e a caracteristica molecular da infeccdo de
caes de éareas rurais por Babesia spp., amostras de sangue de 150 animais foram
coletadas e analisadas por esfregaco sanguineo e por PCR. Além disso, os cées
foram examinados para investigar possivel infestacdo por carrapatos. Pelo
esfregaco sangliineo de sangue capilar (ponta de orelha) foram detectados trés
(2%) céaes positivos e pela PCR para Babesia spp. 12 (8%) deles foram positivos,
com bandas visualizadas em 450 pb. Foram encontrados R. sanguineus e
Amblyomma spp. em 36 (24%) dos 150 cdes. As espécies de Amblyomma
detectadas foram A. cajennense (9/36 — 25%), A. ovale (8/36 - 22,2%) e A.
aureolatum (1/36 - 2,7%). Um espécime de Amblyomma (1/36 — 2,7%) ndo podde
ser identificado especificamente pois se encontrava no estagio de ninfa. Nao
houve uma associagéo positiva entre o encontro de R. sanguineus e infeccdo por
B. canis. O sequenciamento de uma amostra positiva demonstrou identidade com

B. canis vogeli ja caracterizada no Brasil.
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ABSTRACT

Lopes, V.V.A. Parasitologic and molecular study of Babesia spp. infection in dogs
of rural areas from S&o Paulo state, Brazil. Botucatu, 2006. 61f. Mestrado,
Universidade Estadual Paulista Julio de Mesquita Filho, Faculdade de Medicina

Veterinaria e Zootecnia.

In order to study the parasitologic and morphological characteristics of Babesia
spp. infection in dogs from rural areas, 150 animals were examined by blood
smears and by PCR. Besides, the dogs were examined to investigate ticks
infestation. By the blood smear of capillary blood (ear tip) examination, three (2%)
were detected positive and by PCR for Babesia spp.12 (8%) were positive, with
bands visualized in 450 bp. Rhipicephalus sanguineus and Amblyomma spp. were
found in 36 (24%) of the 150 dogs. The found species of Amblyomma were A.
cajennense (9/36 - 25%), A. ovale (8/36 — 22.2%) and A. aureolatum (1/36 —
2.7%). A specimen of Amblyomma (1/36 — 2.7%) was found in the nymph stage
and could not be identified. There was not a positive association between the
encounter of R. sanguineus and the infection for B. canis. The sequencing of two
positive samples demonstrated close identity with B. canis vogeli already

characterized in Brazil.
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1. INTRODUCAO

Protozoérios do género Babesia séo parasitos intraeritrociticos transmitidos
por carrapatos e que infectam varios hospedeiros vertebrados, podendo causar
doenca severa em animais domésticos, silvestres e no homem (RISTIC, 1988).

Em cées, uma grande e uma pequena Babesia sdo descritas, Babesia canis
e Babesia gibsoni, respectivamente (PASSOS et al., 2005). Trés subespécies de
grande Babesia sdo reconhecidas, B. canis canis, B. canis vogeli e B. canis rossi
(UILENBERG et al., 1989). Porém, atualmente discute-se se essas subespécies
devem ser consideradas espécies verdadeiras (CARRET et al., 1999).

A distingé@o entre as duas espécies de Babesia de caes era tradicionalmente
baseada na especificidade do hospedeiro e na morfologia das formas
intraeritrociticas, ja que apresentam consideravel diferenca de tamanho. Dessa
forma, grandes babesias eram caracterizadas como B. canis e pequenas
babesias, como B. gibsoni. Esse critério de caracterizagcdo era fundamentado na
hip6tese de que nenhuma outra espécie de Babesia infectava os cdes (CACCIO et
al., 2002).

Nos ultimos anos, foi questionada a caracterizacdo dos isolados de B. canis
derivados de diferentes regibes geograficas. Das babesias isoladas em cées
infectados ao redor do mundo, importante heterogeneidade tem sido observada
em relacdo a especificidade do vetor, sorologia e patogenicidade, além de néo
apresentarem uma imunidade cruzada entre si (UILENBERG et al.,, 1989;
HAUSCHILD et al., 1995; SCHETTERS et al., 1997).

O diagnéstico molecular de Babesia spp. tem demonstrado que a
especificidade de pirosplasmideos pelos hospedeiros € menor do que se supunha
anteriormente e somente o uso de técnicas sensiveis de diagndstico poderiam

caracterizar com precisao as espécies (JEFFERIES et al., 2003).
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No Brasil, Passos et al. (2005) identificaram pela primeira vez B. c. vogeli.
Sé et al. (2006) e Diniz* (2005) também encontraram B. c. vogeli como sendo a
Unica subespécie acometendo os cées estudados.

Rhipicephalus sanguineus, vetor responsavel pela transmissdo desse
agente (REGENDANS & MUNIZ, 1936), é altamente prevalente em areas urbanas
onde a Babesia em caes é endémica. J4 em areas rurais, onde o R. sanguineus é
menos comum, mais estudos epidemioldgicos sdo necessarios para um melhor
entendimento da transmissédo desse parasito em cées (PASSOS et al., 2005).

Diante do exposto, o estudo da infeccdo por Babesia em cées de areas
rurais no Brasil se faz necessario para verificarmos a freqiéncia e importancia da
infeccdo nesses animais e assegurar se realmente existe apenas uma Unica
espécie de Babesia parasitando os cdées, ja que a diferenciacdo especifica de
Babesia ndo tem apenas interesse académico, mas também, em relacdo a
sintomatologia, progndstico, tratamento e vacinacdo (BIRKENHEUER et al.,
2003a; PASSOS et al., 2005).

L DINIZ, P. P. V. P. (Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia — UNESP — Campus de Botucatu).
Comunicacdo Pessoal, 2005.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 HISTORICO

Parasitas do género Babesia foram primeiramente reconhecidos por Babés
(1888). Nesta época, o0 pesquisador procurava determinar a causa de uma doenca
grave que estava acometendo os bovinos no delta do rio Danubio, na Roménia. O
autor chegou a conclusdo que o agente etiolégico que estava provocando a
enfermidade, denominada hemoglobindria enzodtica, era um pequeno organismo
cocoide, intraeritrocitico, por ele chamado Haematococcus bovis. Posteriormente,
Starcovici (1893), um dos pesquisadores do grupo de Babés, reavaliou o parasito,
denominando-o Babesia bovis, em homenagem a seu descobridor.

Nesse mesmo ano, Smith & Kilborne (1893), ao estudarem a etiologia da
febre do Texas, na América do Norte, concluiram que se tratava de um agente
semelhante ao parasito descrito por Babés, porém denominaram-no de Pyrosoma
bigeminum desconsiderando a denominacdo prévia dada por Starcovici para
parasitas do mesmo género. Esses pesquisadores estabeleceram pela primeira
vez a relacdo da transmissdo de um protozoario patogénico por um artrépode, no
caso o ixodideo Boophilus annulatus. Essa descoberta abriu um enorme campo de
pesquisa sobre o papel desempenhado pelos artrépodes na transmissao de
inUmeros patégenos, incluindo Plasmodium spp.

Babesia canis foi descrita pela primeira vez por Piana & Galli-Valerio em
1895, na lItalia. A doenca provocada nos cdes era conhecida como “Malignant
jaundice” e “Malignant malarial fever” (WENYON, 1926). A partir dessa descricao,
a espécie foi observada na Europa, Africa, Asia, India, América do Norte e
América do Sul (RISTIC, 1988).

Babesia gibsoni foi descrita pela primeira vez na india, em 1910, por Patton
(WENYON, 1926).
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2.2 ETIOLOGIA

Protozoarios do género Babesia pertencem ao Filo Protozoa, Subfilo
Apicomplexa, Classe Sporozoasida, Subclasse Coccidiasina, Ordem Piroplasmida
e Familia Babesiidae (LEVINE, 1984). Sao parasitos intraeritrociticos transmitidos
por carrapatos e que infectam varios hospedeiros vertebrados, podendo causar
doenca severa em animais domesticos, silvestres e no homem (RISTIC, 1988).

Classicamente, os cdes podem ser acometidos por uma espécie de grande
Babesia, B. canis, que mede aproximadamente 3,0 a 5,0 um, e por uma pequena
Babesia, B. gibsoni, que mede aproximadamente 1,5 a 2,5 um (RISTIC, 1988).
Babesia canis pode apresentar formas piriformes, redondas, ovais, alongadas ou
ameboides. As hemacias geralmente sdo parasitadas por dois merozoitos, mas
podem ser encontrados quatro, oito ou mais deles em uma mesma célula.
Também é freqiente o encontro de formas livres no plasma, bem como de
hemécias fagocitadas no interior de macrofagos (O’ DWYER & MASSARD, 2002).
B. canis tem ampla distribuicdo geogréfica e foi descrita na Europa, Africa, Asia,
América do Norte e América do Sul (ANO et al., 2001a).

J& B. gibsoni possui forma redonda a oval, ocupando menos da metade do
raio da hemacia. Geralmente aparecem como formas individuais no eritrocito, mas
€ possivel também o0 encontro de numerosos parasitas numa mesma célula
(KOCAN et al., 2001). Sua distribuicdo geografica € mais restrita, sendo descrita
na Asia, América do Norte, Africa e Europa (ANO et al., 2001a). Nos dois relatos
no Brasil, a identificacdo especifica baseou-se apenas na morfologia observada
em microscopia 6ptica (BRACCINI et al., 1992; LUCIDI et al., 2004).

Uilenberg et al. (1989) observaram que os isolados de grande Babesia de
diferentes regides geograficas apresentavam diferencas em relagdo a sua
patogenicidade, podendo variar de uma doenca fulminante com elevada
parasitemia periférica, a uma doenca transitéria com poucos sinais clinicos e baixa
parasitemia. Além disso, os diferentes isolados apresentavam diferentes vetores e
diferencas antigénicas, apesar de sua semelhanca morfolégica. Desta forma,

estes autores foram os primeiros a sugerirem a existéncia de trés diferentes
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subespécies de B. canis: B. c. canis, de patogenicidade moderada, transmitida por
Dermacentor reticulatus na Europa; B. c. vogeli, considerada de baixa
patogenicidade, transmitida por R. sanguineus em paises tropicais e subtropicais;
e B. c. rossi, altamente patogénica, transmitida por Haemophysalis leachi na Africa
do Sul. Segundo Oyamada et al. (2005), essa subespécie também pode ter como
vetor R. sanguineus, Rhipicephalus evertsi evertsi ou Amblyomma lepidum, ja que
em experimento realizado no Japéao estes foram os Unicos carrapatos recuperados
dos 6,4% de cées que possuiam DNA de B. c. rossi, e H. leachi ndo foi encontrado
parasitando nenhum desses animais.

