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RESUMO

VILELA, Joice Aparecida Rezende. Aspectos Epidemiologicos da Babesia canis vogeli em
cdes da Baixada Fluminense, RJ. 2012. 121p. Tese (Doutorado em Ciéncias Veterindrias,
Parasitologia Veterinaria). Instituto de Veterindria, Departamento de Parasitologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012.

A babesiose canina, patologia de ampla distribuicado no Brasil e no mundo, ¢ causada por
protozoarios do género Babesia spp., que parasitam hemacias e sdo transmitidos por
carrapatos Ixodidae. O presente trabalho objetivou determinar a epidemiologia da babesiose
canina através de aplicagdo de questiondrios e diagnostico por ELISA, diagndstico por
microscopia direta, diagnostico de Babesia canis por meio da PCR em tempo real,
identificacdo das subespécies de B. canis por meio da RFLP, caracterizagdo das principais
alteragdes hematologicas, identificagdo dos ectoparasitos e diagndstico através da PCR em
tempo real do agente da babesiose canina em carrapatos de cdes do municipio de Seropédica,
Baixada Fluminense - RJ. No presente estudo foram avaliados 311 caes, sendo 167 (n=53,7%)
de area rural e 144 (n=46,3%) de area urbana. Através do teste de ELISA, encontrou-se um
total de 39 caes (12,54%) sorologicamente positivos para Babesia canis, com frequéncia de
21,56% (n=36/167) nos caes de area rural ¢ 2,08% (n=3/144) nos caes de area urbana, sendo,
portanto a area rural, a de maior soropositividade (p<0,0001). As variaveis que apresentaram
associacdo com a soropositividade foram: area de domicilio do cdo, defini¢do racial, idade,
infestacdo por carrapatos, locais de acesso do cao, contato com outros animais, habito do
animal, ambiente do cd@o, auséncia de limpeza do ambiente, auséncia de assisténcia
veterinaria, auséncia de abrigo e origem errante. O perfil do proprietario € o manejo do cao
apresentaram caracteristicas marcantes no parasitismo por carrapatos € consequentemente na
frequéncia de soropositividade para o agente. O diagnostico pela PCR em tempo real de
amostras sanguineas de caes revelou uma frequéncia de 11,90% (n=37/311). A subespécie
identificada acometendo caes desta regido foi B. canis vogeli. Do total de 311 caes avaliados,
foram observadas infestacdes por ectoparasitos em 252 (81,03%) caes. Destes, 70,64%
(n=178/252) apresentaram-se infestados por carrapatos. Em relacdo a infestacdo por
carrapatos, Rhipicephalus sanguineus foi encontrado em 68,54% (n=122/178) dos caes,
Amblyomma cajennense em 11,80% (n=21/178), A. ovale em 3,37% (n=6/178) e A. dubitatum
em 0,56% (n=1/178) dos caes infestados por carrapatos. Ninfas de R. sanguineus e
Amblyomma sp. foram observadas em 13,48% (n=24/178) e 5,62% (n=10/178) dos caes
infestados por carrapatos, respectivamente. A espécie de carrapato mais frequente nos meios
urbano e rural foi R. sanguineus, que apresentou associagdo com a positividade de B. canis
vogeli nos caes pelo método molecular. A frequéncia de carrapatos positivos para B. canis foi
de 5% (n=12/240). O DNA de B. canis foi detectado em nove carrapatos adultos de R.
sanguineus, em um adulto de A. cajennense e em duas ninfas de Amblyomma sp.. As
principais alteragdes hematoldgicas nos cdes infectados foram: anemia, hemoglobinemia e
trombocitopenia. O estudo permitiu concluir que a babesiose canina causada por B. canis
vogeli ocorre nas areas rurais € urbanas do municipio estudado sendo de grande importancia a
sua ocorréncia nos municipios da Baixada Fluminense do Estado do Rio de Janeiro, os quais
apresentam caracteristicas semelhantes de expansao da urbanizacdo para o meio rural com
pequena distin¢do entre as duas areas e aponta para a importancia do diagnéstico do patogeno
e identificacdo de vetores nos caes, visando o conhecimento das condigdes epidemioldgicas
para a adocdo de medidas profilaticas adequadas, pois além de afetarem a sanidade animal
muitos destes vetores sao capazes de veicularem patdogenos transmissiveis ao homem.

Palavras-chave: Babesia canis vogeli, Carrapatos, Diagnoéstico.



ABSTRACT

VILELA, Joice Aparecida Rezende. Epidemiological Aspects of Babesia canis vogeli in dogs
from Baixada Fluminense, RJ. 2012. 121p. Thesis (Doctor in Veterinary Sciences,
Veterinary Parasitology). Instituto de Veterinaria, Departamento de Parasitologia Animal,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2012.

The canine babesiosis, is a disease widely distributed in Brazil and worldwide, caused by
protozoa of the genus Babesia spp. that parasitize erythrocytes and it’s transmitted by ticks
Ixodidae. This study aimed to characterize the epidemiology of canine babesiosis through
questionnaires and serological diagnosis by ELISA, diagnosis of Babesia spp. infection in
dogs by real-time PCR technique, identify the subspecies of B. canis by RFLP, characterize
the hematological aspects, diagnosis by direct microscopy, identification of ectoparasites and
diagnosis by real-time PCR, the agent of canine babesiosis in ticks from dogs from rural and
urban areas from Seropédica city, RJ State. The present study evaluated 311 dogs, 167
(n=53,7%) of rural and 144 (n=46,3%) in urban areas. By ELISA technique, was found 39
dogs (12,54%) serologically positive for Babesia canis, with frequency of seropositivity of
21,56% (n=36/167) in dogs of rural area and 2,08% (n=3/144) in dogs from urban area, and
therefore the rural area, the highest seropositivity (p<0,0001). The variables associated with
seropositivity were: area of residence of the dog, breed, age, presence of ticks, environment of
dog access, contact with other animals, the animal's habits, condition of cleanliness of the
environment, absence of veterinary care and animal wandering. The profile of the owner and
its management were striking features in parasitism by ticks and consequently the frequency
of seropositivity to the agent. The diagnostic by PCR real- time of blood samples from dogs
showed a frequency of 11,90% (n=37/311). The subspecies identified affecting dogs of this
region was B. canis vogeli. Of the total of 311 dogs evaluated, infestations by ectoparasites
were found in 252 (81,03%) dogs at the time of collection. Of these, 70,64% (n=178/252)
were infested with ticks. In relation to the infestation, Rhipicephalus sanguineus was found in
68,54% (n=122/178) of the dogs, Amblyomma cajennense in 11,80% (n=21/178), A. ovale in
3,37% (n=6/178) and A. dubitatum in 0,56% (n=1/178). Nymphs of R. sanguineus and
Amblyomma sp. were observed in 13,48% (n=24/178) and 5,62% (n=10/178) of dogs infected
with ticks, respectively. The tick species most common in urban and rural areas was R.
sanguineus, which was associated with positivity of B. canis in dogs by molecular method.
The frequency of ticks positive for B. canis was 5% (n=12/240). The DNA from B. canis was
detected in nine R. sanguineus ticks, an A. cajennense adult and two nymphs of Amblyomma
sp. The main hematological changes in infected dogs were: anemia, thrombocytopenia and
hemoglobinemia. The study concluded that canine babesiosis caused by B. canis vogeli occurs
in rural and urban areas from the Seropédica being of great importance its occurrence in the
cities of the Rio de Janeiro State, which have characteristics similar expansion of urbanization
to rural areas with little distinction between the two areas and points to the importance of
diagnosis and identification of the pathogen and vectors in dogs, in order to know the
epidemiological conditions for the adoption of appropriate preventive measures, because in
addition to affect the animal health, many of these vectors are capable to transmit pathogens
to humans.

Key words: Babesia canis vogeli, Ticks, Diagnostic.
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1 INTRODUCAO

Diversos artrépodes hematdfagos vivem como ectoparasitos em caes, podendo exercer
o hematofagismo em todas as fases do ciclo, sendo, portanto, considerados importantes
parasitos e vetores de agentes patogénicos. Dentre os de maior importancia médico-
veterinaria destacam-se os carrapatos ixodideos por causarem doencas nos animais pela
espoliacdo direta e pela transmissdo de microrganismos, que no homem pode ocorrer
acidentalmente, quando os carrapatos se alimentam neste hospedeiro.

Alguns fatores favorecem o aparecimento das hemoparasitoses e carrapatos nos caes,
tais como: diversidade de espécies de vetores, proximidade de animais silvestres, além das
condig¢des climaticas favoraveis ao desenvolvimento de carrapatos, diretamente relacionadas a
grande diversidade de ecossistemas no Brasil. A intensa atividade agrossilvopastoril no
Brasil, o estreito convivio do homem com os animais e a valorizagdo de atividades ao ar livre
favorecem a disseminacao de agentes patogénicos transmitidos por carrapatos.

Muitas espécies de carrapatos podem albergar mais de um agente patogénico por
varios meses e até anos, tornando assim, além de vetor, um reservatorio e amplificador
natural. Os cdes, em especial no meio rural, sdo parasitados por diversas espécies de
carrapatos, as quais estdo diretamente integradas aos ambientes onde vivem o hospedeiro. O
deslocamento dos caes promovido pelos passeios com seus proprietarios € o crescimento do
mercado interestadual e internacional de caes também favorece a introducao de ectoparasitos
anteriormente ndo identificados em determinada regio.

A babesiose canina, tema desta tese, ¢ uma hemoparasitose mundialmente distribuida,
endémica no territorio brasileiro, causada por protozoarios do género Babesia, sendo o
Rhipicephalus sanguineus, considerado o seu principal vetor em varios paises do mundo. A
patogenia desta hemoparasitose estd relacionada com a ag@o hemolitica intra e extravascular,
levando a anemia, hemoglobinemia e em sua maioria, hemoglobinuria. Além disso, a variagdo
clinica pode ser classificada entre leve a severa ou de hiperaguda a subclinica. A prevaléncia
desta hemoparasitose e a sua patogenia estdo diretamente relacionadas a imunidade do
hospedeiro, faixa etaria, ambiente que o animal vive, tipo de manejo adotado, e se outras
enfermidades ocorrem concomitantemente.

O diagnostico deste género baseia-se geralmente em sinais clinicos, achados
hematologicos, observacdo direta por meio de exame microscopico de esfregagos sanguineos
e na deteccdo de anticorpos por meio de métodos sorologicos. Entretanto, alguns
pesquisadores tém considerado estes métodos imprecisos, devido a variagdo na parasitemia e
a semelhanga tanto morfologica como de sinais clinicos na patologia, principalmente em co-
infecgdes e a ocorréncia de reagdes sorologicas cruzadas.

Os métodos de diagndsticos moleculares sdo importantes ferramentas para o
diagndstico de muitas doengas parasitarias. No Brasil, a PCR ¢ utilizada com maior
frequéncia na pesquisa e sua utilidade para o diagnostico de infec¢des simples e coinfeccdes
por hemoparasitos em cdes deve ser avaliada, por ser considerada um dos métodos de
diagnostico de maior sensibilidade, especificidade e rapidez. Apesar disto, esta técnica ainda
ndo ¢ tdo difundida na rotina do diagndstico do clinico, pois poucos laboratérios sio
equipados para a realizacdo da técnica, pois requer aparelhos, reagentes e mao-de-obra
especializada, aumentando os custos para a realizagdo da mesma. Outras variagdes da PCR
tém sido desenvolvidas com o objetivo de aumentar a sensibilidade desta metodologia, como
a nested PCR, seminested PCR, PCR combinada com andlise de polimorfismo de
comprimento de fragmentos de restrigdo (PCR-RFLP), PCR multiplex e PCR em tempo real.
Aliado a essas técnicas, o sequenciamento genético permite um grande numero de



comparagoes filogenéticas moleculares de espécies, permitindo importantes conclusdes
cientificas acerca da origem e evolugdo das espécies.

Em relacdo ao vetor da babesiose canina no Brasil, o carrapato Rhipicephalus
sanguineus predomina nas dreas urbanas, pois a disponibilidade de habitats para as fases de
vida livre ¢ abundante, uma vez que esse carrapato tem por habito penetrar em frestas, em
superficies de cimento ou madeira, escalar paredes de alvenaria lisas e asperas, entre outras.
Nas areas rurais essa disponibilidade ¢ limitada, ficando concentrada as instalagdes feitas pelo
homem, onde os cdes soltos tendem a passar algumas horas do dia, contribuindo para a
manuten¢do de populagdes de R. sanguineus nas areas rurais.

As areas rurais da regido metropolitana do Rio de Janeiro apresentam peculiaridades
socio-econdmicas ¢ demograficas que as designam como areas de transi¢ao, pois apresentam
grande expansdo da cidade para as areas rurais, propiciando pequena extensdo entre as duas
areas e influenciando no constante deslocamento de cdes e seus ectoparasitos e patdgenos
entre estas areas rurais e urbanas.

O desconhecimento das prevaléncias de carrapatos e hemoparasitos em caes entre os
meios urbano e rural, aliados a falta de conhecimento relacionada a saude publica justificam a
execugdo deste trabalho no municipio de Seropédica, considerado uma cidade universitaria
pela presenca da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, que abriga profissionais e
estudantes de diferentes estados da federacao e outros paises. Com a instalagdo de moradias
estudantis neste municipio, muitos estudantes trazem seus animais, que passam a residir na
cidade. O aumento da populagdo canina no municipio estd relacionado a moradia estudantil e
ao abandono dos animais com a intencdo de que sejam adotados, principalmente pela
existéncia do curso de Medicina Veterinaria e seu hospital veterinario no campus.

O conhecimento dos fatores associados a ocorréncia de uma determinada
hemoparasitose nas areas rurais e urbanas, o diagnostico molecular e o levantamento da fauna
ectoparasitdria poderdo contribuir na facilidade do diagndstico clinico e diferencial das
doencgas que podem estar ocorrendo nessas areas. Além disso, servird de base para a adogao
de medidas profilaticas das hemoparasitoses e o controle estratégico da populacdo de
carrapatos transmissores de agentes patogénicos para os cdes € para o homem, permitindo
também a conscientizagdo da populacao e contribuir assim, com a vigilancia epidemiolédgica
das doengas transmitidas por carrapatos no municipio estudado, em especial nas areas rurais.