A hipotese de Uilenberg et al. (1989) foi confirmada por varios
pesquisadores (CITARD et al., 1995; HAUSCHILD et al., 1995; SCHETTERS et
al.,, 1997). Zahler et al. (1998) conseguiram distinguir os trés genogrupos,
correspondentes as trés subespécies propostas, utilizando a técnica de PCR e
sequenciamento. Embora os autores tivessem observado polimorfismo dentro da
mesma subespécie de B. c. canis e de B. c. vogeli (0,1 e 2,1% respectivamente)
de amostras de diferentes regides do mundo, essa diferenca foi muito pequena
guando comparada ao polimorfismo observado entre as duas subespécies (18 a
31%). Em relacéo a B. c. rossi, a situacdo parece ser similar. Carret et al. (1999),
usando enzimas de restricdo, verificaram que as trés subespécies podem ser
facilmente diferenciadas geneticamente. Além disso, os trés subgrupos de B. canis
apresentam diferencas na especificidade pelo vetor, sorologia, patogenicidade e
ndo possuem imunidade cruzada. Os autores verificaram também que B. c. rossi e
B. c. canis apresentam uma similaridade, e que B. c. vogeli esta filogeneticamente
separada dessas duas subespécies. Portanto, embora tenham sido primeiro
sugerido tratar-se de subespécies, evidéncias demonstram que sdo espécies
verdadeiras, apesar das semelhancas morfologicas que existem entre elas.

Birkenheuer et al. (2004) relataram uma nova espécie de grande Babesia
acometendo um cdo que estava recebendo quimioterapia para linfoma, na
Carolina do Norte, EUA. O animal nunca havia estado em outra regido, nunca
havia recebido transfusdo sangtiinea e tinha histérico de exposicédo a carrapatos.

No esfregaco sanguineo desse animal foram observados organismos semelhantes
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a B. canis. Os autores realizaram a PCR e sequenciamento e fizeram a
comparacdo do organismo com as sequéncias de varias espécies de Babesia e
Plasmodium falciparum depositadas no GenBank e ndo encontraram nenhuma
sequéncia com 100% de similaridade. A andlise genética demonstrou 93,9% de
similaridade com B. bigemina e 93,5% com B. caballi, comparado com 91,2 a
91,6% de similaridade com B. c. canis, B. c. vogeli e B. c. rossi. A sorologia
também foi realizada e ndo se detectou reacdo cruzada com outros agentes.
Portanto, esse piroplasma foi considerado distinto geneticamente de todos os
outros piroplasmas capazes de infectar os cdes domésticos. Esta espécie vem
sendo denominada Babesia spp. sensu stricto.

Nos dultimos anos, a premissa de que todas as pequenas babesias
diagnosticadas em cdes eram B. gibsoni comecou a ser questionada, ja que
pesquisas utilizando diagnéstico molecular e seqlenciamento genético
demostraram que esse pequeno piroplasma, isolado de diferentes regides
geogréficas, diferiam geneticamente (BIRKENHEUER et al., 1999). Pesquisadores
acreditam que existem pelo menos trés diferentes subtipos de pequena Babesia
acometendo caes (KJEMTRUP et al.,, 2000; ZAHLER et al., 2000b): B. gibsoni
genotipo asiatico, B. gibsoni genotipo californiano e um isolado de Oklahoma
identificado em cdes na América do Norte (ZAHLER et al., 2000b; ANO et al.,
2001b; IRIZARRY-ROVIRA et al., 2001; KOCAN et al., 2001; BIRKENHEUER et
al., 2003a). Os isolados californianos e de Oklahoma diferenciam-se nao sé
geneticamente, mas também nos aspectos clinico-patoldgicos: o de Oklahoma é
menos patogénico que o da California (MEINKOTH et al., 2002; BOOZER &
MACINTIRE, 2003).

Kjemtrup et al. (2006) realizaram a caracterizacdo molecular do pequeno
piroplasma isolado na Califérnia e encontraram diferencas moleculares, genéticas
e antigénicas. Esse pequeno piroplasma possui caracteristicas genéticas mais
proximas dos piroplasmas isolados de seres humanos e de animais do leste dos
Estados Unidos e foi denominado B. conradae. Os sinais clinicos da infecgéo por

B. conradae sdo semelhantes aos da B. gibsoni, entretanto, B. conradae é mais
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patogénica, resultando em alta parasitemia e anemia mais acentuada
(KIJEMTRUP & CONRAD, 2006).

Zahler et al. (2000a), na Alemanha, estudaram o caso de um cédo que
adquiriu um pequeno piroplasma na Espanha e apresentou sinais clinicos
compativeis com babesiose. Entretanto, a andlise genética deste agente
demonstrou maior similaridade com T. microti (96,7%, antes denominada B.
microti), uma espécie de roedores, do que com B. gibsoni (89,5%) ou B. canis
(88,6%). Assim, os autores consideraram as diferencas encontradas suficientes
para separar o agente isolado em uma nova espécie, que por ser semelhante ao
género Theileria foi denominada Theileria annae. Essa mesma espécie foi também
identificada posteriormente por Camacho et al. (2001) no noroeste da Espanha.

Portanto, em relagcdo aos pequenos piroplasmideos diagnosticados em
caes, sdo reconhecidos atualmente dois isolados de B. gibsoni (o asiatico e o de
Oklahoma), B. conradae (antiga B. gibsoni da Califérnia) e T. annae.

Além da provavel diversidade de piroplasmas de cdes, maior do que o
estabelecido anteriormente, Criado-Fornelio et al. (2003b), em uma pesquisa
realizada no sul da Europa, encontraram Theileria equi (= Babesia equi)
infectando cées. Esse piroplasmideo nunca havia sido descrito como um parasita

de canideos.

2.3 EPIDEMIOLOGIA

A transmissdao de Babesia spp. ocorre por meio da picada de carrapatos
ixodideos, sendo estes os vetores biolégicos. No Brasil, o principal vetor de B. c.
vogeli é R. sanguineus (REGENDANZ & MUNIZ, 1936; PASSOS et al., 2005). Em
relacdo a B. gibsoni, os vetores conhecidos sdo Haemaphysallis bispinosa e H.
longicornis (SWAMINATH, 1937; OTSUKA, 1974) que ocorrem nos Estados
Unidos e outros paises, porém, ha crescentes evidéncias de que R. sanguineus
também seja um vetor potencial desse agente, cujo desenvolvimento tem sido
demonstrado no intestino e glandulas salivares desse carrapato (HIGUCHI et al.,

1995; HIGUCHI et al., 1999). Em R. sanguineus ocorre transmissao transovariana
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de B. canis, pois a teledgina infectada transmite o parasito para sua prole. As
larvas que nascem infectadas, ao mudarem para ninfas e depois adultos,
permanecem infectadas, transmitindo o protozoario em todos os estagios. Essa
forma de transmissdo, conhecida como transmissdo transestadial, é
particularmente importante quando o vetor € um carrapato de trés hospedeiros
(O'DWYER & MASSARD, 2002). Esse protozoario pode também ser transmitido
atraveés de transfusdo sanguinea (LOBETI, 1998).

Outras formas de transmissao tém sido relatadas por alguns pesquisadores.
Birkenheuer et al. (2003b) sugeriram a hipdtese de transmissao através de picada
de pulgas, uso comum de agulhas e através da mordida de céo infectado. Miyama
et al. (2005) realizaram estudo epidemiol6gico com 115 cdes no Japdao, e
encontraram 35 (30,4%) caes positivos para B. gibsoni utilizando as técnicas de
PCR e/ou ELISA. A frequéncia de cédes positivos foi significativamente maior nos
que haviam sido mordidos. Segundo esses autores, a principal via de transmisséo
de B. gibsoni em cées de luta pode ser através da mordida de um céo infectado.
Fukumoto et al. (2005) demonstraram a transmissédo congénita fatal de B. gibsoni
usando fémeas Beagle cronicamente infectadas. Dos 5 filhotes nascidos, houve
um natimorto e os demais morreram entre 14 e 39 dias de idade. A PCR feita com
sangue e 6rgaos (cérebro, coracdo, pulméo e figado) dos quatro filhotes nascidos
vivos e dos 6rgdos do natimorto, revelou serem todos positivos. I1sso ressalta a
importancia de se detectar caes cronicamente infectados, ja que a via
transplacentaria serve como via de infec¢do para os fetos. Esses mesmos autores
provaram, também, que ndo ocorre transmissdo de B. gibsoni pela via
transmamaria. No que se refere a B. canis, a possibilidade de transmissao vertical
existe, ja que a infeccdo tem sido documentada em filhotes com menos de dois
dias de idade (FARWELL et al., 1982; TABOADA, 1998).

O periodo de incubacgéo de B. canis é de 10 a 21 dias e de B. gibsoni varia
de 7 a 21 dias (BOOZER & MACINTIRE, 2003). Existem alguns caes que séo
mais resistentes a infeccdo e ndo apresentam sinais clinicos. Os animais que
permanecem como portadores assintomaticos conservam altos titulos de

anticorpos por longo periodo de tempo, sendo dessa forma reservatérios do
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agente. Os sinais clinicos de babesiose podem ocorrer se esses caes passarem
por uma situacdo de estresse com queda da imunidade, como por exemplo,
doencas concomitantes (BRANDAO et al., 2003).

Animais jovens sdo mais susceptiveis a infeccdo que os animais adultos.
Em cades com idade entre 3 e 6 meses a frequéncia de anticorpos € menor e
constituem o grupo de maior risco de adquirir a infec¢do por B. canis (RIBEIRO et
al., 1990). Caes com idade inferior a 3 meses sdo protegidos por anticorpos de
origem materna (FARWELL et al., 1982).

N&o ha predilecdo quanto ao sexo, mas em relacdo a raca, foi descrito que
nos EUA B. gibsoni afeta quase que exclusivamente cédes da raca Pit Bull e
American Staffordshire Terriers. Fatores genéticos, condicbes ambientais e a
transmisséo vertical podem estar envolvidos (BOOZER & MACINTIRE, 2003). A
doenca tem sido registrada apenas esporadicamente em outras racas (BOOZER &
MACINTIRE, 2003; BIRKENHEUER et al., 2003b). Em Aomori, no Japao, todos 0s
casos confirmados de B. gibsoni foram em cées Tosa, uma raga de luta (MIYAMA
et al., 2005).

No Brasil, Passos et al. (2005) identificaram pela primeira vez B. c. vogeli
em amostras oriundas do estado de Minas Gerais e do estado de S&o Paulo. A
analise da sequéncia do DNA demonstrou 100% de similaridade entre os isolados
brasileiros. No Rio de Janeiro, Sa et al. (2006) também encontraram pela PCR B.
c. vogeli como sendo a Unica subespécie acometendo os 45 caes positivos para B.
canis. Estudos recentes em Botucatu (SP) corroboram os resultados anteriores,
onde amostras de caes naturalmente infectados foram sequenciadas,
demonstrando similaridade préxima a 100% com B. c. vogeli (DINIZ, 2005%).

As frequéncias de Babesia spp. em cées registradas no Brasil revelam
diferencas em relacdo a amostra populacional, regido do pais selecionada, da

procedéncia urbana ou rural e a técnica de diagndstico utilizada (Quadro 1).
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QUADRO 1. Frequéncia de Babesia spp. em cées no Brasil, de acordo com a

localidade e a técnica de diagndstico.

Frequéncia (%) Local Técnica Numero de  Autores (ano)
Animais
Esfregaco
14.0 Rio de Janeiro sangliineo e 100 Paraense et al.
“imprint” de (1949)
orgaos
66,9 Minas Gerais IFI 127 Ribeiro et al.
(1990)
42,4 Séo Paulo IFI 106 Dell-Porto et al.
(1993)
10.3 S0 Paulo Esfregaco 106 Dell-Porto et al.
sanguineo (1993)
52 Rio de Janeiro Esfregaco 250 O'Dwyer et al.
sanglineo (2001)
36,0 Parana IFI 383 Trapp et al.
(2002)
31,0 Minas Gerais - 194 Bastos et al.
(2004)
55,7 Botucatu-SP IFI - Diniz et al. (2004)
67,7 Jaboticabal -SP IFI 260 Furuta (2004)

94,61 Jaboticabal -SP ELISA 260 Furuta (2004)
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2.4 CICLO

A infeccdo do hospedeiro vertebrado ocorre pela inoculagcdo dos
esporozoitas juntamente com a saliva dos carrapatos, durante o repasto
sanglineo. Para B. canis, o carrapato deve alimentar-se durante 2 a 3 dias para
gue ocorra a transmissdao (MARTINOD et al., 1985). Os esporozoitas penetram
nas hemacias, arredondam-se e transformam-se em trofozoitas. Esses dividem-se
assexuadamente no interior das hemacias que, ao romperem, liberam os
merozoitas que penetram em outras hemacias ocasionando anemia, febre e
hemoglobinuria. Esse processo de divisdo continua até que o organismo controle
a infeccdo ou ocorra a morte do hospedeiro (SHORTT, 1973).

O hospedeiro invertebrado, representado pelos carrapatos, infecta-se
ingerindo heméacias parasitadas durante o repasto sangiineo. No intestino do
carrapato ocorre reproducdo sexuada dando origem a um zigoto, que por um
processo de divisdo assexuada, denominada esporogonia, da origem a
numerosos esporocinetos. Estes migram para diversos oOrgdos do carrapato,
inclusive ovarios e glandula salivar. Somente quando atingem a glandula salivar é
gue estes esporocinetos dado origem aos esporozoitas infectantes (SHORTT,
1936).

2.5 PATOGENIA

A patogenicidade depende da espécie ou subespécie de Babesia com qual
o0 animal se infectou e é mais complexa do que inicialmente reconhecida. Muitos
mecanismos patogénicos estdo relacionados mais com a resposta imune do
hospedeiro contra o agente do que resultante de uma destruicdo direta dos
eritrécitos pelo parasito (BOOZER & MACINTIRE, 2003).

Tanto fatores imunes humorais como celulares estdo envolvidos na
protecdo contra Babesia, sendo o baco um o6rgdo linféide que tem papel
fundamental na resposta contra o agente. A esplenomegalia, observada na

maioria dos cdes com babesiose, pode ser resultado do aumento da atividade



Revisao de Literatura 14

fagocitica ou da dilatacdo e congestdo da sua microvasculatura. Ele possui
populacbes de linfécitos T e B, células “natural killers” e macréfagos, exercendo
uma funcdo muito importante na resposta imune celular contra B. canis,
principalmente mediada pelas células CD4", uma subpopulacéo das células T. O
sistema mononuclear do baco é responsavel pela fagocitose, formacgdo de
anticorpos e mediadores soluveis, como Interferon gama, e tem uma ac¢do bem
conhecida na resolucdo do padrdo de crescimento do parasita, e dessa maneira,
na extensdo da parasitemia. Durante o primeiro estagio de infeccdo, quando os
esporozoitos estédo livres no plasma por um curto periodo de tempo, as IgG podem
prevenir a infeccdo ligando-se aos parasitas e, dessa forma, promovendo sua
neutralizac&o antes que eles invadam sua célula alvo (BRANDAO et al., 2003).
Portanto, a infeccdo € mais grave em cées esplenectomizados, nas quais a
parasitemia € maior e a hemoglobinemia é mais frequiente do que nos cédes nao

esplenectomizados (ITOH et al., 1998).

2.6 SINAIS CLINICOS

As caracteristicas clinicas da babesiose canina dependem da espécie ou
subespécie de Babesia, resposta imune e idade do hospedeiro, presenca de
infeccbes concomitantes e da exposicdo prévia ao agente (BOOZER &
MACINTIRE, 2003).

Babesia canis é capaz de causar uma ampla variedade de sinais clinicos
gue podem envolver infeccdo subclinica, anemia, trombocitopenia, letargia,
anorexia, hemoglobindria, bilirrubinaria, febre, ictericia e esplenomegalia. Casos
severos podem ser acompanhados de insuficiéncia renal aguda, sindrome do
desconforto respiratorio agudo (ocasionado por um edema pulmonar agudo),
acidose, coagulacéo intravascular disseminada, hemoconcentragcédo, hepatopatia e
uma sindrome neurolégica referida como babesiose cerebral. Esta ocorre quando
proteinas de superficie derivadas do parasita ligam-se aos receptores das células
endoteliais cerebrais ocasionando uma resposta inflamatéria local. Os sinais

clinicos manifestam-se por tremores musculares, paresia dos membros
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posteriores, nistdgmo, anisocoria, agressividade, vocalizacéo e estado alterado de
consciéncia (BOOZER & MACINTIRE, 2003).

Brandéo et al. (2003), em uma pesquisa realizada no Brasil com cées
infectados experimentalmente por B. canis, encontraram a esplenomegalia como o
sinal clinico mais comum, presente em todos 0s animais infectados, seguido de
febre e trombocitopenia.

Babesia c. rossi é altamente patogénica e causa uma doenca hemolitica
(possivelmente imunomediada) com uma resposta inflamatéria grave e aguda
(SCHETTERS et al., 1997). Rabdomidlise foi descrita por Jacobson et al. (1996)
como uma complicacdo causada por essa subespécie em dois cdes. Por outro
lado, a infeccdo com B. c. canis resulta numa parasitemia transitoria, geralmente
abaixo de 1%, e a doenca clinica est4 associada com a congestao dos 06rgaos
internos. A infeccdo por B. c. vogeli leva a uma doencga relativamente leve, e,
frequentemente, sem evidéncias de sinais clinicos (SCHETTERS et al., 1997).
Dessa maneira, os anticorpos produzidos possuem uma limitada ou nenhuma
efichcia entre as subespécies de B. canis. Possivelmente, a heterogeneidade
genética existente entre elas seja a responsavel pela falta de protecdo contra um
desafio heterdlogo. Esse conhecimento se torna de grande importancia na
pesquisa de uma vacina contra Babesia (CARRET et al., 1999).

Animais positivos que tém anticorpos contra B. canis geralmente néo
apresentam sinais clinicos da doenca por um periodo superior a um ano. Isso
pode ser resultado de uma imunidade protetora efetiva. Por outro lado, cdes que
estdo clinicamente infectados e imunossuprimidos, ou aqueles que receberam
tratamento que eliminam a Babesia e ndo possuem uma imunidade protetora
efetiva, podem apresentar sinais de recorréncia da doenca 5 a 8 meses apos a
infeccdo precedente (TABOADA, 1998, BRANDAO et al., 2003). Brand&o et al.
(2003) verificaram em um experimento realizado utilizando a técnica de IFI, que
titulos de anticorpos menores que 180 falham em proteger o animal contra uma
reinfeccdo por uma linhagem homologa, enquanto que titulos maiores ou iguais a

320 séo suficientes para evitar a reinfecc¢éo.



Revisao de Literatura 16

A persisténcia de uma infeccdo residual pode promover uma estimulacéo
antigénica, e assim, um longo periodo de imunidade contra a Babesia. Isso é
particularmente importante em regides endémicas (BRANDAO et al., 2003).

Os sinais clinicos da infeccdo por B. gibsoni sdo muito similares aos de B.
canis e incluem febre, trombocitopenia, anemia regenerativa, esplenomegalia,
linfadenopatia e letargia. A ictericia clinica € incomum (MEINKOTH et al., 2002).

Fukumoto et al. (2003) verificaram que cées infectados com B. gibsoni, as
vezes, apresentam uma anemia progressiva, porém com baixa parasitemia no
sangue periférico, e producdo de anticorpos contra as hemacias que podem ser
detectados pelo teste de Coomb’s, técnica recomendada para diagnéstico de

anemia hemolitica imunomediada.

2.7 DIAGNOSTICO

Um diagnadstico rapido e acurado é dificil, pois os sinais ndo sao especificos
(LOBETI, 1998). Recentes alteracdes relativas a distribuicdo geografica de varios
piroplasmas caninos também tém tornado complicado o diagnostico de Babesia
em cées (BIRKENHEUER et al., 2003a). Entretanto, uma correta identificacdo do
agente infeccioso € importante ja que a viruléncia, prognostico e resposta a terapia
sao variaveis (BOOZER & MACINTIRE, 2003).

Varios métodos diagndsticos tém sido usados para detectar a presenca de
infeccdo por Babesia spp. com diferentes niveis de sucesso. O exame
microscopico de esfregacos sangliineos é o método classico de diagnéstico
(PARAENSE & VIANNA, 1949; EWING, 1965), entretanto, € um método limitado
porque tem baixa sensibilidade, ndo detectando casos crbnicos e atipicos
(UILENBERG et al., 1989). Além disso, ndo fornece informac¢des necessarias para
estabelecer o gendtipo de qualquer piroplasma (BIRKENHEUER et al., 2003a),
pois € dificil distinguir morfologicamente espécies ou subespécies similares
(KRAUSE et al., 1996). No exame por esfregaco sangiineo, a utilizacdo de
sangue capilar, obtido da ponta da orelha ou dos coxins plantares ou palmares,

aumenta a possibilidade de evidenciar hemacias parasitadas quando comparado
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ao esfregaco do sangue da jugular. Isto ocorre em virtude da diminuicdo da
plasticidade da hemacia (ocasionada pela peroxidacdo lipidica da membrana
eritrocitaria pelo parasita) e do conseqiiente acumulo de hemacias parasitadas em
vasos de menor calibre como capilares e vénulas (TABOADA et al., 1991).

Os métodos soroldgicos, como o teste de ELISA (BOBADE & ODUE, 1986)
e o teste de IFI, o mais frequentemente realizado (ANDERSON et al., 1980;
YAMANE et al., 1994), sao utilizados para a pesquisa de anticorpos anti-Babesia.
Porém, os niveis de anticorpos persistem por 3 a 5 meses mesmo apds a
eliminagcéo do parasita devido a resposta humoral residual (TABOADA et al., 1991,
BOOZER & MACINTIRE, 2003). Além disso, em areas endémicas sua aplicacéo é
limitada pela possibilidade de ocorrer resultados falso-negativos nos estagios
iniciais da infeccdo (BICALHO et al., 2004). O teste de IFl apresenta baixa
especificidade, além de falhar em identificar infeccdo recente (YAMANE et al.,
1994, BIRKENHEUER et al., 2003a). Nos testes sorolégicos, os anticorpos anti-
Babesia freqientemente produzem reacdo cruzada, ndo permitindo discriminar
definitivamente espécies e subespécies (BIRKENHEUER et al., 2003a) e nem
detectar a presenca de infec¢cdes concomitantes por duas ou mais espécies e/ou
subespécies (CARRET et al., 1999).