O presente trabalho teve os seguintes objetivos:

1. Identificar o ectoparasitismo em cdes de areas rurais e urbanas do municipio de
Seropédica, RJ;

2. Realizar o diagnoéstico parasitologico de hemoparasitos através de esfregaco sanguineo de
amostras provenientes de caes do municipio de Seropédica, RJ;

3. Determinar a frequéncia de anticorpos anti-Babesia spp. em cdes e a frequéncia das
espécies de carrapatos encontradas nas diferentes areas;

4. Avaliar os aspectos epidemioldgicos da babesiose canina na populacdo de cdes das
diferentes areas;

5. Avaliar através de diagnostico molecular os espécimes de carrapatos encontrados nos
caes quanto a presenga de hemoparasitos do género Babesia;

6. Avaliar através de diagnostico molecular as amostras sanguineas dos cdes, distinguindo-
se a subespécie de Babesia canis envolvida;

7. Realizar avaliacdo clinica e hematologica dos cdes estudados e correlacionar com o
diagnostico da hemoparasitose.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 O cao na Sociedade

O mercado pet brasileiro teve um crescimento médio de 20% ao ano desde 1990, com
uma movimentacao de 11,26 bilhdes em 2011, segundo a AnfalPet (2012) — (Associagao
Nacional dos Fabricantes de Produtos para Animais de Estimacgdo). Nos ultimos anos houve
um aumento de 17,6% no nimero de cdes e gatos no Brasil, sendo o segundo pais do mundo
com maior populacdo de animais domésticos, perdendo somente para os Estados Unidos: sdo
27,9 milhoes de caes, 12 milhdes de gatos e 4 milhdes de outros pets. A relagao ¢ de um cao
para cada seis habitantes (ANFALPET, 2009). Segundo estimativas do IBOPE (2009)
(Instituto Brasileiro de Opinido Publica e Estatistica), cerca de 70% dos domicilios tém algum
animal de estimag¢do, sendo que em 54% deles hé pelo menos um cachorro. Estas estatisticas
demonstram a importancia que os animais de estimacdo vém adquirindo nos ultimos anos
dentro dos lares brasileiros, onde muitos sdo tratados como um membro da familia, seja como
animal de companhia, no entretenimento, na terapia psiquica de pessoas doentes, como guias,
na seguranga, no resgate, na busca de entorpecentes, entre outros, justificando a importancia e
participacdo do médico veterinario em pesquisas a fim de que melhores condi¢des sanitarias
sejam adotadas a fim de diminuir os riscos aos quais 0 homem e os animais estao expostos.

2.2 Importancia das Doenc¢as Transmitidas por Carrapatos

Nas ultimas décadas, as doengas causadas por agentes transmitidos por carrapatos tém
ganhado maior importancia devido ao crescente deslocamento de animais de estimagdo e ao
fato de algumas espécies de carrapatos estarem encontrando nichos em diferentes condi¢des
climaticas (SHAW et al.,, 2001). Outro fato importante, ¢ que uma mesma espécie de
carrapato pode ser vetora de varios patdogenos e a coinfec¢do em um Unico carrapato pode
ocorrer (SCHOULS et al., 1999).

As hemoparasitoses constituem um amplo grupo de parasitos que afetam os animais
domésticos e silvestres e incluem varios géneros dentre eles: Ehrlichia, Babesia, Anaplasma,
Hepatozoon, Trypanossoma, Plasmodium, Theileria, Borrelia, Rickettsia ¢ Mycoplasma. As
infecgdes por estes hemoparasitos assumem importancia na saude animal por ocasionarem
patologias variadas, podendo inclusive levar a morte (LISBOA, 2010).

Diante de mudangas no estilo de vida, o cao tem um contato cada vez maior com o
homem, expondo este, aos agentes comuns entre as duas espécies. Vale ressaltar que o R.
sanguineus ¢ o vetor para humanos na Europa da Rickettsia conori, agente da febre botonosa
(MERLE et al., 1998) e vetor em potencial da Rickettsia rickettsii, agente da febre maculosa
no Brasil (ROZENTAL et al., 2002, CUNHA et al., 2009) e da borreliose Lyme simile no
Brasil (YOSHINARI et al., 1997).

As doengas caninas transmitidas por vetores, que envolvem artropodes, incluem diversas
enfermidades (OTRANTO et al.,, 2009) e afetam cdes domésticos em todo o mundo
(CAPRARIIS et al., 2010). Essas doengas representam um problema historico e emergente em
muitas partes do mundo devido a sua prevaléncia, relevancia veterindria e potencial zoondtico
(DANTAS-TORRES, 2008), sendo algumas consideradas problemas de saude publica.

No Brasil os principais hemoparasitos de caes sdo Babesia canis Piana & Galli-Valerio,
1895, Ehrlichia canis Donatien & Lestoquard, 1935, Anaplasma platys Harvey et al, 1978,
Hepatozoon canis James, 1905 e Mycoplasma haemocanis Kikuth, 1928. A transmissdo
destes parasitos ocorre principalmente pelo carrapato Rhipicephalus sanguineus Latreille,
1806, sendo este o principal carrapato encontrado em caes de zona urbana (RIBEIRO et al.,
1997, LABRUNA; PEREIRA, 2001; SHAW et al., 2001).



Uma vez acometidos por estas enfermidades, os animais exibem, em sua maioria, sinais
clinicos inespecificos (FRANK; BREITSCHWERDT, 1999). Caes doentes com histérico de
exposicao a vetores devem ser submetidos a exames que confirmem o agente etiologico,
como citologia, sorologia ou métodos moleculares (CAPRARIIS et al., 2010). Entretanto,
muitas sao as limitagdes quanto a disponibilidade dessas técnicas diagnosticas, ja que a
maioria exige mao-de-obra e/ou equipamento laboratorial especializado (DANTAS-TORRES;
FIGUEREDO, 2006). Segundo Lisboa (2010), esta situacdo tem estimulado médicos
veterinarios a recorrerem a exames hematologicos e bioquimicos para dar suporte a suspeita
clinica, apesar das alteracdes detectadas por estes exames serem frequentemente
imprevisiveis, principalmente em co-infecgdes. Este comportamento adotado pelos clinicos
veterinarios aumenta a possibilidade de diagnodstico equivocado da doenga e conducao de
terapéutica inadequada, abreviando a possibilidade de cura do animal ou agravando o quadro
clinico.

A babesiose acomete espécies domésticas, silvestres e o homem (BOOZER;
MACINTIRE, 2003; RIOS et al.,, 2003), sendo atualmente considerada uma zoonose
(OLICHESKI, 2003). Entre as doencas transmitidas por carrapatos em cdes a babesiose
canina destaca-se por sua distribui¢io mundial (SA et al., 2006). No Brasil, a doenca ¢ de
grande importancia veterinaria (DANTAS-TORRES, 2008) por seu carater endémico em todo
0 pais e prevaléncia crescente em certas areas (BASTOS et al., 2004), o que estd associado a
alta incidéncia do carrapato vetor Rhipicephalus sanguineus (VIDOTTO; TRAPP, 2004), cuja
prevaléncia e intensidade de infestagdo vém aumentando em caes do pais (LABRUNA, 2004).
Alguns dados relacionados a frequéncia de babesiose canina no Brasil podem ser verificados
no Quadro 1.

Quadro 1. Prevaléncia de babesiose canina no Brasil no periodo de 1990 a 2004 de acordo
com a procedéncia das amostras estudadas e métodos de diagndstico utilizados em diferentes
grupos de pesquisa (Adaptado por COSTA-JUNIOR, 2007).

Prevaléncia Descricio dos animais estudados e localizacio Meétodo de Referéncia
(%) Diagnostico
0,34 Hemogramas de cies de zona urbana de Uberlindia - MG ES Santos etal . 2004
1,28 Pronfuirios de laboratorio de Cuabd - MT ES Moura etal., 2002
147 Cies de Campos dos Goytacazes - RJ ES Miranda et al.. 2006
1.98* Cies de areas rurais de Juiz de Fora— MG ES Rodrigues et al., 2004
2,00* Cies de areas rurais do estado de Sio Paulo ES Lopes et al, 2006
2,00 Cies domiciliados em Juiz de Fora - MG ES Soares etal . 2006
2.50 Cies sauddvers atendidos em clinicas de Belo Honzonte - MG ES Bicalho et al.. 2004
276 Cies atendidos no hospital veterinario da UFRPE, Recife - PE ES Lima et al.. 2006
4,00 Cies atendidos em clinicas de Belo Horizonte - MG ES Spiewak, 1992
5.20* Cies de areas rurais do Estado do Rio de Janeiro ES O’Dwyer, 2000
8,00 Cies de clinicas e domiciliados nos municipio de Ilhéus e Itabuna-BA ES Carlos etal.. 2006
10.30 Cies de ua de Sdo Paulo - SP ES Dell-Porto et al.. 1993
1038 Cies de rua de Sio Paulo - SP ES Dell-Porto et al.. 1990
14,00 Cies de rua do Rio de Janeiro - RJ ES Paraense & Viana, 1949
18,11 Cies domiciliados no municipio de Campos — RJ ES Almeida etal . 2002
20,75 Cies capturados no municipio de Teresopolis — RJ ES Cardoso & Serra-Freire, 2001
2.1 Cies apreendidos pelo CCZ de Campos-RJ ES Almeida etal. . 2002
2470 Cies capturados no municipio de Silva Jardim — RJ ES Cardoso & Serra-Freire, 2001
26,92 Cies de rua de Juiz de Fora - MG ES Rodrigues et al , 2002
3426 Cies de rua de Campos dos Goytacazes - RJ ES Almeida etal . 2006
41,39 Cies domiciliados de Campos dos Goytacazes — RJ ES Almeida etal.. 2006
42,00 Estudo retrospectivo dos casos suspeitos de hemoparasitoses de Belo Horizonte ES Bastos etal . 2004
46,00 Cies com suspeitas de hemoparasitos da zona oeste do Rio de Janeiro — RJ ES Massad et al, 2006
18,80 Cies da cidade de Porteirinha — MG RIFI Maia et al, 2007
31,20 Cies da cidade de Porterrinha — MG (outubro/2003) RIFI Maia et al, 2004
34,10 Cies atendidos em clinicas de Belo Honizonte - MG RIFI Spiewak. 1992
35,70 Cies atendidos em clinicas de Londrina — PR RIFI Trapp et al, 2006
41,10% Cies de 4reas rurais do Estado do Rio de Janeiro RIFI O’'Dwyer, 2000




Quadro 1. Continuagao.

4240 Cies de ua de Sio Paulo - SP RIFI Dell-Porto etal , 1993
42,45 Cies de ua de Sio Paulo - SP RIFI Dell-Porto et al., 1990
53,20 Cées com suspertas de hemoparasitos RIFI Diniz et al., 2004
60,50 Cies saudaveis atendidos em clinicas de Belo Honzonte - MG RIFI Bicalho et al., 2001
66,90 Cies atendidos em clinicas de Belo Horizonte - MG RIFI Ribeiro et al.. 1990
73.00 Cées ortundos da campanha de vacinacio anti-ribica de Jaboticabal - SP RIFI Furuta et al . 2004
78.40 Cies apreendidos pelo CCZ de Belo Horizonte - MG RIFI Spiewak, 1992

95,00 Cées ortundos da campanha de vacinacio anti-ribica de Jaboticabal - SP ELISA Furuta et al., 2004
22,80 Cies saudaveis atendidos em clinicas de Belo Horizonte - MG CF Bicalho et al , 2001
8.00% Cies de areas rurais do estado de Sio Paulo PCR Lopes et al, 2006
9.53 Cies com inclusdes em leucocitos sugestivo de Ehrlichia em Jaboticabal - SP PCR Dagnone et al., 2004
9.70 Cées com inclusdes intraplaquetarias de Campo Grande - MS PCR Souza et al_ 2004

*Prevaléncia de cdes de area rural, ES - Esfregaco Sanguineo, RIFI - Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta, ELISA — Ensaio
Imunoenzimatico, CF — Citometria de Fluxo, PCR — Reacdo em Cadeia da Polimerase.

2.3 Breve Historico da Babesiose

As espécies do género Babesia sdo protozoarios parasitas, transmitidos biologicamente
por carrapatos, que podem causar doencas severas em animais silvestres e domésticos
(KUTLER, 1988).

Infecgdes por Babesia spp. provavelmente vém complicando a vida dos seres
humanos desde a antiguidade, principalmente através das infec¢des em animais domésticos.
O livro biblico do Exodo pode conter a primeira referéncia "historica" a infecgéio por Babesia,
onde encontra registrado que a praga de gado dos egipcios ¢ descrita como uma "grave peste",
que poderia ter sido a febre da agua vermelha de bovinos (causada por B. bovis), 0 que mostra
que poderia ter incluido a hemoglobiniria como um sinal predominante
(HOMER et al., 2000).

Parasitas do género Babesia foram primeiramente reconhecidos por Victor Babés, em
1888. Nesta época, o pesquisador procurava determinar a causa de uma doenga grave que
estava acometendo os bovinos no delta do rio Dantbio, na Roménia. O autor chegou a
conclusao que o agente etiologico que estava provocando a enfermidade, denominada
hemoglobinuria enzodtica, era um pequeno organismo cocoide, intraeritrocitico, por ele
chamado Haematococcus bovis. Posteriormente, em 1893, Starcovici, um dos pesquisadores
do grupo de estudos de Babés, reavaliou o parasito, denominando-o Babesia bovis, em
homenagem a seu descobridor. Nesse mesmo ano, Smith e Kilborne, 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 o denominaram de Pyrosoma bigeminum
desconsiderando a denominag@o prévia dada por Starcovici para parasitas do mesmo género.
Esses pesquisadores estabeleceram pela primeira vez a relagdo da transmissdao de um
protozoario patogénico por um artropode, no caso o ixodideo Boophilus annulatus. Essa
descoberta abriu um enorme campo de pesquisa sobre o papel desempenhado pelos artrépodes
na transmissao de inimeros patdgenos, incluindo Plasmodium spp.

Babesia canis foi descrita pela primeira vez por Piana & Galli-Valerio em 1895, na
Italia. A doencga nos cades era conhecida como “Malignant jaundice” e “Malignant malarial
fever” (WENYON, 1926). A partir dessa descri¢ao, a espécie foi observada na Europa,
Africa, Asia, América do Norte ¢ América do Sul (RISTIC, 1988). Babesia gibsoni foi
descrita pela primeira vez na India, em 1910, por Patton (WENYON, 1926).

S6 na segunda metade do século XX, as infec¢des por Babesia spp. foram
consideradas como ameaca para a satde humana, ganhando o titulo de uma zoonose
emergente. O primeiro caso de babesiose humana foi diagnosticado em 1957 na Iugoslavia,
causado por B. bovis (MASSARD; FONSECA, 2004).



2.4 Nomenclatura e Classificacio Taxonomica

Segundo Levine et al. (1980), o género Babesia possuia a seguinte classificacdo: Filo
Apicomplexa, Classe Sporozoa, Ordem Piroplasmida, Familia Babesiidae, Género Babesia.