O diagnéstico molecular de Babesia spp. tem demonstrado que a
especificidade dos piroplasmideos pelos hospedeiros € menor do que se supunha
anteriormente e somente 0 uso de técnicas sensiveis de diagnéstico pode
caracterizar com precisdo as espécies. A utilizacdo da PCR tem permitido aos
pesquisadores identificar novas espécies (ZAHLER et al., 2000b), novas éareas
endémicas para antigas espécies (JEFFERIES et al., 2003) e inclusive, espécies
em hospedeiros ndo usuais, como por exemplo, T. equi em cdes (CRIADO-
FORNELIO et al., 2003a, b).

Diante do exposto, técnicas moleculares, como a PCR, estdo sendo
utilizadas para detectar e identificar efetivamente as espécies de Babesia. A
andlise de sequUéncias de DNA pode proporcionar informagfes taxondmicas,
guando caracteristicas morfolégicas de diferentes parasitas sdo idénticas

(JEFFERIES et al., 2003). A PCR é mais sensivel que o exame microscopico e
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mais especifica que a sorologia (BIRKENHEUER et al., 2003a). O uso desse
método molecular permite realizar facilmente o diagnéstico da infeccdo por
Babesia determinando a subespécie (OYAMADA et al., 2005). Macintire et al.
(2002) relataram a deteccéo de 18 amostras de sangue positivas para Babesia na
PCR contra 10 (n=33) detectadas pela microscopia optica. Inokuma et al. (2004),
avaliando 80 cées de rua na ilha de Okinawa (Japéo), diagnosticaram 12 animais
PCR positivos para Babesia, dos quais sete apresentaram formas parasitarias
compativeis nos esfregacos sangilineos. Portanto, apenas o uso de métodos
moleculares pode levar a uma correta identificacdo desses parasitas (CRIADO-
FORNELIO et al., 2003b).

Miyama et al. (2005) associaram a técnica da PCR e ELISA em uma
pesquisa epidemioldgica sobre B. gibsoni realizada em caes no Japao. Verificaram
gue a vantagem dessa combinacdo sobre outras técnicas € sua maior
sensibilidade para o diagnéstico desse hemoparasita. Com isso foi possivel
distinguir infeccdes recentes (presenca do parasita com auséncia de anticorpos),
infeccdes estabelecidas (presenca do parasita e de anticorpos) daquelas onde o
animal ja havia se recuperado (presenca de anticorpo e auséncia do parasita).
Dos 115 céaes testados, 27 (23,5%) foram soropositivos pelo ELISA e 29 (25,2%)
foram positivos pela PCR. Dos 29 positivos pela PCR, 21 também foram positivos
pelo ELISA (infeccdo estabelecida). Entretanto, oito dos 29 caes positivos pela
PCR foram negativos pelo ELISA (infeccdo recente). Seis caes foram negativos
pela PCR e positivos pelo ELISA (animal recuperado). Trinta e cinco dos 115 cées
(30,4%) foram positivos pela PCR e/ou ELISA.

2.7.1 Diagnostico molecular de Babesia spp. de caes

Carret et al. (1999) realizaram a diferenciacdo das subespécies de B. canis
através da PCR-RFLP (“restriction fragment lenght polymorphism?”). Os
oligonucleotideos utilizados amplificam aproximadamente 400 pb da maioria das
espécies de Babesia. A andlise filogenética das subespécies de B. canis e de

outras espécies de Babesia foi realizada através da comparacao das sequéncias
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dos produtos da PCR de B. c. canis, B. c. rossi e B. c. vogeli com B. bigemina, B.
bovis, B. caballi, B. canis, B. divergens, T. equi, T. microti, B. odocoilei e B.
rodhaini. Utilizando as enzimas de restricdo Hinf | e Tag | obtiveram um anico
padrdo de restricdo para cada subespécie de B. canis. Babesia c. vogeli sofreu
digestdo apenas pela enzima Taqg |, separando-a em 3 fragmentos de DNA,
enguanto ndo houve digestdo de B. c. rossi e B. c.canis. A enzima Hinf | separou
B. c. rossi em dois fragmentos, porém, nao houve digestdo de B. c. canis e B.
c. vogeli. Ja B. c. canis nado sofreu digestao por nenhuma das enzimas utilizadas.

Zahler et al. (2000a) analisaram o DNA de uma pequena Babesia de céao,
originada da Espanha, utilizando os oligonucleotideos RIB-19 e RIB-20. O primeiro
oligonucleotideo foi modificado do oligonucleotideo A universal e amplifica uma
porcdo proxima ao final 5 de 18S rDNA que é conservado em eucariontes. O
segundo oligonucleotideo, localizado na por¢cdo final 5° de 18S rDNA, foi
construido para se ligar a uma regido conservada em B. canis, B. bigemina, B.
caballi, B. odocoilei, B. divergens, T. microti, B. rodhaini, B. bovis, T. equi, T.
parva, T. sergenti e T. buffeli. A sequéncia amplificada possuia comprimento de
1712 pb e quando foi comparada com as sequéncias de outras espécies de
Babesia, demonstrou identidade de 89,5% com B. gibsoni, 88,6% com B. canis,
96,7% com T. microti, 90,4% com a pequena Babesia isolada dos EUA. Diante
dos resultados obtidos, os autores sugeriram a criagdo de uma nova espeécie,
denominada T. annae.

Kocan et al. (2001) caracterizaram uma pequena Babesia isolada de um
cdo de Oklahoma utilizando oligonucleotideos que amplificam o gene 18S rRNA
de membros da Ordem Piroplasmorida: BH 1-NSSRNA e ER 1-NSSRNA-3-2. O
DNA foi sequenciado e alinhado com os genes 18S rRNA de B. gibsoni da
Califérnia (hoje denominada B. conradae) e B. canis da Africa do Sul. Essa
amostra apresentou diferencas consistentes com os isolados com os quais foi
comparado, e portanto, os autores concluiram que existem pelo menos duas
peguenas babesias diferentes em cées nos EUA.

Ano et al. (2001a) examinaram o sangue de 10 caes naturalmente

infectados com Babesia spp. e de 3 cdes experimentalmente infectados com B.
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gibsoni. Os oligonucleotideos utilizados amplificam uma seqiéncia de
aproximadamente 500 nucleotideos de B. gibsoni. Como o produto da primeira
PCR néo foi visualizado como banda, foi realizado um “nested-PCR”, utilizando
oligonucleotideos internos cujos produtos possuem 327 pb. Todas as amostras
examinadas produziram bandas com 327 pb, confirmando que as amostras eram
realmente de B. gibsoni. O teste apresentou alta sensibilidade e especificidade e
segundo os autores € Util para detectar animais portadores.

Ano et al. (2001b), utilizando os mesmos oligonucleotideos do trabalho
anterior (ANO et al.,, 2001a), analisaram o0 sangue de 7 cdes naturalmente
infectados com B. gibsoni e compararam estas amostras com o0s isolados da
Europa, EUA, Asia 1 e Asia 2. Todas as seqiiéncias obtidas em Miyazaki foram
idénticas entre si e dos isolados Asia 1 e 2, e apresentaram similaridade de 84%
com as amostras dos EUA e da Europa.

Fukumoto et al. (2001) desenvolveram oligonucleotideos especificos para
B. gibsosi (Oligonucleotideo d3 e Oligonucleotideo d4), que mostraram-se
altamente especificos — nao detectaram DNA de B. canis — e sensiveis,
detectando DNA em parasitemias de 0,000002%.

Caccio et al. (2002) utilizaram métodos moleculares para caracterizar B.
canis de caes naturalmente infectados provenientes da Croéacia, Italia, Franca e
Poldnia. Foram utilizados oligonucleotideos universais para o subfilo Apicomplexa.
A amplificacdo produziu produtos simples com aproximadamente 1700 pb. A
analise dos produtos de PCR revelou a presenca de duas sequéncias diferentes,
porém, intimamente relacionadas. A primeira sequéncia, de comprimento de 1714
pb foi encontrada nos caes da Croacia e em dois cées da lItalia, sendo que um
deles havia adquirido a infeccdo na Polbnia. Estes isolados foram bastante
similares (99,5%) a uma sequéncia de B. c. canis. A segunda seqiéncia, de 1713
pb estava associada a infeccdo do cdo da Franca e apresentou similaridade
(98,6%) com B. c. vogeli.

Segundo esses mesmos autores (CACCIO et al., 2002), os resultados
obtidos indicaram que as trés subespécies de B. canis formam um grupo

monofilético irmdo do grupo de B. odocoilei e B. gibsoni, sendo B. c. vogeli
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estreitamente relacionada a B. c. canis. A discrepancia encontrada em relacéo a
analise das sequéncias parciais do gene rRNA feita por Carret et al. (1999), na
gual a posicdo de B. c. vogeli permaneceu incerta, evidenciou a limitacdo da
analise filogenética baseada em seqiiéncias parciais do gene. De acordo com 0s
autores, a presenca de B. c. canis e B. c. vogeli e a auséncia de B. c. rossi em
cdes da Europa estd de acordo com a distribuicdo dos vetores. Entretanto, os
pesquisadores argumentaram que essa situacdo pode mudar em virtude da
crescente mobilidade internacional dos cées, podendo levar a expansdo da
infeccdo para outras areas. Além disso, 0 contato de cdes com o ambiente
silvestre pode expb-los a infeccdo com outras espécies de Babesia. Desta forma,
0s cades podem tornar-se possiveis reservatorios de zoonoses e deveriam ser
monitorados para a presenca de Babesia spp.

Jefferies et al. (2003) utilizaram a técnica de PCR e sequenciamento para
detectar e caracterizar Babesia spp. de cdes na Australia. Os oligonucleotideos
utilizados para amplificar uma regido de aproximadamente 450 pb do gene 18S
rRNA foram: Piro Al e Piro B. O primeiro reconhece o DNA da maioria das
espécies de Babesia e 0o segundo oligonucleotideo foi usado por Carret et al.
(1999) para diferenciar as trés subespécies de B. canis. Produtos de 450 pb foram
amplificados em 14 amostras de sangue de 34 cdes do nordeste da Austrélia e o
sequenciamento parcial dos genes demonstrou similaridade com o isolado de B. c.
vogeli do Egito. A sequéncia de DNA de trés isolados de Babesia de caes de
Victoria, naturalmente infectados com uma pequena Babesia, mostraram
alinhamento idéntico a B. gibsoni. Na Austrélia, até recentemente, acreditava-se
gue B. canis era a Unica espécie enzodtica em caes. Os autores encontraram 99%
de similaridade com os isolados de B. c. vogeli do Egito e sugeriram que podem
haver diferentes genotipos dentro de uma mesma subespécie de Babesia.