Atualmente os protozodrios do género Babesia, pertencem ao Filo Protozoa, Subfilo
Apicomplexa, Classe Sporozoasida, Subclasse Coccidiasina, Ordem Piroplasmorida, Familia
Babesiidac (O’ DWYER; MASSARD, 2002).

A identificacdo de espécies do género Babesia era baseada, tradicionalmente, na
especificidade do hospedeiro e no tamanho e aparéncia morfologica das formas
intraeritrocitarias, frequentemente referidas como piroplasmas (LEVINE, 1988). Além destes
critérios bioldgicos, tais como morfologia e ciclo de vida, atualmente as ferramentas
moleculares tornaram possivel comparar determinadas sequéncias de genes do genoma de
diversos protozodrios (UILENBERG, 2006). Isto tem levado a novas descobertas e mudancas
de géneros.

2.5 Aspectos Epidemioldgicos
2.5.1 Espécies de Babesia que infectam caes

Babesia canis Piana & Galli-Valerio, 1895 e B. gibsoni Patton, 1910 s3ao reconhecidas
como as duas espécies que causam a babesiose canina. Babesia canis, também chamada de
grande babesia (3,0 a 5,0um), geralmente aparece como um unico piroplasma ou em pares
simples ou multiplos de merozoitas divididos por fissdo binaria dentro do eritrdcito
(SOULSBY, 1987). Apresenta uma ampla distribuicdo com alta prevaléncia nas regides
tropicais e subtropicais (TABOADA et al, 1992), sendo encontrada na Africa, Asia,
Australia, Europa e nas Américas (MARTINOD et al., 1986; UILENBERG et al., 1989).
B. gibsoni, conhecida como pequena babesia (1,0 a 2,5um), ¢ encontrada na Asia, América do
Norte, Africa (LOBETTI, 1998), Europa (CONRAD et al., 1991; CASAPULLA et al., 1998;
BIRKENHEUER et al., 1999) e no Sul do Brasil (TRAPP et al., 2006a).

Estudos com base na distribuicdo geografica, espécie de carrapato vetor, diferencas
nas propriedades antigénicas e na patogenicidade demonstraram que, apesar da semelhanga
morfolédgica entre os isolados de B. canis encontrados por todo o mundo, estes diferem entre
si (REICHENOW, 1935; UILENBERG et al., 1989; LEWIS et al., 1996; HAUSCHILD et al.,
1995; SCHETTERS et al., 1997).

Assim, Uilenberg et al. (1989) propuseram um sistema trinomial de nomenclatura para
diferenciar as trés subespécies de B. canis em um nivel taxondmico: Babesia canis canis
transmitida pelo carrapato Dermacentor reticulatus na Europa; B. canis vogeli, transmitida
por Rhipicephalus sanguineus no norte e sul da Africa, na América, Asia, Australia e Europa
e B. canis rossi transmitida por Haemophysalis leachi na Africa do Sul.

No Brasil, B. canis vogeli ¢ a principal subespécie que acomete os caes (VIDOTTO;
TRAPP, 2004), porém ja foi isolada B. gibsoni no Brasil (TRAPP et al., 2006a).

Citard et al. (1995) revelaram haver grande variedade genética entre os diversos
isolados de B. canis. Essa variabilidade foi demonstrada por Zahler et al. (1998), que
discriminaram trés genogrupos de B. canis, com base nas caracteristicas genotipicas,
correspondentes as subespécies propostas anteriormente. Ja Carret et al. (1999), distinguiram
as trés subespécies por meio da técnica de reacdo em cadeia de polimerase (PCR) combinada
com analise de polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricio (RFLP) e
sequenciamento, comprovando haver variedade genética entre os diferentes isolados de B.
canis.



Tradicionalmente, todos os pequenos piroplasmas caninos eram identificados como B.
gibsoni com base na suposicdo de que nenhuma outra espécie de pequena Babesia infectava
cdes (CACCIO et al., 2002). Segundo Kjemtrup et al. (2000a), os isolados de B. gibsoni sdo
morfologicamente idénticos, porém, analises filogenéticas do gene 18S rRNA tém mostrado
que existem pelo menos trés espécies distintas: uma da Asia, outra da California e uma
terceira da Europa. O isolado asitico é o organismo original encontrado na India, sendo
considerado B. gibsoni sensu stricto (PATTON, 1910; TRAPP et al., 2006b). O isolado da
California ¢ uma espécie diferente com algumas caracteristicas do género Theileria
(KJEMTRUP et al., 2000b). E, o nome B. conradae foi recentemente proposto para este
isolado (KJEMTRUP et al., 2006). O isolado da Europa ¢é uma Theileria, com parentesco
proximo a B. microti (CRIADO-FORNELIO et al., 2003), que tem sido nomeada Theileria
annae (ZAHLER et al., 2000; CAMACHO et al., 2001).

Caccid et al. (2002) por meio de andlise molecular, constataram que ambas as
subespécies B. canis canis e B. canis vogeli foram responsaveis por infec¢des naturais e
ocorréncia da babesiose canina na Europa. Do mesmo modo, Inokuma et al. (2004), utilizando
a PCR, conseguiram confirmar que os casos de babesiose canina ocorridos em Okinawa,
Japao, eram causados por B. canis (6,3%) e B. gibsoni (8,8%). Além disso, por meio dessa
técnica puderam afirmar com precisdo que, a subespécie em questdo, tratava-se de B.canis
vogeli.

Alguns trabalhos demonstraram a infec¢do de cdes por outras espécies pequenas como
T. equi (CRIADO-FORNELIO et al., 2003, FRITZ, 2010), B. microti-like (ZAHLER et al.,
2000) e B. conradae (KIEMTRUP; CONRAD., 2006).

Fritz (2010) avaliando cdes e equinos da Franca identificou através da PCR,
B. canis canis e B. canis rossi em equinos e T. equi € B. caballi em caes, mostrando que os
piroplasmas nao sao tdo hospedeiro-especificos.

Neitz e Steyn (1947), transmitiram B. canis para Canis mesomelas mesomelas (Chacal
de dorso preto) esplenectomizado e ndo esplenectomizado e mostraram que havia provas
suficientes para afirmar que B. canis além de ndo ser especifica de Canis familiaris, era
sinonimia de Babesia rossi descrito por Nuttall, em 1910, em Canis adustus (Chacal de flanco
listrado).

Birkenheuer et al. (2003) assinala a importancia de se diagnosticar as espécies,
subespécies e genodtipos que causam a babesiose canina, uma vez que a viruléncia,
prognostico e resposta as drogas babesicidas podem ser diferentes para cada microrganismo.

2.5.2 Vetores, reservatorios e formas de transmissao

Os carrapatos sdo os Unicos vetores biologicos de parasitos da familia Babesiidae
(LEVINE, 1971). Os vetores da babesiose canina sdo carrapatos da familia Ixodidae
(MAHONEY, 1977).

Os protozoarios sdo transmitidos naturalmente ao cdo por meio da saliva de um
carrapato infectado por ocasido de sua picada para alimentagdo. Os esporozoitos infectantes
presentes nas glandulas salivares penetram nos eritrocitos do hospedeiro vertebrado onde se
diferenciam em trofozoitos. Estes se multiplicam por fissdo binaria (reproducdo assexuada) e
dao origem a dois, quatro, oito ou mais merozoitos. Apds intensa multiplicagdo, os eritrocitos
se rompem e 0s merozoitos livres tornam a invadir outros eritrocitos (UILENBERG, 2006).
Alguns trofozoitos aumentam de tamanho e assumem um aspecto ovoide, sendo chamados de
gamontes (WENYON, 1926; MARCONDES, 2009).

Quando ingeridos por um carrapato, os trofozoitos que ndo se diferenciaram em
gamontes ndo se desenvolvem. Ja os gamontes, penetram nas células epiteliais do intestino,
onde adquirem projecoes citoplasmaticas que lhes conferem um aspecto raiado (“ray-bodies™)



(KOCH, 1906). Estas formas uninucleadas fundem-se, formando um zigoto movel
(MEHLHORN; SCHEIN, 1984) que por sua vez origina um cineto (algumas vezes referidos
como “vermiculos”), alongado ¢ mével, que se multiplica, deixa a célula intestinal e cai na
hemocele, invadindo varios 6rgdos do carrapato, onde dara origem a varios esporocinetos.
Alguns esporocinetos invadem os ovarios onde se multiplicam e penetram nos oocitos,
consequentemente infectando os ovos e transmitindo a infec¢do para a proxima geragdo
(transmissao transovariana) (UILENBERG, 2006). Este tipo de transmissdo permite a
manuten¢do da infeccdo nos carrapatos vetores por varias geracdes sucessivas (BRUMPT,
1938; SHORTT, 1973). Segundo Soulsby (1987), em seus estudos, carrapatos alimentados
por cinco geracdes em ourico, foram capazes de transmitir B. canis para cdes. A manutengao e
persisténcia no carrapato vetor sao asseguradas pelas transmissdes transovariana €
transestadial, as vezes persistindo por varias geragdes de carrapato (CHAUVIN et al., 2009).

Na transmissdo transestadial, os parasitos se desenvolvem na hemocele das larvas
originarias dos ovos infectados, das ninfas e dos adultos provenientes dessas larvas; ou na
hemocele do carrapato que se infecta no estagio de larva ou ninfa e transmite ao se alimentar
como ninfa ou adulto em outro hospedeiro. Multiplicam-se originando pseudocistos, que se
rompem liberando os parasitos, estes invadem e multiplicam-se nos musculos do carrapato,
por diversas divisdes bindrias. Nao hé infec¢do em outros 6rgdos até que o estagio posterior
inicie sua alimentacdo no hospedeiro, onde os parasitos migram até as glandulas salivares,
penetram e se multiplicam formando os esporozoitos infectantes (VIDOTO; TRAPP, 2004;
UILENBERG, 2006). O carrapato sé se torna transmissor-infectante apos a fixagao, quando
0s esporozoitas amadurecem tornando-se verdadeiramente infectantes (UILENBERG, 2006).
Reichenow (1935) observou que todos os trés estagios de R. sanguineus podem transmitir B.
canis, porém, os adultos tanto machos quanto fémeas, seriam transmissores mais eficientes,
enquanto as larvas s6 transmitiriam quando usadas em grande numero.

Nos carrapatos que exigem para seu ciclo evolutivo mais de um hospedeiro (como ¢ o
caso de R. sanguineus), pode ocorrer tanto a transmissdo transestadial (SHORTT, 1936)
quanto a transmissao transovariana (BRUMPT, 1937).

No Brasil, o principal agente etioldgico da babesiose canina ¢ a B. canis vogeli,
associada a alta incidéncia do carrapato vetor R. sanguineus (PASSOS et al., 2005;
VIDOTTO; TRAPP, 2004), que apresenta prevaléncia e intensidade de infestagdo crescentes
em todo pais (LABRUNA, 2004). Estudos revelaram que este ixodideo pode realizar até
quatro geragdes por ano no Brasil, indicando que as condi¢des ambientais sdo favoraveis a
ocorréncia de infestagdo por este vetor em todas as estagdes do ano (LOULY, 2003). Este
carrapato também ¢ considerado o principal vetor de B. gibsoni no Brasil, além de estar
sempre presente em areas onde a babesiose canina ¢ endémica (ARAGAO; FONSECA, 1961;
LABRUNA; PEREIRA, 2001; DANTAS-TORRES et al., 2004).

Outros dois vetores conhecidos de B. gibsoni, Haemaphysalis longicornis ¢ H.
bispinosa (SWAMINATH, 1937; GROVES; DENNIS, 1972; OTSUKA, 1974), ainda nao
foram identificados no Brasil (LABRUNA; PEREIRA, 2001). As subespécies Babesia canis
canis € B. canis rossi, que ainda ndo foram encontradas no Brasil, sdo transmitidas pelos
carrapatos Dermacentor reticulatus € Haemophysalis leachi, respectivamente (UILENBERG
et al., 1989).

Estudos realizados no Japao com caes com e sem historico de brigas, demonstrou
maior incidéncia de B. gibsoni no grupo com histoérico de brigas. Os autores sugeriram que 0s
caes infectaram-se com o sangue do animal parasitado no momento da briga (MATSUU et al.,
2004).

Fukumoto et al. (2005) relataram a primeira confirmagdo de transmissdo
transplacentaria da infeccdo de B. gibsoni. Um grupo de cadelas prenhas foi infectado
ocorrendo um abortamento e o nascimento de quatro filhotes, todos os quatro apresentaram



hipotermia, anemia, anorexia, esplenomegalia, hepatomegalia e coma, antes de morrerem,
além disso, 0o DNA de B. gibsoni foi detectado nos tecidos dos filhotes, indicando que houve a
infeccao destes filhotes, provavelmente por via transplacentaria.

Breitschwerdt et al. (1983), relataram a transmissdo transplacentaria da babesiose
canina em criagdes de caes da raga Greyhound no leste dos EUA, devido ao obito de filhotes
com idade inferior ao periodo de incubacdo da B.canmis. Os animais apresentaram
manifestacdo clinica e esfregaco sanguineo positivo e as maes dessas ninhadas exibiram altos
titulos de anticorpos anti-B. canis. O carrapato R. sanguineus foi encontrado tanto nos caes
quanto nas instalagdes dos canis.

Ruas et al. (2002) ao examinarem esfregagos sangiiineos de canideos silvestres do sul
do Brasil encontraram Babesia spp. em um animal. Sugeriram que essa transmissdo tenha
sido efetuada por carrapatos do género Amblyomma spp., pois somente este ixodideo foi
visualizado nos animais.

R. sanguineus ¢é, provavelmente, a espécie de carrapato de maior distribuicdo mundial.
E um ectoparasito quase exclusivamente de cies, mas pode ocasionalmente ser encontrado em
outros hospedeiros como gatos, cavalos, bovinos e humanos. Além do desconforto e perda
sanguinea, este artropode pode transmitir patégenos como B. canis, Ehrlichia canis,
Anaplasma platys, Hepatozoon canis € Haemobartonella canis (TABOADA; MERCHANT,
1997). Este ¢ o principal vetor da babesiose canina em areas urbanas, conhecido como
carrapato marrom do cao (SHAW et al., 2001).

Gazeta et al. (2004) analisaram a ocorréncia de babesiose em pequenos roedores,
sendo o primeiro relato de Babesia spp. em roedores no Brasil. Esses autores verificaram
positividade para Babesia spp. em roedores presentes em areas rurais proximas as areas de
grande densidade populacional, destacando a importancia destes achados para o risco de casos
de babesiose humana. Segundo os autores, esse fato reforca a importancia dos achados do
trabalho, j& que Rattus norvegicus participa da fauna de roedores urbanos, portanto, convive
com o homem gracas ao seu comportamento comensal. Rattus norvegicus foi apontado como
o principal reservatorio de Babesia spp. entre as espécies de roedores comensais.