Criado-Fornelio et al. (2003a, b) demonstraram que o0 uso da PCR como
instrumento de diagnéstico pode revelar infecgdes por piroplasmideos em
hospedeiros ndo usuais, como o encontro de T. annae e B. c. canis, parasitas de
caes, em felinos. Assim, os pesquisadores examinaram o sangue de 10 cédes com

sintomatologia compativel com babesiose e encontraram cinco animais infectados,



Revisao de Literatura 22

sendo trés com B. c. canis, com caracteristicas idénticas aos isolados da Croacia,
um com B. c. vogeli, com 99% de similaridade com o isolado da Franca, e um com
T. equi com 99% de similaridade. Posteriormente, mais 12 cdes foram testados e
trés também estavam positivos para T. equi. Os cées positivos para T. equi eram
provenientes de area rural e a maioria deles era assintomatico. Os autores
descartaram a hipétese de contaminacdo da amostra e discutiram que T. equi é
muito semelhante morfologicamente a B. gibsoni e provavelmente este € o motivo
da confusao de diagnéstico.

A analise filogenética de Babesia de cdes na Espanha demonstrou que
estas sdo geneticamente similares, apesar de ndo serem idénticas, a outros
isolados. As pequenas variagbes encontradas devem representar variagbes de
cepas, sem significado taxonémico (CRIADO-FORNELIO et al., 2003c).

2.8 RESPOSTA A TERAPIA

O tratamento dos cdes com babesiose esta direcionado para o controle do
parasito, moderacdo da resposta imune e tratamento sintomético. Porém, cada
espécie ou subespécie apresenta uma determinada resposta em relacdo ao
tratamento. Babesia c. vogeli e B. c. canis respondem bem as drogas anti-
Babesia. Ja B. c. rossi pode nao ser susceptivel a terapia usada rotineiramente. A
B. gibsoni genotipo asiatico é considerada virulenta em céaes e nenhum tratamento
anti-Babesia € capaz de eliminar a infeccdo. Babesia conradae também é virulenta
e sua susceptibilidade a terapia anti-Babesia ainda néo foi bem caracterizada. E
em relacdo a T. annae, sua patogenicidade ou resposta ao tratamento ainda nao
foi estudada. (BIRKENHEUER et al, 2003a).

Porém, Brandao et al. (2003), no Brasil, verificaram que o tratamento com
dipropionato de imidocarb (Imizol®) foi muito efetivo para eliminar o parasita mas
ndo permitiu a manutencdo dos anticorpos protetores, fazendo com que os
animais tratados fossem mais susceptiveis a reinfeccao. Esse medicamento é
capaz de debelar completamente a infec¢ao por B. canis num periodo de 24 horas

apos a administracdo, interrompendo dessa forma o estimulo antigénico
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necessario para a producéo dos anticorpos. Assim, o titulo de anticorpos dos cées

tratados néo € capaz de evitar a reinfeccao.
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3. OBJETIVOS

O objetivo do presente trabalho é estudar a epidemiologia e a ocorréncia de
espécies de Babesia em cées de areas rurais do Estado de S&o Paulo, utilizando
as técnicas de esfregaco sanguineo e PCR, e identificar as espécies de

carrapatos encontradas nestes caes.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Selecdo dos animais

Para a realizacdo deste estudo foram coletadas amostras de sangue de
cento e cinglienta caes de areas rurais do Estado de Sao Paulo durante o periodo
de novembro/2004 a janeiro/2005 (Figura 1). Os animais foram escolhidos
aleatoriamente, independente da raca ou estado de salde e apoOs a autorizacao
do proprietario, totalizando 86 machos e 64 fémeas, sendo 32 deles com idade
inferior a um ano e 118 com idade superior a um ano. Destas amostras, 50 foram
provenientes de Botucatu, 50 de Rio Claro e 50 de Presidente Prudente. Cada

animal foi examinado para verificar a presenca de carrapatos.

FIGURA 1. Exemplo de residéncia visitada para exame de cées de areas

rurais do estado de S&o Paulo.
4.2 Colheita de sangue
O sangue, coletado da veia jugular em tubos “vacutainer” contendo EDTA

10%, foi usado para a confeccdo de esfregaco sangiineo e extragdo do DNA.

Amostras de sangue periférico, provenientes de vasos auriculares (ponta de
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orelha), obtidas com o auxilio de uma lanceta, também foram usadas para a

confeccédo de esfregacos sanguineos.

4.3 Colheita e Identificagcdo dos Carrapatos

Todos os cédes foram examinados, especialmente nas orelhas e coxins
plantares e palmares, para deteccdo da presenca de carrapatos. Caso
encontrados, os exemplares eram coletados e armazenados em frascos para
posterior identificacdo. Os adultos coletados foram classificados segundo chave
de Aragdo & Fonseca (1961).

4.4 Local darealizagdo do experimento

O experimento foi realizado no Departamento de Parasitologia do Instituto

de Biociéncias da UNESP, campus de Botucatu-SP.

4.5 Acondicionamento das amostras

Todas as amostras de sangue foram identificadas e transportadas sob
refrigeracdo (4°C) até o Departamento e em seguida armazenadas em freezer a

-20°C até o momento da realizacdo da extragdo do DNA.

4.6 Processamento das amostras

Os esfregacos sanguineos foram fixados durante 5 minutos em metanol e
corados com Giemsa 10% por 30 minutos. A observagcdo sistematica desses
esfregacos, feita aproximadamente em 100 campos (SOARES et al., 2006), foi
realizada em microscopia Optica, objetiva de 100x, procurando-se merozoitos de
Babesia spp. no interior das hemécias ou livres no plasma. A parasitemia foi

calculada em um total de mil hemacias.
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4.7 Extracdo do DNA gendmico

A extracdo de DNA das amostras de sangue foi realizada utilizando o Kit

GFX™ Genomic Blood DNA Purification (Amersham Pharmacia Biotech), seguindo

as recomendacgbes do fabricante com algumas modificagbes. Os procedimentos

adotados foram os seguintes:

Colocar 300 ul de sangue e 900 ul de solucéo de lise (KHCO;
10mM; NH4CI 155mM; EDTA 0,21mM) em microtubo de 1,5 ml;
Homogeneizar e centrifugar a 20.800 g por cinco minutos e
descartar o sobrenadante;

Homogeneizar e acrescentar 500 ul da solucdo de extragao;
Incubar por cinco minutos em temperatura ambiente e
transferir o conteldo do tubo para a coluna de extracdo
acoplada a um tubo coletor;

Centrifugar a 5.000 g por 1 minuto e descartar o
sobrenadante;

Adicionar a coluna 500 pul da solucéo de extracédo e centrifugar
a 5.000 g por 1 minuto;

Adicionar a coluna 500 ul da solucdo de lavagem (Tampéo
Tris-EDTA) e centrifugar a 20.800 g por 3 minutos;

Transferir a coluna para um microtubo de 1,5 ml, limpo e livre
de DNAses;

Adicionar 100 ul de agua bidestilada, autoclavada e aquecida
a 70°C;

Incubar a temperatura ambiente por 1 minuto e centrifugar a
5.000 g por 1 minuto;

Identificar as amostras e acondicionar em freezer a -20°C para

posterior utilizacao.
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4.8 Obtencéao dos oligonucleotideos iniciadores

Foram utilizados dois pares de oligonucleotideos para a realizacdo da PCR.
As sequéncias basearam-se na literatura (JEFFERIES et al., 2003) e amplificam
uma regido de aproximadamente 450 pb do gene 18S rRNA: Piro Al foward (5'-
AGG GAG CCT GAG AGA CGG CTA CC - 3) com 23 bases e Piro B reverse (5'-
TTA AAT ACG AAT GCC CCC AAC-3) com 21 bases. Segundo esses mesmos
autores, a técnica de PCR para Babesia utilizando estes oligonucleotideos foi
especifica e altamente sensivel, detectando DNA em parasitemia de
aproximadamente 0,0000027%.

Os oligonucleotideos (Invitrogen) foram adquiridos e diluidos a 100 pmol/ul
com agua Milli Q autoclavada. Esta solu¢cdo mae foi diluida também em agua Milli
Q autoclavada, em quantidade suficiente para obter a solucdo de uso, cuja
concentracao final € de 10 pmol/ul.

4.9 Reacado em cadeia da polimerase (PCR)

As reacdes de amplificacdo foram realizadas em um volume total de 25 pl
contendo 5 pl de DNA da amostra. Foram utilizados 2,5l de tampéo 10x (Tris-HCI
10 mM pH 9,0, KCI 50 mM, MgCl; 2 mM_ Amersham Biosciences), 0,5ul de dNTP
mix 10 mM (Amersham Biosciences), 1ul de cada um dos oligonucleotideos, 1,0 pl
de enzima Tag DNA Polimerase (1U/ul, Biotools). A amplificagc&o foi realizada em
termociclador automéatico (Eppendorff® Mastercycler gradient) usando-se um ciclo
inicial de 95°C por 5 minutos, 62°C por 1 minuto e 72°C por 2 minutos, seguidos
de 35 ciclos de 94°C por 30 segundos, 62°C por 20 segundos e 72°C por 30
segundos, com uma temperatura de extensao final de 72°C por 7 minutos.

Para verificacdo de contaminacdo durante o processo foi utilizado em todas
as reacdes um controle negativo através da substituicdo do DNA da amostra por
H,O Milli Q autoclavada. O controle positivo consistiu de uma amostra de DNA

gendmico obtido de um céo naturalmente infectado por Babesia spp. A presenca
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de merozoitos intraeritrociticos de Babesia foi feita pela visualizacdo em esfregaco

sanguineo.

4.10 Eletroforese em gel de agarose

A eficiéncia das amplificacdes foi monitorada utilizando um método padrédo
segundo Sambrook et al. (1989). O produto amplificado (8 ul) adicionados de 2 pl
de tampédo de corrida foi submetido a eletroforese em gel de agarose (GIBCO
BRL) 2% em solucdo de TAE 1x (Tris-base 0,4 M; acido acético 0,2 M e solugéo
de EDTA 0,5 M, pH 8.0) contendo brometo de etidio a 0,5 ug/ml. A corrida
eletroforética foi realizada em cuba horizontal Hoeker HE 33® (Amersham
Pharmacia Biotech) a 80 volts por 1 hora e 30 minutos. A banda foi visualizada em
um transluminador UV (Amersham Pharmacia Biotech) e fotografada com camara
digital Nikon coolpix 750. Para determinacdo dos produtos amplificados foi
utilizado o marcador de peso molecular de 100 pb (100bp DNA Ladder, Amersahm
Biosciences). Foram consideradas positivas as amostras que apresentaram

produtos de amplificacdo com 450 pb.

4.11 Purificacédo dos produtos da PCR

Para a obtencdo da banda especifica para o sequienciamento direto, o
produto de PCR de 450 pb foi extraido e purificado utilizando o Kit Montage ™
PCR Centrifugal Filter Devices (Millipore®). Os procedimentos adotados foram os
seguintes:

= Completar o volume da reacdo de PCR para um volume final de
400 pl e transferir para a coluna de purificacao;

»= Centrifugar por 1.000 x g por 15 minutos;

= Adicionar 20 ul de TE (Tris-HCI 10 mM pH 7.4, EDTA 1 mM)
estéril & coluna de purificagdo, inverter e centrifugar a 1.200 x g

por 2 minutos;
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» |dentificar as amostras e acondicionar em freezer -20°C para

posterior utilizac&o.

4.12 Reacao de seqlienciamento

As sequéncias de DNA foram determinadas em sequenciador automatico
ABI 377 (Applied Biosystems) utilizando-se 6 pul de 2,5x Save Money (400 mM
Tris-HCI pH 9,0, 10 mM MgCl,), 2 ul BigDye™ Terminator Cycle Sequencing
Ready Reaction Kit versédo 3.1 (Applied Biosystems, Foster City, CA), 3,2 pmol dos
oligonucleotideos forward e reverse, e 4 ul do DNA genbmico a 5 ng/ul. As
reacdes de sequenciamento foram realizadas em termociclador Whatman
Biometra® (T Gradient) com os ciclos de temperatura programados para: 25 ciclos
de 95°C por 10 segundos 50°C por 5 segundos, 60°C por 4 minutos, com rampa
de 1°C/segundo, como recomendado pelo fabricante. Apos a amplificacdo as
amostras foram mantidas & 4°C até a precipitacdo. Para cada amostra foram
utilizadas 2 reacdes, sendo uma para o oligonucleotideo foward e outra para o

reverse.

4.13 Precipitacéao

Para cada reacdo de sequenciamento foram adicionados 80 ul de
isopropanol 65%, e incubado a temperatura ambiente por 20 minutos. Em seguida,
as amostras foram centrifugadas a velocidade de 10.000 rpm por 25 minutos, a
temperatura ambiente. O isopropanol foi removido invertendo os tubos e, a seguir,
adicionou-se 200 pl de etanol 70% e centrifugou-se a velocidade de 10.000 rpm
por 5 minutos a temperatura ambiente. Removeu-se todo o etanol com auxilio de
micropipeta, pois qualquer etanol residual resultaria em manchas fluorescentes.
As amostras foram secas a temperatura ambiente e o DNA foi eluido em 2 ul de
tampé&o de amostra contendo Formamida Hi-Di™ (Applied Biosystems) + Loading
Buffer (25 mM EDTA pH 8,0 contendo 50 mg/ml Blue Dextran) (5:1). No momento

da aplicacdo em sequienciador automatico ABI PRISM® 377 (Applied Biosystems,
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USA) as amostras foram aquecidas a 95°C por 5 minutos e rapidamente

transferidas para o gelo.

4.14 Anélise das sequéncias

As sequéncias forward e reverse, geradas automaticamente, foram

alinhadas com auxilio dos programas MERGER

(http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/alignment/intro-uk.html) e CLUSTAL W verséao 1.8

(THOMPSON et al., 1994). A seguir foram comparadas com outras disponiveis no
GenBank, e identificadas utilizando-se 0 BLASTnN

(http://www.ncbi.nlm.nih.qov/BLAST). Posteriormente as sequéncias foram

utilizadas para construcdo das arvores filogenéticas utilizando-se o programa
MEGA verséo 2.1 (KUMAR et al., 2001). Taxas de divergéncia foram conduzidas,
utilizando-se os métodos de maxima parsimbénia (MP) e distancia (NJ) na
reconstrucdo filogenética do fragmento estudado. Para se estimar o indice de
consisténcia das analises de distancia foram utilizadas arvores com teste de
bootstrap sobre 1000 réplicas (FELSEINSTEIN, 1985).

4.15 Analise Estatistica

Os dados obtidos pela técnica de PCR e aqueles obtidos pelo exame dos
esfregacos sangiliineos foram comparados utilizando-se o Teste do Chi?, pelo
Programa Epiinfo 6 (Dean et al., 1995), adotando-se o nivel de significancia de
5%. Para o estudo das associacdes entre as variaveis de interesse foi realizado o
teste de Goodman (1965), para contrastes entre e dentro das proporcoes

multinomiais.
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5. RESULTADOS

5.1 Esfregaco sanguineo

Nos esfregacos sangiineos de sangue capilar de 150 amostras foram
detectados trés (2%) caes positivos, ou seja, que apresentavam merozoitos de
Babesia no interior das hemécias (Figura 2). Destes, dois (1,33%) foram
provenientes de Botucatu e um (0,66%) de Presidente Prudente. Em Rio Claro
ndo foram encontrados animais com parasitemia detectavel no esfregaco. A
parasitemia calculada foi de 0,03 a 0,1%. Nos esfregacos realizados com sangue

de jugular ndo foram observados merozoitos de Babesia em nenhum animal.

Al B

FIGURA 2. A. Merozoitos de Babesia canis vogeli (seta) observados em lamina de
esfregaco sanguineo do sangue capilar de um céo (1.000X). B. Eritrofagocitose de
uma hemacia parasitada por B. c. vogeli (seta) observada em esfregaco
sanguineo (1.000X).

5.2 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

Das 150 amostras analisadas, 12 (8%) foram positivas pela PCR para
Babesia spp., com bandas visualizadas em 450 pb. Destas, quatro (2,66%) foram
de Botucatu, seis (4%) de Rio Claro e duas (1,33%) de Presidente Prudente, ndo

havendo diferenca estatistica em relacdo ao numero de animais parasitados nos
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trés municipios (p>0,05). Desse total de cées infectados por Babesia spp., 10
eram machos e dois eram fémeas, sendo oito deles com idade superior a um ano
e quatro com idade inferior a um ano.

Os oligonucleotideos PIRO Al e PIRO B utilizados neste estudo para a
realizacdo da PCR foram designados como sendo especificos para o género
Babesia (JEFFERIES et al., 2003). Entretanto, durante a execucdo do presente
trabalho observou-se nos géis a amplificacdo de bandas de aproximadamente 500
pb, além das bandas de 450 pb (Figura 3), correspondentes aos produtos da
amplificacdo do DNA de Babesia. O sequenciamento de quatro das amostras que
apresentaram a banda de 500 pb revelou 100% de identidade com Hepatozoon
canis. Analisando as sequéncias de ambos os parasitas, constata-se que o
fragmento de DNA correspondente a Hepatozoon é aproximadamente 70 pb maior

gque o de Babesia.

PM 2 3 4 5 6 7 8

—
—————

FIGURA 3. Resultado da PCR de sete amostras positivas. Observam-se
fragmentos de 450 pb (linhas 3, 5, 7 e 8) correspondentes a amplificacdo do DNA
de Babesia spp. (B) e fragmentos de 520 pb (linhas 2, 4 e 6) correspondentes a

amplificacdo do DNA de Hepatozoon spp. (H). PM é padréo de 100 pb.



Resultados 37

5.3 Carrapatos coletados

O parasitismo por carrapatos foi encontrado em 36 (24%) dos 150 cées. As
espécies de Amblyomma encontradas foram A. cajennense (9/36 — 25,0%) e A.
ovale (9/36 — 25,0%). Um espécime de Amblyomma (1/36 — 2,7%) nao pdde ser
identificado especificamente por se encontrar no estagio de ninfa. Assim, 19/150
cdes (52,7%) foram encontrados infestados por carrapatos deste género.
Rhipicephalus sanguineus também foi encontrado em 19/150 cées. A maioria dos
cées estava infestado com apenas uma espécie de carrapato, exceto 2/150 deles
(5,5%) que possuiam uma infestacdo mista por R. sanguineus e A. cajennense.

Dos animais que apresentavam carrapatos 17/150 (11,3%) eram de
Botucatu, 13/150 (8,6%) de Rio Claro e 6/150 (4,0%) de Presidente Prudente. Em
Botucatu foram encontrados 5/150 (3,3%) dos cées parasitados por R. sanguineus
e 13/150 (8,6%) pelo género Amblyomma, sendo 7/150 (4,6%) pelo A. cajennense
e 6/150 (4,0%) pelo A. ovale. Em Rio Claro, 10/150 (6,6%) dos cdes estavam
infestados pelo R. sanguineus e 4/150 (2,6%) pelo género Amblyomma, sendo
metade pelo A. cajennense e metade pelo A. ovale. Em Presidente Prudente, R.
sanguineus foi encontrado em 4/150 (2,6%) dos cdes e o Amblyomma em 2/150
(1,3%), sendo igual o numero de caes infestados pelo A. ovale e Amblyomma spp.

O numero de caes infestados por R. sanguineus e A. cajennense no
municipio de Botucatu foi superior ao de Presidente Prudente, sendo
estatisticamente significativo, porém, ndo houve diferenca quando comparado o
namero de caes de Rio Claro infestados por esses mesmos géneros com 0S
outros dois municipios. Por outro lado, ha uma diferenca estatistica em relacéo a
guantidade de cdes com R. sanguineus daqueles com A. cajennense ou A. ovale
no municipio de Rio Claro, sendo o numero de cées infestados por R. sanguineus
maior que o numero de cdes encontrados com infestacdo por Amblyomma spp. No
municipio de Presidente Prudente ndo foram encontrados carrapatos A.
cajennense, e apesar de somente um animal ter sido encontrado infestado com A.
ovale, a diferenca com o nimero de R. sanguineus detectados néo foi significativa
(Tabela 1).
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TABELA 1. Distribuicdo dos carrapatos encontrados em 36 de 150 cées de areas

rurais do estado de S&o Paulo, de acordo com o municipio.

Botucatu Rio Claro Pres. Prudente
n (%) n (%) n (%)
Rhipicephalus sanguineus 5(29,4) 2 10 (76,9) *2 4 (80,0) "2
Amblyomma cajennense 7 (41,1) ** 2 (15,3) B 08P
Amblyomma ovale 6(35,2) *® 2(15,3) B 1 (20,0) *B2
Total 18 (100) 14 (100) 5 (100)

Letras mindsculas diferentes nas linhas e letras mailsculas diferentes nas colunas indicam

diferenca estatistica significativa (p< 0,05). Teste de Goodman.

5.4 Comparacéao de dados

Comparando-se as técnicas de esfregaco sanguineo e PCR (Tabela 2), a
observacdo de merozoitos em lamina detectou 25% (3/12) dos animais que foram
positivos pela PCR, sendo essa diferenca estatisticamente significativa (p<0,05 e

x°=5,68). Todos o0s animais positivos em lamina foram positivos pela PCR.

TABELA 2. Porcentagem de animais positivos para Babesia diagnosticados pelas

técnicas de esfregaco sanguineo e de PCR em funcdo do municipio de origem.

Botucatu Rio Claro Pres. Prudente
Lamina 1,33% (2/150) 0 (0/150) 0,66% (1/150)
PCR 2,66% (4/150) 4% (6/150) 1,33% (2/150)

p<0,05 e x* =5,68

Dos 12 caes que foram positivos para Babesia pela PCR e/ou esfregaco
sanguineo, cinco (3,3%) estavam infestados com carrapatos no momento da
colheita do sangue. Todos eles estavam parasitados por R. sanguineus e em dois
deles havia infestacdo mista com A. cajennense. O numero de cdes com R.
sanguineus e negativos para Babesia foi superior ao nimero de cdes com R.

sanguineus e positivos para Babesia, sendo essa diferenca estatisticamente
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significativa. Nao houve diferenca estatistica entre os cdes com ou sem infestacao

por R. sanguineus e positivos para Babesia spp. (Tabela 3).