2.5.3 Distribuicao geografica

A primeira observagdo da babesiose canina causada por B. canis ocorreu, em 1895, na
Italia, por Piana & Galli-Valerio (O'DWYER et al., 1997). Babesia gibsoni foi descrita pela
primeira vez na India, por Patton em 1910, parasitando cdes (ZAHLER et al., 2000). B.
gibsoni tem sido encontrada na Asia, América do Norte, norte e leste da Africa (KIEMTRUP
et al., 2006), Europa (CASAPULLA et al., 1998) e, recentemente, no Brasil (TRAPP et al.,
2006). B. canis esta distribuida mundialmente, sendo descrita na Africa, Américas, Asia e
Europa (ABDULLAHI et al., 1990). As subespécies de B. canis ocorrem em diferentes
regides: B. canis rossi ¢ encontrada no Sul da Africa (UILENBERG et al., 1989) e no Sudio
(OYAMADA et al., 2005); B. canis canis ¢ encontrada na Europa (UILENBERG et al., 1989;
CACCIO et al., 2002; CRIADO-FORNELIO et al., 2003; FOLDVARI et al., 2005) e B. canis
vogeli, no norte e sul da Africa (MATIJILA et al., 2004), na América do Norte (UILENBERG
et al., 1989), na Europa (CACCIO et al., 2002; CRIADO-FORNELIO et al., 2003), na
Australia (JEFFERIES et al., 2003), no Sudao (OYAMADA et al.,, 2005), na Turquia
(GULANBER et al., 2006) e no Brasil (PASSOS et al., 2005, DUARTE et al., 2008).

A Dbabesiose canina tem sido descrita no Brasil desde o inicio do século XX
(REGENDANZ; MUNIZ, 1936) e tem sido reportada em muitos estados brasileiros. A
prevaléncia da B. canis no Brasil varia consideravelmente (0,34 a 95%) de acordo com o
método de diagnoéstico utilizado, época do ano e amostra populacional utilizada (COSTA-
JUNIOR, 2007).



2.5.4 Fatores associados a babesiose canina

Bicalho et al. (2002), realizaram infeccdo experimental de cdes por amostras de
B. canis isoladas em Minas Gerais e observaram que o aparecimento de hemécias parasitadas
na circulacdo sangiiinea ocorreu entre 2 ¢ 3 dias apds a inoculagdo, com o pico de parasitemia
ocorrendo no 3° dia. Por sua vez, a partir do 4° dia houve reducdo drastica dessa
manifestagdo, fazendo com que o encontro de hemacias parasitadas passasse a ser um achado
inconstante. Além disso, verificou-se que o parasitismo do sangue capilar sempre foi superior
ao do sangue venoso e que o volume globular médio (VGM) apresentou queda. Os autores
concluiram que a baixa parasitemia observada, associada a auséncia de manifestagdes clinicas
demonstraram que as amostras presentes nesse meio eram de baixa patogenicidade.

Massard et al. (2006) constataram em seus estudos sobre babesiose canina na Zona
Oeste do Rio de Janeiro que de 187 caes avaliados por diagnéstico em esfregaco sanguineo,
46% estavam infectados por Babesia spp.

Miranda et al. (2008) verificaram em Campos dos Goytacazes, RJ a ocorréncia de
babesiose canina através de esfregacos sangliineos delgados, preparados com sangue capilar
colhido por pungdo auricular. O diagndstico foi por pesquisa direta, visualizando-se os
agentes etiologicos, onde 1,47% foram considerados infectados por Babesia spp.,
confirmando, assim, a presenca destes parasitos na cidade de Campos dos Goytacazes, onde o
clima ¢ favoravel ao desenvolvimento do vetor natural.

O’ Dwyer (2000) em seu trabalho de diagndstico de hemoparasitos e carrapatos em
caes de area rural em trés mesorregides do RJ verificou pelo método de esfregaco sanguineo
que, 45,2% dos cdes apresentaram-se positivos para hemoparasitos, sendo que a positividade
variou de 11,5% em Mangaratiba a 71,8% em Pirai. Babesia canis foi observada em 5,2% dos
caes e Erhlichia canis em 4,8%. Com relacdo a prevaléncia, a regido de maior prevaléncia foi
a de Mangaratiba (63,6%) e a de menor prevaléncia foi Miguel Pereira (20%). Foram
encontradas quatro espécies de carrapatos parasitando os caes: Rhipicephalus sanguineus
(12,4%), Amblyomma cajennense (23,6%), A. aureolatum (2,8%) e A. ovale (2%).

Soares et al. (2006) verificaram a ocorréncia de infec¢do simultdnea por B. canis e E.
canis em 2% dos caes estudados, a maioria acometida era da raca Pastor Alemao, criados em
casas com quintal gramado.

Dell'Porto (1993) constatou soropositividade para B. canis, por meio da RIFI em
42,7% dos caes de rua da cidade de Sao Paulo, em comparagdo com o diagndstico de apenas
10,3% utilizando o esfregaco sangiiineo. Também foi verificada maior soropositividade das
fémeas em relacdo aos machos. O mesmo autor constatou soroprevaléncia superior para B.
canis em cadelas do que nos cdes machos e atribuiu este fato devido as fémeas serem mais
sedentérias, principalmente no periodo pos-parto, quando permanecem grande parte do tempo
em seus ninhos, 0 que as torna mais vulneraveis a infestagdes de R. sanguineus, ixodideo de
habito nidicola.

Almeida et al. (2002) compararam a ocorréncia de babesiose e erliquiose entre caes de
rua e domiciliados, no municipio de Campos dos Goytacazes-RJ e verificaram que os caes
apreendidos pelo Centro de Controle de Zoonoses foram significativamente mais positivos
para esses hematozodarios do que os domiciliados.

Em Belo Horizonte, Spiewak (1992) encontrou 34,1% e 78,4% de soropositividade a
RIFI entre cdes atendidos em clinicas e cdes de rua, respectivamente, cuja variacdo foi
atribuida a uma maior exposicdo dos caes de rua aos carrapatos vetores da B. canis. Nao
houve correlagdo entre soroprevaléncia e fatores como sexo, raga e forma de confinamento do
cao domiciliado. A soropositividade foi inferior nos caes de até 24 meses, sendo a diferenca
mais pronunciada entre cdes até seis meses. A justificativa para esta diferenca foi de que os
filhotes sofreram a primo-infeccdo, mas seu organismo ainda ndo produziu resposta
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imunologica. Por outro lado, a doenca clinica foi significativamente mais prevalente entre os
caes mais novos, concluindo-se haver diminuicao da susceptibilidade a infeccdo a medida que
o animal fica mais velho. Nao foi encontrada associacdo entre a presenca de anticorpos e
sinais clinicos, fato justificado pela manifestacdo subclinica ser predominante nesta
enfermidade.

Em levantamento realizado por Guimaraes et al. (2002), 27% dos clinicos de pequenos
animais de Minas Gerais citaram os caes de grande porte como mais vulneraveis a infec¢ao
por B. canis. Justificou-se que, por serem esses caes normalmente de guarda, teriam uma
exposicdo maior ao carrapato vetor, e em contrapartida ao protozoario. Segundo 59% dos
entrevistados, a idade mais susceptivel seria a compreendida entre o nascimento e os dois
anos de vida do cdo. O verdo representou, para 65% dos clinicos, a estagdo com maior nimero
de casos, explicado pelo aumento do numero de R. sanguineus, devido a temperatura e
umidade elevadas.

Moura et al. (2002) verificaram por meio da técnica de esfregaco sangiiineo, que 50%
das hemoparasitoses identificadas nos caes atendidos pelo Laboratorio de Parasitologia da
Universidade de Cuiaba, eram devido B.canis, apesar desta detecgdo ter ocorrido em somente
2,5% dos animais.

Ribeiro et al. (1990) encontraram nos cdes atendidos no Hospital da Escola de
Veterinaria da UFMG um percentual de 66,9% de animais soropositivos a babesiose canina
por meio da RIFI, sugerindo que Belo Horizonte ¢ uma area endémica para esta enfermidade.
A ocorréncia de anticorpos anti — B. canis foi significativamente menor nos animais com até
seis meses de vida, principalmente entre trés a seis meses, concluindo, portanto, ser essa faixa
etaria a mais susceptivel a doenga. Deduziram que os anticorpos presentes nos caes com idade
inferior a trés meses eram devido a anticorpos colostrais ou a infec¢do transplacentaria. Nao
foi encontrada diferenca significativa entre os sexos.

Eiras et al. (2008) em seus estudos em Buenos Aires, Argentina, encontraram uma
frequéncia de 0,2% (34/16.767) de parasitismo por B. canis spp. em esfregacos sanguineos
provenientes de cdes domésticos. A partir da andlise molecular de dois caes com alta
parasitemia em lamina foi verificado molecularmente e com posterior sequenciamento, que a
subespécie envolvida foi B. canis vogeli. Este achado representou a primeira caracterizagao
molecular de B. canis vogeli na Argentina.

Devido aos altos titulos encontrados a RIFI em canis de Greyhounds no Leste dos
EUA, Breitschwerdt et al. (1983) sugeriram que a babesiose canina seja enzootica nesta
regido e prevalente como infec¢ao subclinica em animais utilizados para corrida.

Em estudo realizado na India, por meio de esfregaco sanguineo, Bansal et al. (1985)
verificaram uma prevaléncia de 13,3% para B. canis em animais da policia, 5,4% nos cdes de
rua e de 2,3% em caes domiciliados. Nos caes de rua a infec¢@o apresentou maior prevaléncia
no periodo de julho a outubro, e nos caes domiciliados, de outubro a dezembro. A maior
ocorréncia nos caes de rua no periodo citado estaria relacionada a maior atividade do vetor
R. sanguineus e também ao maior estresse calorico que os animais estariam sujeitos nesta
época do ano, o que os tornaria mais susceptiveis a infeccdo. Ao exame soroldgico,
constataram prevaléncia de 40%, 37,5% e de 25%, nos caes da policia, de rua e domiciliados
respectivamente.

Martinod et al. (1986) em seus estudos sorologicos por meio da RIFI encontraram no
sudeste da Franga, soropositividade de 62,4% para B. canis, muito embora a doenga clinica se
manifestou em apenas 14% dos caes, com mortalidade de 1,5%. Dentre os animais sadios,
85% apresentaram sorologia positiva, sendo observados niveis mais elevados de anticorpos a
medida que as areas pesquisadas apresentavam niveis crescentes de infeccao. Verificaram que
o sexo ¢ a idade ndo constituiram fatores de risco para a babesiose canina. Em relagdo a raga

11



houve diferencga estatistica, entretanto, o motivo nao foi atribuido a cor ou ao comprimento da
pelagem ou a origem etnologica e tamanho do animal, ficando a causa indeterminada.

Levy et al. (1987) na Carolina do Norte, compararam por meio da RIFI, a prevaléncia
de anticorpos anti-B.canis entre cdes mantidos em abrigos e domiciliados. A média global
encontrada foi de 3,8%, entretanto, os animais de abrigos apresentaram uma prevaléncia
significativamente superior (5,7%) em relacdo aos de estimacdo (2,0%). Este fato foi
associado ao habito dos cdes com origem na rua de vagar livremente, os quais apresentam,
portanto, maior chance de exposicdo aos carrapatos e conseqiientemente de infec¢do, o que se
contrapde aos maiores cuidados e confinamento dos animais domiciliados. Constataram
também ocorréncia mais elevada de anticorpos nos cdes de regides de clima ameno, em
relagdo aos de clima muito quente, concluindo que a distribuicdo de animais soropositivos
apresentou correlagdo com a geografia e clima da regido, fatores que estdo associados a
distribuicao do R. sanguineus.

Harvey et al. (1988) verificaram em canil da Florida que ninhadas de trés semanas de
vida apresentaram alteracoes clinicas e hematologicas condizentes com a babesiose canina.
Embora a transmissdo transplacentaria ndo possa ser excluida, deduziram que os filhotes
adquiriram a infec¢do apos o nascimento, uma vez que além dos achados de normalidade
clinica e hematoldgica observados nos caes adultos, o periodo de incubacdo da doenca
coincidiu exatamente com a idade dos filhotes.

Em regido endémica para babesiose canina na Nigéria, Bobade et al. (1989)
detectaram pelo método de ELISA, 43,6% de soroprevaléncia para B. canis, sendo essa
ocorréncia significativamente inferior nos animais com até seis meses de vida. Também
constataram que dos caes positivos ao esfregaco sangiiineo, 63,9% apresentaram anticorpos, o
que indica que estes animais estavam tendo sua primoinfec¢do e a quantidade de anticorpos
ndo estava sendo detectada pelo teste utilizado. Observaram também que a aquisi¢ao de
imunidade via colostro explicaria a existéncia de titulos superiores nos cdes de um a dois
meses em relagdo aos de dois a seis meses, assim como o fato de nem todos os filhotes da
mesma ninhada serem soropositivos. Nao foi observada diferenca significativa na prevaléncia
em relacdo ao sexo e raca.

Abdullahi et al. (1990) verificaram na Nigéria que mais de 70% dos casos ocorrem em
animais com idade igual ou inferior a um ano. As formas agudas e hiperagudas sdo
encontradas precocemente em caes de até quatro semanas de vida.

Utilizando a RIFI, Taboada et al. (1992) observaram 46,1% de soropositividade para
babesiose canina entre cdes da raga Greyhound (galgo inglés) em canis da Florida. A
ocorréncia foi significativamente maior nos canis que procuraram assisténcia veterinaria para
tratar os filhotes com suspeita de anemia, em relagdo aos que subjugaram este sinal
atribuindo-o ao ectoparasitismo ou parasitismo intestinal e ndo procuraram por auxilio clinico.
Os mesmos autores observaram que animais soronegativos para B. canis sao mais aptos a
participar de corridas, j4 que nenhum dos que competiram foi positivo a RIFI. Em canis de
ragas diversas, excetuando-se os Greyhounds da mesma regido, ndo se constatou nenhum
animal soropositivo. Essa maior soroprevaléncia da babesiose canina em Greyhounds foi
atribuida ao stress causado tanto pelos deslocamentos continuos que esses caes fazem devido
a sua participagdo em corridas, quanto pelo fato desses locais possuirem uma grande
aglomeracdo de caes, o que seria somado ainda a falta de atengdo dos proprietarios no
controle de carrapatos. A participacdo dos caes em competigdes desportivas e a utilizacao
rotineira de caes positivos como doadores de sangue tém grande relevancia na disseminacao
da doenga. Nao houve relacdo entre sorologia positiva para B. canis e o fator sexo, enquanto
que, animais até dois anos foram significativamente menos soropositivos, estando o aumento
da prevaléncia relacionado com o avancar da idade associado a forma cronica da doenca.
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Yamane et al. (1994) estudaram a soroprevaléncia da babesiose canina em animais de
diferentes abrigos em diversas localidades do sudoeste dos EUA, detectando maior
soropositividade nos caes mais velhos, a qual foi atribuida tanto a chance aumentada de
exposi¢ao ao carrapato pelo maior tempo de vida desses animais, quanto ao longo periodo de
convalescenga desta doenga. Em relacao a raga, ndo foi verificada associagdo, justificando-se
que sendo esses animais de abrigo teriam a mesma chance de exposi¢cdo ao vetor, pois
independente da finalidade, porte, pelagem ou outra caracteristica, estando no mesmo
ambiente, animais da mesma raga possuiriam o mesmo manejo. Assim, estes cdes estariam
sujeitos a0 mesmo risco de exposi¢ao ao vetor e conseqlientemente a infec¢ao por B. canis.
Houve associagdo entre sorologia positiva para B. canis e presenca do carrapato
R. sanguineus.

Shakespeare (1995) consultando as fichas clinicas de caes doentes atendidos em um
Hospital Universitario na Africa constatou a ocorréncia de 11,69% de casos de babesiose
canina. Desse total, 31,4% foram classificados como de gravidade elevada, sendo necessario
tratamento intensivo.

Na Africa do Sul, pais onde a babesiose é uma das doencas mais freqiientes em caes,
Collett (2000) constatou por meio de um levantamento realizado com clinicos veterinarios,
que 52,5% deles tratam de 100-500 casos dessa enfermidade por ano, o que representa 10%
dos atendimentos de 54,7% desses profissionais. Ao mesmo, tempo, 100% deles afirmaram
diagnosticar essa doenca na rotina da clinica utilizando o exame de esfregaco sangiiineo em
83% dos casos considerados clinicamente suspeitos. Também foi observado que esta
enfermidade predomina no verdo, estacdo onde se concentrariam 76,5% da ocorréncia, sendo
o restante distribuido igualmente durante todo o ano. Os clinicos entrevistados confirmaram
também a maior susceptibilidade das racas de grande porte a essa doenca.

Alguns trabalhos relataram que algumas racas de cdes sdo mais susceptiveis de
apresentarem manifestagdes clinicas da babesiose canina, destacando-se o Pastor Alemao,
Fila, Galgo Inglés, Dobermann e Rottweiller (TABOADA et al., 1992; COLLET, 2000).
Entretanto, esta maior susceptibilidade geralmente esta associada ao tipo de aptidao e manejo
ao qual cada raca ¢ submetida, favorecendo a exposi¢do ao carrapato ou ao desenvolvimento
de doenga clinica.

Silva (2011) realizou estudos sobre uma popula¢do de um canil de Setiibal, Portugal,
no qual foram testados 80 cdes (29 machos e 51 fémeas) escolhidos aleatoriamente. Neste
estudo foi realizado o rastreio de cinco doengas transmitidas por vetores, causadas pelos
agentes: Ehrlichia canis, Anaplasma phagocytophilum, Rickettsia conorii, Babesia canis e
Leishmania infantum. Os testes utilizados foram testes comerciais de imunofluorescéncia
indireta (IFI). Dos animais testados 58,75% dos animais encontravam-se infectados (20% co-
infectados e 38,75% monoinfectados). As prevaléncias de anticorpos contra os cinco agentes
foram: Rickettsia conorii (23,75%), Babesia canis (20%), Ehrlichia canis (16,25%),
Leishmania infantum (16,25%) e Anaplasma phagocytophilum (12,5%).

2.5.5 Fatores relacionados a presenca do carrapato

B. canis vogeli esta distribuida mundialmente, e principalmente onde haja a presenca
do carrapato vetor R. sanguineus, em diferentes locais com diversas caracteristicas
biocliméticas especialmente onde existam caes, pelo fato de seu habito de alimentacdo, sendo
este, o principal carrapato de caes de zona urbana (RIBEIRO et al., 1997; SHAW et al., 2001;
LABRUNA; PEREIRA, 2001). Outras espécies de carrapatos podem ser encontradas
parasitando os cdes no Brasil, tais como Amblyomma ovale, A. aureolatum, A. tigrinum e
A. cajennense. No entanto, a ocorréncia de diferentes espécies em diversas localidades ¢
resultante das caracteristicas epidemiologicas particulares de cada regidao (O’ DWYER, 2000).
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Em areas urbanas, a espécie de carrapato mais encontrada em cdes ¢
Rhipicephalus sanguineus, que se encontra distribuida em todas as regides geograficas do
Brasil (MASSARD et al., 1981; RIBEIRO et al., 1997). Em areas rurais, diferentes espécies
do género Amblyomma infestam cdes que tém acesso a areas de matas e florestas (MASSARD
et al., 1981; LABRUNA et al., 2000). Na regido Sudeste, as espécies de Amblyomma mais
freqiientemente encontradas em cdes de areas rurais sdo A. aureolatum, A. ovale e
A. cajennense (MASSARD et al., 1981). Na regido Sul destacam-se as espécies A. tigrinum e
A. aureolatum, embora pelo menos outras quatro espécies de Amblyomma ja tenham sido
relatadas em cdes (FREIRE, 1972). Na regido Norte, a espécie 4. oblongoguttatum foi
relatada como a de maior ocorréncia, seguida por 4. ovale e A. cajennense (LABRUNA et al.,
2000).

Estudos desenvolvidos no Brasil, incriminam a espécie R. sanguineus como a
responsavel pela transmissao tanto em nivel de cidade como ao nivel rural (O'DWYER et al.,
2001). Esta espécie tem habitos nidicolas, em sua fase de vida livre, podendo ser encontrada
dentro de canis, no interior das residéncias e nos quintais das casas, escondendo-se em frestas
e buscando abrigo em buracos das proprias instalagdes (LABRUNA; PEREIRA, 2001).

O habitat do R. sanguineus foi descrito por Maroli et al. (1996) como sendo
fundamentalmente constituido pelo ambiente urbano e peri-urbano, e teria o ninho do cao
como seu local de predilecdo. Também responsabilizaram o aumento do nimero de caes no
ambiente urbano e doméstico como sendo uma das causas da difusdo numérica deste ixodideo
nas cidades. Em relacao ao ciclo de vida deste vetor, afirmaram ter duragdo média de quatro a
cinco meses, podendo, porém ser completado em apenas trés meses dependendo das
condigdes climaticas; sendo importante ressaltar que temperatura inferior a 18°C e umidade
relativa do ar abaixo a 50% interferem no ciclo bioldgico do ixodideo.

Ao realizar estudo no municipio de Pedreira, area rural do estado de Sao Paulo, Lemos
et al. (1997) constataram que o A.cajennense foi a espécie de ixodideo predominante dentre as
seis encontradas tanto em animais, quanto em seres humanos e na vegetacdo. No cdo essa
espécie representou 73,5% das infestacdes por carrapatos, enquanto que o R. sanguineus
significou apenas 26,5% deste percentual.

Em levantamento realizado nos caes de rua da cidade de Porto Alegre, Ribeiro et al.
(1997) constataram que 52,4% dos animais apresentavam carrapatos, dos quais 93,2% eram
R. sanguineus.

Ao estudar a freqiiéncia de carrapatos em caes da regido norte do estado do Parana,
Labruna et al. (2001) observaram que apesar de ser em area rural, R. sanguineus foi a espécie
mais prevalente, muito embora sua freqiiéncia tenha sido bem inferior em relagdo a estudos
prévios realizados em areas urbanas. Esse achado foi justificado pelo héabito nidicola deste
ixodideo, somado ao dos caes repousarem sempre no mesmo lugar, o que possibilitaria a essa
espécie de carrapato se estabelecer na area rural.

O'Dwyer (2000) detectou parasitismo por carrapatos em 37,6% dos caes de areas
rurais do estado do Rio de Janeiro, sendo 23,6% por A. cajennense e 12,4% por R.
sanguineus. Esta constatacdo reforcou a teoria do predominio do 4. cajennense em areas
rurais € do R. sanguineus em areas urbanas e peri-urbanas observada em estudos prévios.

Rodrigues et al. (2001) em seus estudos em caes de rua na cidade de Juiz de Fora, MG,
observaram que 60,6% dos ixodideos encontrados nos cdes de rua foram identificados como
R. sanguineus, ressaltando a predominancia desta espécie em areas urbanas. Em contrapartida,
a segunda maior infestagdo por carrapatos foi atribuida ao género Amblyomma spp., tendo a
espécie A. cajennense a prevaléncia mais elevada, com um percentual de 11,5%. Atribuiu-se
tal fato a proximidade das instalagdes dos cdes com os pastos utilizados pelos eqiiinos, os
quais eram em grande numero no local. Nao foi constatada diferenca significativa na
ocorréncia de R. sanguineus entre as estagdes do ano, sendo observados nas duas estacdes
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avaliadas: inverno e verdo, porém ndo foi observada diferenca significativa para sua
prevaléncia no inverno (60,8%) e no verdo (60,3%); entretanto a intensidade média de
parasitismo foi significativamente maior no verdo (4,8 parasitas/hospedeiro), quando
comparada ao inverno (2,96 parasitas/hospedeiro). Concluiram que esta ocorréncia mais
intensa no verao poderia resultar no aumento das hemoparasitose transmitidas aos caes por
esta espécie de carrapato.

Szabo et al. (2001) ao estudarem as infestacdes ocorridas por ixodideos em caes das
areas urbanas e rurais do municipio de Franca, no Estado de Sdo Paulo, observaram que 100%
dos carrapatos de caes urbanos eram R. sanguineus, enquanto que na area rural o parasitismo
por esta espécie atingiu 50% dos animais. Constataram que um percentual de 66,7% dos caes
das cidades vivia em regime semi-confinado, o que diferia do livre deslocamento realizado
pelos cdes da area rural. Concluiram que esta diferenca na forma de criagdo dos caes poderia
explicar o menor parasitismo do R. sanguineus no meio rural. Por esta espécie possuir habito
nidicola, a movimentagdo mais intensa do cdo no ambiente rural diminuiria a chance dos
estadios biologicos evolutivos de reinfestarem o seu hospedeiro apds concluirem sua fase nao
parasitaria. Ao avaliar a raga dos caes, verificaram que os animais mais parasitados foram os
SRD, os quais participaram com 66,4% do total das infestagdes.

Moura et al. (2002) constataram que os carrapatos predominam sobre todos os outros
ectoparasitas em Cuiaba, no Estado de Mato Grosso, principalmente devido a existéncia de
uma extensa area de vegetagdo no perimetro urbano e pela presenca de uma estagdo chuvosa
bem definida nesta cidade.

Louly (2003), ao estudar a sazonalidade do R. sanguineus no canil da Policia Militar
de Goiania, Goias, observou que este vetor foi encontrado durante todo o ano, tanto em vida
livre quanto parasitdria, e que todos os estadios biologicos possuiam além de altas
prevaléncias, niveis semelhantes independente de qual fosse a estacdo. Constatou ainda que
este ixodideo possui quatro geracdes anualmente. Estes achados foram atribuidos as
condi¢des climaticas (temperatura e umidade relativa do ar) que se mantiveram 6timas no
decorrer de todo o estudo, além da disponibilidade do hospedeiro que foi constante neste
periodo. Foi sugerido haver susceptibilidade racial ou individual aos carrapatos por parte dos
caes, por ser observada uma maior infestagdo na raga Cocker Inglés quando comparada aos
caes sem raga definida (SRD). Além disso, confirmou-se o hébito nidicola deste carrapato
devido a predominancia significativamente superior de R. sanguineus nos canis do que nos
diversos ambientes de vida livre inspecionados.

Labruna (2004) em revisao bibliografica sobre o R. sanguineus, afirmou que a duragao
das fases de vida livre desta espécie ¢ variavel, sendo inversamente proporcional a
temperatura ambiente. Também afirmou que a viabilidade destas formas durante a fase nao
parasitaria ¢ afetada principalmente pelas condi¢des microclimaticas, em especial a umidade
relativa do ar.

2.6 Aspectos Imunolégicos

A resposta imune humoral se inicia em torno de sete dias apos a infecgio (BRANDAO
et al., 2003). A resposta imune celular ¢ a mais importante no combate as infec¢des por
Babesia spp. (VIDOTTO; TRAPP, 2004), entretanto ndo hd imunidade cruzada entre as
subespécies de B. canis. Anticorpos podem ser detectados cinco a doze dias pds-infecgao,
alcancando um valor maximo em torno do 21° dia, e a imunidade subespécie-especifica
apresenta duragdo de aproximadamente cinco meses, estando o hospedeiro susceptivel a
reinfeccao apos este periodo (VERCAMMEN et al., 1997).

Na auséncia do parasita, a duragdo da resposta imune a B. canis ¢ normalmente curta
(VERCAMMEN et al., 1997). Entretanto, os caes podem entrar em estado de premunicao
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caracterizado pela manutencao do agente no organismo na auséncia de sinais clinicos, com
altos titulos de anticorpos anti B. canis e aparente resisténcia a infec¢des subsequentes
(MASUDA et al., 1983) por um periodo de at¢ um ano, o que pode ser resultado de
imunidade protetora efetiva (MARTINOD et al., 1985).

A imunidade protetora aos protozodrios do género Babesia spp. ¢ mediada pelas
repostas inata e adaptativa, além de producdo balanceada de citocinas, uma vez que essas nao
estdo envolvidas apenas no controle da infec¢ao, mas podem contribuir com o progresso da
doenca. Enquanto a primeira envolve a participacdo de macréfagos e células natural killer, a
ultima produz interferon-y (INF-y) requerido para ativacdo de macréfagos, que irdo exibir
maior expressdo de receptores, atividade fagocitaria e produ¢ao de mediadores de agdo toxica,
como o oOxido nitrico (AHMED, 2002). Recentemente foi demonstrado que a formacgdo de
ligagdo de IgG e IgM a membrana do eritrdcito por mecanismos imunes parece estar presente
na maioria das infec¢des por B. canis vogeli, porém nao naquelas causadas por B. canis canis
(CARLI et al., 2009).