TABELA 3. Relacdo entre a ocorréncia de Babesia spp. diagnosticada pela
técnica de PCR e a presenca de carrapatos Rhipicephalus sanguineus coletados

em caes de areas rurais de Sao Paulo.

Carrapatos Babesia Babesia Total
Rhipicephalus sanguineus (positivos) (negativos)
Infestado 5Aa 14 BP 19
N&o infestado 7AP 124 A2 131
Total 12 (100%) 138 (100%) 150

Letras minUsculas diferentes nas linhas e letras mailsculas diferentes nas colunas indicam

diferenca estatistica significativa (p< 0,05). Teste de Goodman

5.5 Seqiienciamento das amostras

O sequenciamento do DNA foi realizado em cinco das 12 amostras
positivas para Babesia na PCR. Apenas uma amostra teve seu alinhamento
“consense” (oligonucleotideos foward e reverse) e a sequéncia de nucleotideos
pdde ser comparada com outras seqUéncias disponiveis no GenBank. Foram
utilizados no alinhamento 429 pares de bases (Figura 4). Ndo houve sucesso no
sequenciamento das outras quatro amostras, sendo que apenas um lado da fita de
DNA foi sequenciado (oligonucleotideo foward). Assim, a analise filogenética
dessas amostras ndo foi realizada, uma vez que para issoO € necessaria a
obtencdo da sequéncia “consense”. Entretanto, a comparacdo do lado
sequenciado com as sequéncias do GenBank permitiu verificar que essas quatro

amostras sao B. c. vogeli.
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CGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATTCTAACAGTTTGAG
CGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATTCTAACAGTTTGAG
CGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACA----CAG
CGGCTACCACATCTAAGGAAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACA----CAG

*kh Khk *k

AGAGGTAGTAACAAGAAATAACAATACAAGGCAATTAAAATGCTTTGTAATTGG-AATGA
AGAGGCAGTAACAAGAAATAACAATACAAGGCAGTTAAAATGCTTTGTAATTGGGAATGA

GGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCT ----- AATGTCTTGTAATTGG-AATGA
GGAGGTAGTGACAAGAAATAACAATACAGGGCT----- AATGTCTTGTAATTGG-AATGA
E EE

TAGAAATTTAAACCCTTTTTAAAGTATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGC
TAGAAATTTAAACCCTTTTTAAAGTATCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGC
TGGTGACCCAAACCCTCACCAGAGTAGCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGC
TGGTGACCCAAACCCTCACCAGAGTAGCAATTGGAGGGCAAGTCTGGTGCCAGCAGCCGC

* X * *

GGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAATTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGA
GGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAAATTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGA
GGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAACTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGA
GGTAATTCCAGCTCCAATAGCGTATATTAAACTTGTTGCAGTTAAAAAGCTCGTAGTTGA

AGTTC----TGCTAAAAGTAACCG---GTCTGCTTTTAATAAAAG------ TGGTATCTT
AGTTC----TGCTGAAAGTAACCG---GTCTGCTTTTAATAAAAG------ TGGTATCTT
ATTTTAGCGTGTTCGAGTTTGCCATTCGTTTGGCTTTTTCGAGTTCGCTTTTGGGTTTTC
ATTTTAGCGTGTTCGAGTTTGCCATTCGTTTGGCTTTTTCGAGTTCGCTTTTGGGTTTTC

* Kk *k  x * * *k *k Kk Fkk * H*kk * x

GGTGTGTATTTAGCAATGAT----GTCCTTTGAAGTGTTTTTTACTTT----ATTGTAAT
GGTATGTATTTAGCAATGAT----GTCCTTTGAAGTGTTTTTTACTTT----ATTGTAAT
CCTTTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGTTTCAAGCAGACTTTTGTCTTGAATACTTCAGC
CCTTTTTACTTTGAGAAAATTAGAGTGTTTCAAGCAGACTTTTGTCTTGAATACTTCAGC

* Kk *k Kk X * *x *x ks * * ke ks * * *
AAAGCATATT----CAGGACTTT----- TACTTTGAGAAAATTAGAGTGTTTCTAGCAGG
AAAGCATATT----CAGGACTTT-—--- TACTTTGAGAAAATTAGAGTGTTTCTAGCAGG

ATGGAATAATAGAGTAGGACTTTGGTTCTATTTTGTTGGTTATTGAACCTTAGTAATGGT
ATGGAATAATAGAGTAGGACTTTGGTTCTATTTTGTTGGTTATTGAACCTTAGTAATGGT

* * KkkKk K E R *k Kdhkkk * K*Kx *x *x *

CCG---—- ACGCT T T = mm m o o
CTG--——- ACGCTTTGAATACTGCAGCATGGAATAATAAGATAGGATTTTAGTTCTACAT
TAATAGGAACGGTTGGGGG-———— == === ——m—m—mmmmm oo
TAATAGGAACGGTTGGGGG-———— == ————m—m—m oo mm oo oo

*khk Kk

FIGURA 4. Alinhamento multiplo das sequéncias realizado pelo programa
CLUSTAL X (1.81). Os sitios polimorficos sdo evidenciados pela auséncia do

simbolo (*). Os simbolos (-) representam a auséncia de nucleotideos (gaps).
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5.6 Arvore Filogenética

A analise filogenética demonstrou que a subespécie de Babesia isolada em
um dos animais deste estudo é B. c. vogeli, com 100% de similaridade com B. c.
vogeli ja caracterizada por Passos et al. (2005) em cées de area urbana no Brasil.
A seqliéncia também foi idéntica a de B. c. vogeli descrita em Okinawa, Japao. Em
relacdo as amostras de B. c. vogeli dos EUA e Egito, a similaridade foi de 99%,
com o polimorfismo situado em um sitio polimorfico na posi¢cdo 132 com a amostra
dos EUA, representado por uma transversdo (A<—C), e na posicdo 243 com a

amostra do Egito, representado por uma transi¢ao (T«<C).

66 Bcanis vogeli USA

2 Bcanis vogeli Egypti

23 10

Bc wogeli Brazil

Bcanis vogeli Okinawa

Bcaniscanis

0.005

FIGURA 5. Arvore de Neighbor-Joining baseada no gene rDNA de Babesia spp.
Valores de bootstrap maiores que 50% estao apresentados na figura. Sequéncias
de Babesia canis obtidas no GenBank foram utilizadas como outgroup. (USA,
Egypti, Okinawa, Brazil). 10 - amostra de B. c. vogeli de um cdo de éarea rural do

estado de Sao Paulo.
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6. DISCUSSAO

Babesia spp. sdo importantes protozoarios transmitidos por carrapatos e
gue acometem diversas espécies de animais, inclusive os cades. As espécies e
subespécies estdo distribuidas mundialmente de acordo com a presenca dos
respectivos vetores. Como a sintomatologia, prognéstico, tratamento e vacinacao
variam de acordo com as espécies e subespécies de Babesia, € muito importante
gue elas sejam identificadas corretamente, e isso € possivel através da utilizacdo
de métodos moleculares (BIRKENHEUER et al., 2003a).

No Brasil, poucos estudos epidemiolégicos tém sido realizados e pouco se
conhece sobre esse aspecto da infecgdo por Babesia spp. em caes. Além disso,
nos trabalhos publicados sobre esse parasito, o diagnéstico da infec¢éo foi feito
utiizando métodos soroldgicos ou pesquisa de merozoitos em esfregacos
sanglineos, especialmente em cdes de areas urbanas. A caracterizacdo das
espécies de Babesia com base em dados moleculares é completamente escassa.
Em areas rurais, mais estudos epidemioldgicos sdo necessarios para um melhor
entendimento da transmissdo desse agente para os cdes (PASSOS et al., 2005).

Assim, esse trabalho avaliou a infeccéo de cdes de areas rurais utilizando a
técnica de PCR e é inédito no Brasil. Foram observados trés caes (2%) positivos
pela andlise do esfregaco sangiiineo para Babesia spp., sendo todos eles
detectados através de esfregacgos feitos com sangue capilar (ponta de orelha).
Este resultado é semelhante ao observado por O’Dwyer et al. (2001) que
analisaram esfregacos sangliineos de 250 caes que viviam em areas rurais no Rio
de Janeiro e encontraram 5,2% deles positivos pelo encontro de merozoitos
parasitando as heméacias. Ainda, ndo foram encontrados animais positivos pela
analise de esfregacos feitos com sangue da jugular, o que esta de acordo com o
relato de Taboada et al. (1991) que afirmaram que a analise do esfregaco do
sangue capilar obtido da ponta da orelha ou do coxim aumenta a possibilidade de
evidenciar hemacias parasitadas quando comparado ao esfregaco do sangue da

jugular.
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No presente estudo foram encontrados 12 cées (8%) positivos para Babesia
spp. pela PCR, técnica de diagnoéstico que possui maior sensibilidade e
especificidade. O diagnostico de Babesia spp. feito através de microscopia Optica
€ pouco sensivel e especifico, e experimentos comparando esta técnica com a
PCR nos mostram isso. Macintire et al. (2002) ao estudarem 33 cées, encontraram
pela microscopia 10 positivos para Babesia spp. (30,3%) enquanto pela PCR
foram diagnosticados 18 (54,5%) positivos, representando uma diferenca de
55,5%. Inokuma et al. (2004) avaliando 80 cées de rua no Japdo encontraram
58,3% (7/12) de animais positivos pela microscopia (8,8%) quando comparados
com o numero de animais positivos pela PCR (15%). No presente experimento, o
diagndstico pela microscopia foi de 25% (3/12) dos animais positivos quando
comparados com o diagnéstico pela PCR, sendo essa diferenca estatisticamente
significativa (p<0,05 e x°=5,68).

O maior nimero de machos e de animais adultos encontrados infectados
com Babasia spp. reflete a diferenca entre o nimero de machos examinados em
relacdo ao numero de fémeas e também ao maior numero de animais adultos em
relacdo aos animais jovens.

Assim como descrito por Passos et al. (2005), S& et al. (2006) e Diniz*
(2005), que em seus trabalhos verificaram apenas a ocorréncia de B. c. vogeli em
caes no Brasil, a espécie encontrada nos cdes de areas rurais examinados neste
trabalho também foi classificada como sendo B. c. vogeli, com alta similaridade
pela analise genética com o isolado ja descrito no pais (PASSOS et al., 2005).