2.7 Manifestacoes Clinicas, Patogenia e Achados Anatomopatologicos

B. canis ocorre na Africa, Europa, Américas e Asia, sendo freqilente nos paises
tropicais e subtropicais, incluindo o Brasil (BRANDAO; HAGIWARA, 2002). A espécie B.
canis possui trés subespécies distintas: B. canis canis, B. canis rossi € B. canis vogeli,
(UILENBERG et al., 1989; TABOADA; MERCHANT, 1991). A distingdo entre essas se
baseia na especificidade do vetor, auséncia de reagdes cruzadas e nivel de patogenicidade.

Tem sido observado que as subespécies B. canis canis € B. canis vogeli possuem de
baixa a moderada patogenicidade, com animais apresentando parasitemia transiente e infecgao
inaparente. A forma aguda ¢ observada principalmente em infec¢des por B. gibsoni ou por
B. canis rossi, sendo que esta ultima possui alta patogenicidade induzindo & doenga
fulminante pelo aumento exponencial da parasitemia (SCHETTERS et al., 1997).

A babesiose canina da Africa do Sul causada pela B. canis rossi é transmitida pelo
carrapato Haemaphysalis leachi. Essa amostra ¢ muito disseminada e ¢ certamente a mais
virulenta (UILENBERG et al., 1989, LOBETTI, 1998). Na Europa ¢ na Asia, a babesiose ¢é
causada pela B. canis canis, a qual possui nivel intermedidrio de patogenicidade, sendo vetor
o carrapato Dermacentor reticulatus (BOOZER; MACINTIRE, 2003).

Babesia  canis  vogeli ¢  transmitida  pelo  carrapato  vermelho,
Rhipicephalus sanguineus, e causa uma doenca relativamente branda nos EUA e nas regioes
tropicais e subtropicais, incluindo o Brasil (PASSOS et al., 2005).

A doenga pode manifestar-se sob as formas subclinica, aguda, hiperaguda e cronica,
sendo que caes jovens sdo mais sensiveis e frequentemente apresentam as formas mais graves
da doenca (BREITSCHWERDT, 1993). Em casos graves pode levar a morte (ABDULLAHI
et al., 1990).

Nao existem sintomas patognomodnicos da babesiose, sendo o diagnostico clinico
baseado na anamnese e em sinais clinicos como membranas mucosas palidas, taquipnéia,
taquicardia, febre, anemia, que pode ser do tipo hemolitica, ictericia, anorexia, letargia,
linfadenopatia, esplenomegalia, hepatomegalia, eventualmente hemoglobinuria, e no
diagnostico anatomopatoldgico, coragao e rins amarelados (ABDULLAHI et al., 1990).

A gravidade das manifestagdes clinicas estd associada a diversos fatores, tais como:
patogenicidade da espécie ou cepa envolvida, intensidade da parasitemia, resposta imune e
idade do hospedeiro, nivel de desafio do carrapato e estresse (MARTINOD et al, 1986;
URQUHART, et al., 1996; SCHETTERS et al., 1997; JEFFERIES et al., 2003).

Alguns cdes sdo aparentemente mais resistentes a infec¢do, sem demonstrar sinais de
parasitemia (BRANDAO et al., 2003) ¢ a severidade das manifestacdes clinicas observadas na
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doenca esta relacionada ao grau de multiplicacao do parasita nos eritrocitos, com subsequente
lise celular (LEISEWITZ et al., 2001), e patogenicidade das diferentes espécies de Babesia
sp. e subespécies de B. canis (TABOADA, 1998), o que respaldou a classificagdo da doenca
em descomplicada ou complicada (JACOBSON, 2006). Além disso, outros fatores podem
influenciar na apresentacdo da doenga, como imunidade do hospedeiro, idade e doengas
concorrentes (LOBETTI, 1998).

As manifestagdes clinicas da forma complicada sdo variaveis e decorrentes da intensa
crise hemolitica ocasionada pelo parasita e da liberagcdo sistémica de fatores inflamatodrios.
Neste caso, hd envolvimento adicional de o6rgdos que resulta em anemia, coagulopatia,
ictericia, insuficiéncia renal aguda, hepatopatia, sindrome da angustia respiratoria aguda,
sinais nervosos, lesdes miocardicas, hemoconcentracio e choque (LOBETTI, 1998;
LOBETTI et al., 2002).

A forma hiperaguda da doenca ¢ pouco comum, sendo mais observada em filhotes, e
geralmente associada a intensa parasitemia e histdrico de alta infestagdo por carrapatos
(LEISEWITZ et al., 2001), com os animais acometidos manifestando resposta inflamatoria
sistémica severa, choque endotdxico, coagulagdo intravascular disseminada, hemoglobintria e
ictericia (HARVEY et al., 1988; OHNISHI et al., 1990; DASEY et al., 2001). A forma aguda
¢ observada principalmente em infecgdes por B. gibsoni ou B. canis rossi (LEISEWITZ et al.,
2001) e seus sinais clinicos incluem anemia, trombocitopenia, ictericia, esplenomegalia,
hemoglobinuria e febre (PAGE, 1998).

Caes que se recuperam da forma aguda da infec¢do, podem tornar-se portadores
cronicos, mantendo baixa parasitemia, sem deteccdo do agente ao esfregaco sanguineo
(TODOROVIC, 1975). Entretanto, quando desafiados por condigdes imunossupressoras ou
outras infecgdes, esses animais podem desencadear febre intermitente, anorexia, perda de
peso, anemia, edema (NELSON; COUTO, 2001; FURLANELLO et al., 2005), fraqueza,
esplenomegalia e mais raramente hemoglobinuria, petéquias e ictericia (SLOSS; KEMP,
1999; NELSON; COUTO, 2001; ALMOSNY, 2002). Alguns desses animais podem
desenvolver sinais de outras enfermidades cronicas, como evidéncias patologicas de doenca
hepatica e/ou glomerulonefrite (TABOADA, 1998). Dependendo do estagio de infeccdo,
podem surgir ainda disturbios nervosos, tais como dectbito com movimentos de pedalagem e
coma, que sdo associados a agregacdo de eritrocitos nos capilares cerebrais (McGAVIN;
ZACHARY, 2009).

No Brasil, a forma subclinica é provavelmente a apresentacdo predominante nos caes
com babesiose (VIDOTTO; TRAPP, 2004) e tem importancia relevante na manutengdo dessa
enfermidade, ja que esses animais apresentam-se normais ao exame fisico e a pesquisa direta
do parasita em esfregaco sanguineo, o que os torna importantes fontes de infec¢do para outros
animais (MAIA, 2005).

Como a babesiose ¢ considerada uma doenga multissistémica (JACOBSON, 2006), a
forma complicada inclui manifestagdes que ndo podem ser explicadas diretamente pela
hemolise e parecem ser resultado da resposta inflamatoria do hospedeiro ao parasita,
(MATIJATKO et al., 2010). Isto ¢ evidenciado pela inflamagdo sistémica e hipotensdo
associadas a diminui¢ao nao hemolitica do volume globular, seguida de disturbios do sistema
de coagulacgdo e sindrome da disfun¢do multipla de 6érgaos (SDMO) na fase aguda da doenga,
descritas por Schetters et al. (2009) e Matijatko et al. (2010).

Diferentes mecanismos de hemolise sdo propostos. Acredita-se que a destruicdo dos
eritrocitos pode ser causada pela acdo mecanica de B. canis nas células parasitadas
(MAEGRAITH et al.,, 1957), caracterizando a hemodlise intravascular observada
predominantemente no inicio da infeccdo. Nas células ndo parasitadas a destruicdo ¢
consequéncia do reconhecimento pelo sistema imune, uma vez que esses eritrocitos
encontram-se marcados por antigenos do parasita aderidos as suas membranas (BOUNOUS et

17



al., 1993). A presenca de anticorpos anti-membrana eritrocitdria em caes infectados por B.
gibsoni foi relatada (ADACHI et al., 1995). Estudos recentes revelaram aparente auséncia de
anemia hemolitica imune na infecgdo por B. canis canis, diferentemente daquelas causadas
por B. gibsoni e, provavelmente, por B. canis vogeli (CARLI et al., 2009).

A lise das hemacias produz mediadores inflamatorios de agdo sist€émica que, em
processos hemoliticos graves, causam vasodilatagio periférica e hipotensio (BRANDAO;
HAGIWARA, 2002), logo a hipotensdo ¢ induzida e dependente do nimero de eritrocitos
infectados por B. canis (SCHETTERS et al., 2009). O 6xido nitrico também contribui para a
vasodilatagio em quadros hipotensivos na babesiose canina complicada (BRANDAO;
HAGIWARA, 2002). Além disso, ha agregacdo e interacdo entre eritrdcitos infectados e o
tecido endotelial, facilitadas pela hipotensao (SCHETTERS et al.,, 1998) e a grande
concentragdo de eritrocitos parasitados no interior dos capilares do sistema nervoso central
pode ser responsavel pelas manifestacdes neurologicas ocasionalmente vistas na doenga
(BRANDAO; HAGIWARA, 2002).

A sindrome da disfuncdo multipla de orgdos (SDMO) e a Sindrome da Resposta
Inflamatéria Sistémica (SRIS) tém sido descritas na doenca causada por B. canis rossi
(WELZL et al., 2001). A hipdxia anémica decorrente da hemolise leva ao incremento do
metabolismo anaerdbico e reducdo da oxigenagao tecidual, o que contribui para a sindrome da
disfungdo multipla de 6rgios (BRANDAO; HAGIWARA, 2002) que ocorre, principalmente,
nos rins, figado, musculos, pulmao e cérebro. Enquanto a presenga de SRIS apresenta pobre
valor prognoéstico, a SDMO pode ser um excelente indicador de resolugdo da doenga, uma vez
que a taxa de mortalidade aumenta com o niimero de 6rgdos em faléncia (MATIJATKO et al.,
2010).

Pode ocorrer degeneracdo das células endoteliais dos pequenos vasos sanguineos,
anodxia, acaimulo de produtos metabdlicos toxicos, fragilidade capilar e, eventualmente, perda
de eritrocitos e hemorragia macroscopica. Em casos severos, pode-se observar coagulacao
intravascular disseminada (LEVINE, 1985). A morte ¢ devido a faléncia do organismo e
choque sistémico, nao sendo apenas devido a destrui¢do dos eritrocitos, mas também devido a
obstrucdo dos capilares de varios oOrgdos por células parasitadas (LEVINE, 1985),
consequéncia dos tampdes celulares formados pela ativagdo do sistema de coagulagdo
(SCHETTERS et al., 1998; HOMER et al., 2000).

No diagnostico post morten os animais infectados por B. canis podem apresentar-se com
perda muscular, anémicos e ictéricos. A injuria vascular ¢ evidenciada por hemorragias e
edema, que pode ser severo nos pulmdes. O bago pode estar aumentado de tamanho e firme,
com polpa vermelha hiperémica e corpisculos proeminentes, enquanto os rins apresentam
coloragdo marrom escura. O figado pode estar aumentado de volume e marrom-amarelado e,
na vesicula biliar, observa-se bile espessada e abundante. Histologicamente, podem ser
observados eritrécitos parasitados obstruindo capilares do cortex cerebral, além de
microtrombos em varios tecidos do animal (VALLI, 2007).

2.8 Achados Laboratoriais
2.8.1 Hematologicos

Estudos realizados em diferentes regides do Brasil tém demonstrado grande
diversidade de alteragcdes hematoldgicas decorrentes da babesiose canina. Dentre as
alteracdes, podem ser verificadas com maior freqiiéncia anemia normocitica normocromica,
policromasia, anisocitose, leucocitose por neutrofilia, monocitose, linfopenia e
trombocitopenia (SCHETTERS et al., 1997; GUIMARAES et al., 2004; FURLANELLO et
al., 2005).
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A anemia inicialmente € leve, normocitica, normocromica e pode ser observada na
fase aguda da doenca, quando os piroplasmas sao mais facilmente visualizados no esfregaco
sanguineo, porém ainda sem tempo de resposta medular levando a caracteristica
arregenerativa ¢ momentanea da anemia e com a progressdo da doenca, torna-se entdo
macrocitica hipocromica e regenerativa (FURLANELLO et al., 2005). Estas variagdes podem
ser decorrentes do estagio da doenga, da espécie e subespécie de Babesia que acomete cada
animal (ZYGNER et al., 2007).

Miranda et al., (2008) verificaram que o tipo de anemia mais freqlientemente
encontrado na babesiose canina ¢ do tipo normocitica normocromica, que pode ser observada
na fase aguda da doenga, quando os piroplasmas sdo facilmente visualizados no esfregaco
sanguineo, porém ainda sem tempo de resposta medular levando a caracteristica
arregenerativa e momentanea da anemia.

Vasconcelos (2010) avaliou cdes com babesiose residentes na regido periurbana de
Brasilia, onde 39,5% deles ndo apresentaram anemia. Alguns estudos apontam que a anemia
nem sempre ¢ vista em animais adultos assintomaticos sorologicamente positivos para
B. canis (TABOADA; MERCHANT, 1997).

Costa-Junior et al. (2009) relataram que em caes sadios, o hematocrito abaixo de 30%
ndo se constituiu um fator de risco relacionado a soroprevaléncia de B. canis vogeli. Braga
(2011) relatou em seus estudos que ¢ importante ressaltar que, uma vez que os caes com
contagem de hemacias e hematdcrito dentro da normalidade foram mais propensos a
soropositividade para babesiose, animais com estes parametros normais ndo devem ter
excluida a possibilidade de infecgdo por B. canis.

Gopegui et al. (2007) verificaram em seus trabalhos, trombocitopenia em todos os caes
positivos para babesiose. Lobetti et al. (2002) relataram que a trombocitopenia moderada a
severa ¢ comum na babesiose canina independente da subespécie envolvida.

Alteragdes leucocitarias sdo observadas de forma variada, mas incluem leucopenia,
leucocitose, neutrofilia ou neutropenia, linfocitose e eosinofilia (VERCAMMEN et al., 1997).
Estes parametros podem encontrar-se alterados decorrentes também de uma co-infec¢ao por
outros agentes. Estudos realizados por Zygner et al. (2007) indicam que hd o aumento do
numero de bastonetes, comumente observado em infecgdes agudas e pode ser causado por
doenca imunomediada. Ainda foi relatado aumento do nimero total de mondcitos por
Guimaraes et al. (2004).

Vasconcelos (2010) verificou que dentre as alteragdes observadas no leucograma de
animais positivos para Babesia canis sp., ressaltou que a monocitose esteve presente em
86,04% dos animais infectados.

Leucopenia ou leucocitose tém sido descritas em diferentes estdgios da babesiose
(GUELFI; CANDEBAT, 1998), contudo a leucopenia tém se mostrado um achado importante
na fase aguda da doenga (BARIC RAFAJ et al., 2007).

Braga (2011) verificou em seus estudos de babesiose canina em caes de hospitais e
clinicas veterinarias do Estado do Piaui, Brasil, que as alteragdes leucocitarias, nao
constituiram fator associado a soropositividade para a babesiose canina.

2.8.2 Bioquimicos

Os valores da bioquimica sérica sdo inespecificos € comumente normais, porém
dependem da gravidade da doenga e do grau de hipdxia. Pode ser observada hipocalemia em
animais gravemente afetados, mas este ¢ provavelmente um achado inespecifico, em
decorréncia da reducao da ingestdo de potassio (TABOADA; MERCHANT, 1997), aumento
da excrecdo renal, perdas gastrintestinais ou deslocamento para o espaco intracelular
(BRANDAO; HAGIWARA, 2002). Azotemia e acidose metabdlica sdo comuns, geralmente
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causadas pela desidratacao e/ou choque e parecem contribuir para a morbidade e mortalidade.
Ambas sdo comumente causadas por B. canis, mas ndo por B. gibsoni. Durante a moléstia
grave, as atividades das enzimas hepaticas podem estar aumentadas, em consequéncia da
hipoxia anémica do 6rgdo (TABOADA; MERCHANT, 1997). Ha relatos de aumento dos
niveis séricos de uréia, creatinina, elevagao da atividade de aspartato amino-transferase (AST)
e aumento da atividade de alanina aminotransferase (ALT) e fosfatase alcalina (FA). A
hiperbilirrubinemia ¢ um achado consistente durante a fase aguda da infeccdo por Babesia
canis, mas ndo por B. gibsoni (HOSKINS et al., 1993). Babesia canis causa doenca
caracterizada em sua forma aguda por anemia hemolitica regenerativa, febre e
hemoglobinuria, havendo, na forma severa da enfermidade, queda nos niveis séricos de
proteinas e albumina. Furlanello et al. (2005) observaram hipoalbuminemia em 31% dos
casos de babesiose canina avaliados em seus estudos.

Na urindlise, ¢ possivel a observacao de bilirrubintria, hemoglobintria, acompanhada
ou ndo de proteintria e cilindros granulares (TABOADA; MERCHANT, 1997), bem como a
presenca de células do epitélio renal, o que pode ser indicativo de lesdo renal aguda
decorrente de hemoglobinuria ou hipoperfusdo do 6rgio (BRANDAO; HAGIWARA, 2002).

2.9 Métodos de Diagnostico e suas Vantagens e Desvantagens

O diagnostico desse grupo de hemoparasitos ¢ realizado, principalmente, com base nos
sinais clinicos e laboratoriais, através de observagao microscopica das estruturas parasitarias
em esfregacos sanguineos corados, pela deteccdo de anticorpos por meio de métodos
soroldgicos e por técnicas de biologia molecular.

O diagndstico clinico ¢ feito com base nos sintomas e historico de infestacdo por
carrapatos. Entretanto, como estes sintomas sdo inespecificos, torna-se imprescindivel a
realizagdo de exames laboratoriais para confirmar a suspeita clinica (O’DWYER;
MASSARD, 2002). Diante destes fatos, o diagnostico laboratorial direto ou indireto destaca-
se por fornecer maior confiabilidade ao clinico veterinario (BOSE et al., 1995).

2.9.1 Diagndstico microscopico

Os agentes da babesiose canina podem ser visualizados diretamente por meio do
exame parasitologico de esfregagos sanguineos corados por Giemsa ou pela coloracdo de
Romanowsky (HARVEY et al., 1978; WOODY; HOSKINS, 1991; TABOADA, 1998;
MARTIN et al., 2005).

Quanto a morfologia, os merozoitos de B. canis (2,4 pym x 5.0 um) sdo piriformes e
frequentemente ocorrem em pares, porém, oito ou mais estruturas podem estar presentes no
mesmo eritrécito (LOBETTI, 1998). Os merozoitos de B. gibsoni (1,0 um x 3.2 um) sao
pleomorficos, sendo encontrados com maior frequéncia na forma oval, podendo adquirir
formato de anel.

O diagnostico de B. canis realizado pela observagdo direta do agente no esfregaco
sanguineo € rapido, de baixo custo e altamente especifico, porém, de baixa sensibilidade, pois
a parasitemia ¢ variavel de acordo com a fase da doenca, dificultando a visualizagcdo de
eritrocitos circulantes parasitados (VERCAMMEN et al., 1995). Além disso, a distingao
morfoldgica de cepas e espécies semelhantes torna-se mais dificil ou impossivel (KRAUSE et
al., 1996). Outro obstaculo relacionado ao diagndstico microscopico ¢ o treinamento do
técnico relacionado a diferenciag@o das estruturas observadas. A ndo detecg¢do do parasito em
esfregaco sanguineo nao significa auséncia de infeccdo. Além disso, sabe-se que, existem
variagdes nas manifestagdes patoldgicas entre as espécies e subespécies de B. canis e,
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portanto, a deteccdo e identificagdo acurada sdo imperativas no diagnostico de infecgoes
individuais (JEFFERIES et al., 2007).

2.9.2 Diagnostico sorologico

Diante das limitagdes discutidas anteriormente frente ao diagndstico microscopico
direto, os métodos soroldgicos t€m sido usados para diagnostico de infecgcdes com baixos
niveis de parasitemia, cronicas ou subclinicas (BOOZER; MACINTIRE, 2003).

Os métodos de diagnostico indireto (deteccao de anticorpos do agente por meio de
testes soroldgicos) sdo muito empregados em pesquisas epidemioldgicas e para avaliacao de
medidas preventivas (REITER; WEILAND, 1989; GUGLIELMONE et al., 1997; PASSOS et
al., 1998; SAHIBI et al., 1998; KATSANDE et al., 1999).

Os testes sorologicos sdo técnicas simples e sensiveis, entretanto a inabilidade para
distinguir uma infec¢ao atual tanto de uma exposi¢do prévia sem estabelecimento de infecgao,
quanto de uma infeccao prévia ¢ um dos maiores empecilhos deste tipo de diagnodstico
(IQBAL et al., 1994; RIKIHISA et al., 1994, DAWSON et al., 1996; WEN et al., 1997).
Além disto, sdo pouco especificos, pois pode ocorrer reagdo cruzada entre espécies, devendo-
se associar a presenga de anticorpos séricos com outros testes de diagnostico (ANDERSON et
al., 1980; YAMANE et al., 1993; DUMLER et al., 1995; WANER et al., 2001).

Entre as técnicas sorologicas, a Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) tem
sido a mais amplamente utilizada por sua alta sensibilidade, baixo custo e facil
operacionalidade, tendo sido bastante empregada em pesquisas epidemiologicas (BOSE et al.,
1995; ABOGE et al., 2007). Entretanto, a soropositividade ndo indica necessariamente a
presenca do parasito e sua especificidade ¢ limitada uma vez que pode ocorrer resultado falso-
positivo por exposi¢ao prévia ao parasita, permanéncia de anticorpos colostrais em filhotes até
cinco meses apos o nascimento € ndo reversdo do status sorologico do animal para negativo
apos autoesterilizagdo ou quimioesterelizacdo (MAIA, 2005), ap6és a qual o cdo pode
permanecer soropositivo por longos periodos (DANTAS-TORRES; FIGUEREDO, 2006) e,
além disso, pode também ocorrer reagdes cruzadas (BOBADE et al., 1989; MAIA, 2005).
Existem relatos de que o diagndstico utilizando a RIFI para deteccdo de anticorpos de
Babesia, também nao ¢ especifico, devido a reatividade cruzada antigénica entre as espécies e
ainda entre os géneros (YAMANE et al., 1993).

E comum a ocorréncia de resultados falso-negativos em infecgdes recentes, uma vez
que sao necessarios de cinco a 10 dias apos a infec¢do para deteccdo de anticorpos
anti-Babesia (TABOADA; MERCHANT, 1997, BOOZER; MACINTIRE, 2003).

A técnica de “Western Immunoblotting”, o ensaio de imunoadsorcdo enzimatica
(ELISA) e testes soroldgicos rapidos como o dot-ELISA também sdo utilizados para detecgdo
de anticorpos contra estes agentes (MARTINOD et al.,, 1985; BOBADE et al., 1989;
BELANGER et al., 2002; HARRUS et al., 2002; TORRES et al., 2002).

Goo et al. (2008) no Japao estudaram a proteina adesiva trombospondina de Babesia
gibsoni (BETRAP), que ¢ conhecida como um antigeno imunodominante e &, por conseguinte,
considerada candidata para o desenvolvimento de um reagente de diagnodstico para a
babesiose canina. A BgTRAP recombinante (rBgTRAP) expressa em Escherichia coli foi
testada em ensaio imunoenzimatico (ELISA) para a deteccdo de anticorpos para B. gibsoni em
caes. O ELISA com rBgTRAP diferenciou claramente entre os soros de cdes com B. gibsoni e
soros de caes livres de patdgenos especificos (SPF). Os soros coletados de caes
experimentalmente infectados com parasitas estreitamente relacionadas, B. canis canis,
B. canis vogeli, B. canis rossi, ¢ Neospora caninum, nao mostraram reatividade cruzada pelo
ELISA com rBgTRAP. Um total de 107 amostras de sangue colhidas a partir de cdes que
foram diagnosticados como tendo babesiose em hospitais veterinarios no Japao foram
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examinados para o diagndstico de infec¢ao por B. gibsoni através de ELISA e PCR. Noventa
e seis (89,7%) e 89 (83,2%) amostras testadas foram positivas pelos métodos de ELISA e
PCR, respectivamente, enquanto que 11 (10,3%) e 4 (3,7%) foram ELISA+/PCR- e ELISA-
/PCR+, respectivamente. Além disso, a sensibilidade do teste de ELISA com rBgTRAP foi
muito maior do que a de Testes ELISA previamente estabelecidos com rBgP50, rBgSA1, e
rBgP32. Os resultados indicaram que o rBgTRAP ¢ um antigeno promissor no diagnostico
para a detec¢do de anticorpos para B. gibsoni em caes e que a abordagem de ELISA / PCR
combinada poderia fornecer um diagndstico mais confidvel para os clinicos. Estudando a
mesma proteina, Narantsatsral et al. (2011) verificaram que esta apresenta uma baixa
expressdo quando utilizada em alta concentracdo, limitando assim, o diagndstico. Para
melhorar o seu nivel de expressdo, a proteina BgTRAPT foi truncada em dois fragmentos
tendo um N-terminal ou um C-terminal (BgTRAPn ou BgTRAPc, respectivamente). A
expressao da proteina BgTRAPc em Escherichia coli resultou numa proteina recombinante
adequada. A especificidade e sensibilidade do teste ELISA com as proteinas truncadas foram
determinadas utilizando soros de caes infectados experimentalmente com B. gibsoni e soros
de cdes (SPF). Um total de 254 soros foram examinados por ELISA com rBgTRAPn,
rBgTRAPc, e rBgTRAPL, bem como pelo teste de imunofluorescéncia de anticorpo indireto
(IFAT). A especificidade do rBgTRAPc foi maior (97,15%), e o seu valor kappa (0,8003) foi
maior que rBgTRAPn (0,7083). Os autores verificaram entdo, que com um nivel suficiente de
expressdo, bem como uma maior especificidade e sensibilidade, rBgTRAPc parece ser um
candidato potencial para o imunodiagnostico da infec¢do por B. gibsoni em caes.

Vargas-Hernandez et al. (2012) em seus estudos na Colémbia verificaram que embora
a deteccdo molecular de B. canis vogeli em seus estudos tenha sido baixa (5,4%), a
soroprevaléncia pela técnica de RIFI encontrada foi de 51,6%, indicando uma exposi¢ao
anterior a este agente.

2.9.3 Diagnostico molecular

Existem diversos métodos moleculares com suas variacdes e caracterizam-se pela
deteccao de quantidades minimas de material genético em uma determinada amostra a ser
testada. Devido as suas vantagens, tem-se sugerido o emprego destes métodos de diagndstico
na rotina clinica de pequenos animais, o que forneceria maior confiabilidade aos resultados
(MOTTIN et al., 2008). No Brasil, entretanto, seu uso ainda restringe-se mais a pesquisa
(DANTAS-TORRES; FIGUEREDO, 2006).

A Reacio em Cadeia pela Polimerase (PCR) alia especificidade e sensibilidade (BOSE
et al., 1995), proporcionando a deteccdo do agente em infecgdes agudas, subclinicas ou
crOnicas, mesmo nos casos de baixa parasitemia (MACINTIRE et al., 2002) e ainda pode ser
utilizada para validar resultados de outras técnicas de diagnostico (BOSE et al., 1995).
Adicionalmente, esta técnica pode ser aplicada no monitoramento de terapia e em estudos
epidemiologicos sobre a distribuicao geografica do patégeno (PERSING et al., 1992). A PCR
convencional ¢ considerada um dos métodos de diagnostico direto mais sensivel, especifico e
rapido, atualmente disponivel para a deteccdo de espécies de Ehrlichia, Babesia e Anaplasma
caninas (IQBAL et al., 1994; ANO et al., 2001; FUKUMOTO et al., 2001; BIRKENHEUER
et al., 2003; JEFFERIES et al., 2003; INOKUMA et al., 2004; DUARTE et al., 2008;
PINYOOWONG et al., 2008). Sendo utilizada como teste de acompanhamento ao tratamento
(PERSING et al., 1992; IQBAL et al., 1994; CHANG et al., 1997; WEN et al., 1997), na
detec¢do de animais portadores, para caracterizar as diferentes espécies (ANDERSON et al.,
1992; DAWSON et al., 1996; DUMLER et al., 2001; DUARTE et al., 2008), e em estudos
epidemioldgicos sobre a distribuicdo geografica de patdgenos (PERSING et al., 1992).
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Outras técnicas resultantes de modificagoes da PCR tém sido desenvolvidas com o
objetivo de aumentar a sensibilidade desta metodologia, como por exemplo, a nested PCR
(CHANG; PAN, 1996; WEN et al., 1997; MURPHY et al., 1998; ANO et al., 2001; MARTIN
et al., 2005), seminested PCR (BIRKENHEUER et al., 2003), PCR combinada com anélise de
polimorfismo de comprimento de fragmentos de restricdo (PCR-RFLP) (CARRET et al.,
1999; INOKUMA et al., 2001b; DAGNONE et al., 2003; JEFFERIES et al., 2007), PCR
multiplex (FIGUEROA et al., 1993; ALHASSAN et al., 2005; KLEDMANEE et al., 2009;
LISBOA, 2010) e PCR em tempo real (MATSUU et al., 2005; TEGLAS et al., 2005;
EDDLESTONE et al., 2006; SIRIGIREDDY et al., 2006; LABRUNA et al., 2007).