Ao contrario do que acontece em areas urbanas, onde a Babesia em caes
assume um carater endémico devido a alta prevaléncia nestes animais (PASSOS
et al., 2005), foi observado neste estudo que em areas rurais ela se mostrou
pouco freqiente, com apenas 2% de animais positivos pela microscopia e 8% pela
PCR. Quando se compara os resultados obtidos nesse trabalho com estudos
realizados nesse mesmo Estado por Dell-Porto et al. (1993), que encontraram pela
técnica de esfregaco sanglineo 10,3% de cées infectados e 42,4% pela técnica
de IFI, essa diferenca entre cdes de areas urbanas e rurais fica evidente. Diniz et

al. (2004) e Furuta (2004) empregando somente a técnica de IFI encontraram
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55,7% e 67,7% de animais positivos, respectivamente, em estudos realizados em
cdes de areas urbanas. Em relacdo a outros experimentos realizados em dois
diferentes estados brasileiros, os resultados encontrados foram semelhantes aos
realizados por estes mesmos autores. Ribeiro et al. (1990) e Bastos et al. (2004),
em Minas Gerais, encontraram, respectivamente, 66,9% e 31% de animais
positivos pela IFI e Trapp et al. (2002), no Parana, relataram 36% de cées
positivos pela técnica de IFI.

A comparacdo dos dados epidemiolégicos quando as técnicas de
diagnostico utilizadas adotam metodologias diferentes € limitada, j& que a
sorologia nédo diferencia os animais verdadeiramente positivos, pois a pesquisa de
anticorpos nos revela apenas se 0 animal ja teve contato com o parasita. Quando
um cao é positivo pela sorologia nao significa que ele esta infectado por Babesia.
No caso da PCR, sabe-se que os animais positivos realmente estdo infectados
pelo parasita, independente se em fase aguda da doenca ou em estado de
portador assintomatico. Portanto, como Babesia spp. é considerada endémica em
areas urbanas no Brasil, é de se esperar que os dados obtidos pela IFI sejam
superiores aos obtidos pela PCR.

Os céaes criados em areas rurais vivem soltos e tém acesso livre as matas e
outros ambientes, onde sdo encontrados varias espécies de animais silvestres e
domésticos. Nestas condigbes, os cdes podem ser infestados por diferentes
espécies de carrapatos pertencentes ao género Amblyomma (LABRUNA &
PEREIRA, 2001) e adquirir agentes pouco freqlientes em areas urbanas ou na
espécie canina (O'DWYER et al., 2001; SHAW et al., 2001; CRIADO-FORNELIO
et al., 2003Db).

Rhipicephalus sanguineus, vetor responsavel pela transmissdo da B. c.
vogeli no Brasil (PASSOS et al., 2005), é freqientemente encontrado em areas
urbanas tanto sobre os hospedeiros como em formas de vida livre, escondidos nas
frestas e buracos do ambiente onde o cédo vive, ja que possui habitos nidicolas
(LABRUNA & PEREIRA, 2001). Soares et al. (2006) realizaram uma avaliagédo
ectoparasitologica em 101 cdes procedentes da area urbana de Juiz de Fora —

MG, sendo que 50 deles viviam em apartamentos na regido central e 51 em casas
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com quintais gramados. Os autores verificaram que R. sanguineus foi o Unico
carrapato encontrado nos cdes estudados, sendo 2% deles nos cédes de
apartamento e 35% nos caes que viviam em casas. Estudos vém apontando esta
espécie como a mais prevalente em cdes no ambiente urbano (RODRIGUES et
al., 2001; SZABO et al., 2001).

Neste trabalho, 24% dos cdes estavam infestados por carrapatos (36/150).
O numero de animais infestados foi baixo e isto provavelmente é um reflexo do
tratamento indiscriminado com carrapaticidas feito pelos proprietarios dos animais,
gue frequientemente relataram ter realizado algum tipo de controle ou tratamento.
O'Dwyer et al. (2001) observaram 37,6% dos cées de é&reas rurais do Rio de
Janeiro infestados por carrapatos. A porcentagem de animais parasitados por R.
sanguineus e Amblyomma spp. no presente trabalho foi igual (52,7%), o que difere
dos dados de Massard (1979), O’'Dwyer et al. (2001) e Riera (2002), que relataram
gue em area rural a prevaléncia do Amblyomma € superior a de R. sanguineus.
Entretanto, existem alguns casos particulares em que caes de areas rurais vivem
presos ou confinados em &reas cercadas, similares as condicdes de um ambiente
urbano, o que possibilita o estabelecimento de populacbes de R. sanguineus
(LABRUNA & PEREIRA, 2001). As espécies de Amblyomma encontradas foram A.
cajennense (25,0%), A. ovale (25,0%) e Amblyomma spp. (2,7%). Esses achados
estdo de acordo com Aragao (1936) e Massard et al. (1981), que afirmaram que
na regido Sudeste as espécies de Amblyomma mais freqlientemente encontradas
em caes de areas rurais sdo A. aureolatum, A. ovale, A. tigrinum e A. cajennense,
porém, A. tigrinum e A. aureolatum nao foram encontrados neste trabalho.

Quando relacionamos os 12 animais infectados por B. c. vogeli e os 19 que
possuiam carrapatos, observamos que cinco dos 12 cées positivos (41,6%) para
Babesia estavam infestados por R. sanguineus no momento da coleta das
amostras. Desses cinco caes, dois possuiam infestagdo mista por Amblyomma
spp. Dos trés caes positivos em lamina, apenas um apresentava carrapato. H4 um
maior numero de cdes com R. sanguineus e negativos para Babesia do que cées
com R. sanguineus e positivos para Babesia, sendo essa diferenca

estatisticamente significativa. Nao houve diferenca estatistica entre os cdes com
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ou sem infestacdo por R. sanguineus e positivos para Babesia (p>0,05). Segundo
Regendanz & Muniz (1936) e Uilenberg et al. (1989), o vetor da B. c. vogeli € o
carrapato R. sanguineus. No presente estudo nédo foi observada uma associacao
positiva entre infestacdo por R. sanguineus e infeccdo por Babesia spp. nos cées.
Isto pode ter ocorrido pelo baixo nimero de animais infectados com o protozoario,
0 que pode levar a um menor nimero de carrapatos portadores de Babesia spp. A
analise estatistica também n&o foi significativa (p>0,05) quando comparamos a
infestacdo por Amblyomma spp. e a infec¢do por Babesia.

O percentual de animais positivos encontrado nos revela que a infeccao por
Babesia spp. realmente ndo € um problema em cdes de areas rurais,
considerando que quase metade dos animais infestados por carrapatos estavam
parasitados com R. sanguineus. Por outro lado, como os cdes de areas rurais tém
menos contato com este protozodrio e na auséncia do parasito ndo ha o
desenvolvimento de imunidade efetiva, caso os animais sejam expostos a Babesia
podem desenvolver sinais clinicos.

Em relacdo aos municipios estudados, ndo houve diferenca estatistica
significativa (p>0,05) entre Botucatu, Rio Claro e Presidente Prudente no nimero
de animais infectados com Babesia spp. Em Rio Claro somente 10,0% dos
animais infestados pelo R. sanguineus apresentaram a infec¢cdo por Babesia spp.
Em Presidente Prudente apenas dois cées estavam infectados com Babesia e foi
o local onde se encontrou 0 menor nimero de caes parasitados por carrapatos,
com predominancia para R. sanguineus (4/6). A comparacdo dos resultados
obtidos nas trés cidades ficou prejudicada pelo pequeno numero de animais
infectados com Babesia e infestados com carrapatos.

Apesar de R. sanguineus ser considerado o vetor potencial de B. gibsoni
(HIGUCHI et al., 1995; HIGUCHI et al., 1999), e de haver dois relatos no Brasil da
existéncia dessa espécie baseados apenas em microscopia optica (BRACCINI et
al., 1992; LUCIDI et al., 2004), B. gibsoni néo foi encontrada no presente estudo.

Na eletroforese dos produtos de PCR em gel de agarose a 2%, foram
observadas bandas de aproximadamente 500 pb, que apds o segienciamento

verificou tratar-se de H. canis. Os oligonucleotideos PIRO Al e PIRO B utilizados



Discussdo 48

nesse estudo foram inicialmente designados como sendo especificos para o
género Babesia (JEFFERIES et al., 2003). Para assegurar que nao amplificavam
DNA de outros parasitas caninos, esses oligonucleotideos foram testados por
esses mesmos autores utilizando DNA de Ehrlichia canis, E. platys, Rickettsia
rickettsia, Bartonella vinsonii, Neospora caninum, Toxoplasma gondii,
Trypanossoma cruzi e Dirofilaria immitis, mas ndo com DNA de Hepatozoon spp.
pois este parasita ndo é encontrado na Australia. Portanto, os resultados do
presente trabalho indicam que essas sequéncias iniciadoras ndo sédo especificas
para o género Babesia pois sdo capazes de amplificar outro piroplasmideo de
cades. Entretanto, como as bandas apresentam cerca de 70 pb de diferenca,
Babesia e Hepatozoon podem ser facilmente diferenciados pela eletroforese em
gel de agarose a 2%.

A mesma situacao foi observada por Oyamada et al. (2005), que
utilizando os oligonucleotideos Babesia-F (GTG AAA CTG CGA ATG GCT CA) e
Babesia-R (CCA TGC TGA AGT ATT CAA GAC), antes relatados como
especificos para o género Babesia, verificaram que amplificam DNA de Babesia e
Hepatozoon simultaneamente. Esses dados reforcam as pesquisas de que, com
uma Unica reacdo de PCR, é possivel detectar com sucesso esses dois géneros,
simultaneamente, em amostras de sangue canino, ja que possuem diferenca de
tamanho.

A hipétese de que poderiamos observar espécies ou subespécies diferentes
em caes de areas rurais, quando comparados aos caes de areas urbanas, nao se
confirmou. Observamos que, apesar da infecgcdo dos caes nao ser endémica em
areas rurais, a subespécie encontrada é B. c. vogeli e € provavel que esta seja a
Unica subespécie que infecta os cédes no Brasil. Entretanto, devido a extenséo
territorial do Brasil e as diferencas climaticas e epidemioldgicas, acreditamos que
estudos semelhantes devam ser conduzidos para que possamos ampliar 0 nosso
conhecimento sobre a infeccdo por Babesia spp. em cdes de areas rurais do

Brasil.



CONCLUSOES



Conclusdes 50

7. CONCLUSOES

O estudo realizado em cées de areas rurais dos municipios de Botucatu,
Rio Claro e Presidente Prudente, no estado de Sdo Paulo nos permitiu concluir

que:

1- A frequéncia de infec¢@o por Babesia em cées de areas rurais do estado de

Sao Paulo foi baixa.

2- A espécie de Babesia que infecta cées de areas rurais do estado de S&o

Paulo € B. c. vogeli.

3- Nao houve diferenca entre o nimero de cées infestados por Rhipicephalus

sanguineus e Amblyomma sp.

4- Os oligonucleodideos Piro Al e Piro B, ndo sao especificos para Babesia

spp. e amplificam também o DNA de Hepatozoon spp.

5- A técnica de PCR é mais sensivel e deve ser utilizada em estudos

epidemiolégicos.

6- Nao houve associagcao positiva entre a infestacdo por R. sanguineus e a

infeccao por Babesia spp.
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