A técnica de PCR em tempo real permite o acompanhamento da reacdo e a
apresentacao dos resultados de forma mais precisa e rapida, em relacdo a PCR que apresenta
somente resultados qualitativos (NOVAIS; PIRES-ALVES, 2004). Outra vantagem ¢ que ndo
necessita de processamento pos-PCR, ou seja, a realizagdo da eletroforese em gel de agarose
ndo ¢ necessaria, sendo a mesma quantitativa.

A possibilidade de monitorar a PCR em tempo real revolucionou o processo de
quantificagdo de fragmentos de DNA e RNA. A PCR em tempo real realiza a quantificacao
dos acidos nucléicos de maneira precisa € com maior reprodutibilidade, porque determina
valores durante a fase exponencial da reagdo. Um sinal de fluorescéncia limiar ¢ determinado
e, o ponto que detecta o ciclo onde a reacdo cruza o limiar de deteccao ¢ denominado de
“Cycle Threshold” (Cr), neste ponto todas as amostras podem ser comparadas, além de
permitir a quantificagdo exata e reprodutivel baseada na fluorescéncia. Este limiar ¢ calculado
em funcdo da quantidade de fluorescéncia base e ¢ indicado no ponto no qual o sinal gerado
da amostra ¢ significativamente maior do que a fluorescéncia base. Entdo, o nimero
fracionario de ciclos de PCR requeridos para gerar sinal fluorescente suficiente para alcangar
este limiar, ¢ definido como o ciclo limite, ou Cr. Os valores de Cr sdo diretamente
proporcionais a quantidade de amostra inicial e servem como base para calcular as medidas
dos niveis de expressdo de RNA mensageiro ou niimero de copias de DNA (GINZINGER,
2002; NOVALIS; PIRES-ALVES, 2004).

Virias tecnologias de PCR em tempo real estdo disponiveis no mercado. Os sistemas
mais utilizados sdo corantes intercalantes SYBR® Green (SCHMITTGEN et al., 2000; YIN et
al., 2001) e as sondas: TagMan (HEID et al., 1996) e molecular beacons (TYAGI; KRAMER,
1996). Outros métodos ja foram relatados (NAZARENKO et al., 1997; WILHELM et al.,
2001), entretanto, em todos os casos um sinal fluorescente ¢ gerado durante o processo da
PCR e capturado por qualquer um dos diversos instrumentos de tempo real (GINZINGER,
2002).

O SYBR® Green ¢ um método de deteccio ndo especifica. Este corante se liga entre a
fita dupla de DNA e, com a excitacdo da luz emitida pelo sistema 6ptico do termociclador,
emite uma fluorescéncia verde. As vantagens de sua utilizacao sao o baixo custo, a facilidade
no uso e sensibilidade. A desvantagem ¢ a ocorréncia de ligagdo em todo DNA fita dupla que
surge durante a reacdo, incluindo os dimeros dos iniciadores e outros produtos inespecificos,
podendo resultar em uma superestimacgdo da concentracdo do fragmento alvo. As moléculas
ndo ligadas (a0 DNA) do SYBR" Green apresentam fluorescéncia fraca produzindo um sinal
minimo que ¢ subtraido durante a andlise de computador. Entretanto, a fluorescéncia ¢é
realcada quando ligado na fita dupla do DNA. Para demonstrar a amplificagdo e avaliar se
foram formados produtos de PCR inespecificos na reacdo, uma curva de dissociagdo dos
fragmentos amplificados ¢ construida. A temperatura na qual o produto amplificado se
dissocia ¢ chamada de Tm (“melting temperature”), ¢ a este ponto, ha uma queda na
fluorescéncia decorrente do desligamento do Sybr da fita dupla do DNA representada por um
pico na curva de dissociag@o. Se apenas os produtos especificos da PCR forem amplificados,
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um unico pico serd visualizado no grafico representando assim, uma amplificacdo e uma Tm
especifica (NOVALIS; PIRES-ALVES, 2004).

2.9.4 Diagnostico molecular em vetores

Kubelova et al. (2011) analisando carrapatos Dermacentor reticulatus e Ixodes ricinus
na Eslovaquia através de nested PCR, com posterior digestdo enzimatica, verificaram 3,2% de
frequéncia de infeccdo por Babesia nos carrapatos, comprovando a subespécie B. canis canis
em todas as amostras sendo em 3,5% das fémeas e em 1,9% dos machos no primeiro.

Rar et al. (2005a,b) relataram frequéncias de 3,6% e 4,2% de positividade para
B. canis em carrapatos D. Reticulatus, no sudoeste e Oeste da Sibéria, respectivamente.

Hartelt et al. (2004) estudaram doencas transmissiveis por carrapatos na Alemanha,
como Anaplasma phagocytophilum, Rickettsia sp. e Babesia sp. enfatizando que o
conhecimento sobre a prevaléncia destes agentes infecciosos em carrapatos ¢ um requisito
importante para a avaliacdo de possiveis riscos dos carrapatos como uma fonte de infec¢ao
humana na Alemanha. Para a pesquisa, ninfas e carrapatos adultos Ixodes ricinus foram
coletados e examinados, encontrando-se Rickettsia sp. em 8,9% dos carrapatos examinados.
Em cerca de 2,6% de carrapatos Rickettsia-positivos, encontraram dupla infeccdo com
Anaplasma phagocytophilum. Babesia sp. foi detectada em 1,0% dos carrapatos examinados.
Por seqilienciamento, 90 % foram identificados como Babesia divergens. Trés dos carrapatos
positivos para Babesia sp. foram identificados como Babesia microti.

Foldvari et al. (2007) realizaram pesquisa na Hungria para investigar a ocorréncia de
espécies de carrapatos (Acari: Ixodidae) coletados de caes e Borrelia e Babesia spp. detectada
nestes artropodes. Ixodes ricinus e Dermacentor reticulatus foram as espécies de carrapatos
mais comuns nos caes da area estudada. As fémeas das duas espécies foram selecionadas para
analises moleculares. Reagdes em cadeia da polimerase foram realizadas com primers BSLF /
BSL-R para a detec¢do de Borrelia spp. em I. ricinus € com os iniciadores PIRO-A1/PIRO-B
para amplificar DNA de Babesia spp. em D. reticulatus. Produtos foram seqiienciados para
identificar as espécies, os patdogenos ou subespécie. DNA de Borrelia spp. foi detectado em
seis (5,6%) de 108 amostras de /. ricinus e de Babesia spp. em 43 (29,9%) de 144 amostras de
D. Reticulatus. O sequenciamento revelou uma maior similaridade com Borrelia afzelii e
Borrelia garinii e Babesia canis canis, respectivamente, destacando a alta prevaléncia de
B. canis canis em carrapatos coletados de caes.

Zygner et al (2008) estudaram a ocorréncia e prevaléncia de Babesia canis, Borrelia
burgdorferi sensu lato, e Anaplasma phagocytophilum em carrapatos provenientes de cdes em
Varsovia, Polonia, através de PCR. DNA de B. canis foi detectado em 11% dos carrapatos D.
reticulatus. Descobriu-se que 6,2% de I. ricinus apresentaram DNA especifico para B.
burgdorferi e 2,9% A. phagocytophilum. O sequenciamento do fragmento amplificado
confirmou a infeccdo por Borrelia afzelii. Este trabalho foi o primeiro levantamento das
prevaléncias dos agentes estudados em carrapatos.

Zygner et al (2010) observaram a ocorréncia e prevaléncia de Babesia microti em
carrapatos ixodideos removidos de cdes em Varsovia (Polonia central). Dos 590 carrapatos
coletados, 209 foram identificadas como Ixodes ricinus, e 381 como Dermacentor reticulatus.
O DNA de B. microti foi detectado em 11 das 590 (1,86%) amostras de carrapatos. Quanto ao
carrapato 1. Ricinus, o DNA foi detectado somente em exemplares fémeas (11 de 193; 5,7%).
O resultado deste estudo evidenciou pela primeira vez B. microti em carrapatos /. ricinus em
Varsovia.

M’ghirbi e Bouattour (2008) pesquisaram em areas rurais da Tunisia, Babesia spp.
através de Hibridizagdo PCR/RLB para detec¢do e analise em cdes naturalmente infectados e
carrapatos recuperado a partir dos caes. Das 180 amostras de sangue coletadas dos caes
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domésticos em quatro aldeias situadas em diferentes zonas bioclimaticas, 12 (6,7%) foram
positivas para Babesia canis vogeli e, de um total de 160 exemplares de Rhipicephalus
sanguineus analisados, apenas um exemplar (macho) apresentou-se infectado por
B. canis vogeli. DNA de Babesia ndo foi detectado no sangue do cdo que deu origem ao
carrapato. Esta baixa frequéncia de infec¢do no carrapato foi explicada pela quantidade
substancial de inibidores de PCR presentes no DNA extraido dos carrapatos. Este foi o
primeiro relato sobre a deteccdo de DNA de B. canis vogeli em caes domésticos € em R.
sanguineus na Tunisia.

Inokuma et al. (2003) em seus trabalhos de detec¢ao e analise de espécies de Babesia
em carrapatos recuperados a partir de caes do Japao através de diagnostico pela PCR e andlise
da sequéncia de nucletideos com base no gene do rRNA 18S, verificaram e relataram pela
primeira vez num total de 1.136 carrapatos (Haemaphysalis flava, Rhipicephalus sanguineus,
e Ixodes ovatus), DNA de Babesia canis vogeli em seis carrapatos (dois Haemaphysalis sp.,
dois H. longicornis, um H. flava e um R. sanguineus ¢ DNA de Babesia gibsoni Asia-1 em
quatro carrapatos. Sequéncias unicas de 1.678 pb também foram obtidas a partir de trés
Ixodes ovatus em Provincias Akita e Fukui. As sequéncias foram semelhantes as de
Babesia odocoilei (97,7%) e Babesia divergens (97,6%).

Garcia-Sanmartin et al. (2008) em seus estudos, verificaram um total de 562
carrapatos ixodideos adultos, coletados em 10 areas de lazer montanhosas no norte da
Espanha, os quais foram analisados para a infec¢do por piroplasmas, através de PCR/RLB
utilizando um painel de sondas para 23 espécies identificadas de piroplasmas. A prevaléncia
geral foi de 9,3%. A maioria era de Theileria spp. (7,7%), 3,0% Babesia spp. e 1,4% ambos
os géneros. Ixodes ricinus foi o carrapato mais abundante na vegetacao, e a prevaléncia da
infeccdo foi de 11,4%, R. bursa (16,0%) e Haemaphysalis punctata (13,5%). A infeccdo foi
detectada em 6,2% de Dermacentor reticulatus ¢ em 1,1% dos Haemaphysalis inermis.
Ixodes ricinus transportou mais espécies de piroplasmas (13), seguido por H. punctata (10),
D. reticulatus (8), R. bursa (3) e H. inermis (1). Embora a maioria dos carrapatos positivos
abrigarem uma unica infec¢do (76,9%), infecgdes mistas com duas ou trés espécies diferentes
de piroplasmas também foram detectados (23,1%). O trabalho ndo identificou B. canis vogeli,
bem como exemplares de R. sanguineus ndo estiveram presentes nas coletas.

Segundo René et al. (2012), na Franga a babesiose canina tem uma elevada
prevaléncia sendo Babesia canis canis o principal agente etioldgico da doenca. Babesia vogeli
tem sido relatada na Europa e em outros paises em torno do Mar Mediterraneo. O carrapato
Rhipicephalus sanguineus, o principal vetor conhecido de B. vogeli, ocorre no sul da Franca,
no entanto, apenas um caso de cao infectado por B. vogeli foi relatado na Franca. Para obter
mais conhecimentos acerca da prevaléncia de Babesia em caes e carrapatos R. sanguineus, foi
realizado um estudo em clinica veterinaria do sul da Franga, onde doze amostras sanguineas
de cdes e 36 carrapatos R. sanguineus foram analisados por PCR e posterior seqiienciamento.
Quatro caes (33,3%) e 8 carrapatos (22,2%) foram encontrados infectados por B. vogeli. Esta
abordagem revelou pela primeira vez um conjunto de casos de babesiose canina causada por
B. vogeli na Franga e destacou a necessidade de fazer de forma sistematica o diagnostico de
patdgenos potencialmente responsdveis pela babesiose canina utilizando ferramentas
moleculares adequadas.

2.9.5 Diagnostico diferencial
A babesiose clinica pode ser confundida com outras afeccdes que causam febre,
anorexia, letargia, anemia, hemdlise, ictericia e hemoglobinuria, tornando o diagndstico

correto, de suma importancia (LEATCH, 2001). A doenga pode ser complicada pela presenca
simultdnea de inclusdes em mondcitos por Ehrlichia canis, igualmente transmitida pelo
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carrapato R. sanguineus (URQUHART et al., 1996). A co-infeccao por erliquiose ¢ um
achado comum e apresenta sinais clinicos de anemia, mucosas palidas, sinais neurologicos,
dentre outros, enquanto que na babesiose hd anemia, sinais neurologicos, podendo as mucosas
apresentarem-se ictéricas. Da mesma forma, a presenca de outros hemoparasitos, como
Haemobartonella, Anaplasma platys e Hepatozoon spp. dificultam o diagnostico (NELSON;
COUTO, 1998).

A anemia hemolitica pode ter varias causas, entre elas infecciosas, como por exemplo,
micoplasmose, leptospirose, erliquiose e leishmaniose; causas toxicas, como intoxicagao por
cobre; e causas imunes, por reacdo antigeno anticorpo, como ocorre no caso da anemia
hemolitica auto-imune (KERR, 2003). Segundo Fenner (1985) pode haver anemia hemolitica
devido a uma anormalidade intracorpuscular, como por exemplo, deficiéncia de quinase
piruvato do Basenji e do Beagle, além de envenenamento por chumbo. O autor também
atribui a anemia hemolitica imunomediada primariamente sem causa definida (idiopatica) e
secundariamente, associada a outro processo doentio (lupus eritematoso sistémico,
linfossarcoma, leucemia linfocitica, infec¢des bacterianas, doenga granulomatosa, doenca
viral, trombocitopenia imunomediada...) e secundaria a administragdo de drogas (cefalotina,
penicilina, difenilidantoina, clorpromazina, fenilbutazona, sulfonamida e dipirona).

Vale a pena ressaltar que a Babesia canis foi durante muito tempo confundida com
Rangelia vitalii, recebendo a mesma denominagdo. Este agente etiologico foi descrito em nota
preliminar a Sociedade Cientifica de Sdo Paulo por Pestana em 1910, que relatou haver
encontrado um piroplasma no sangue de caes que foram acometidos pela doenca descrita por
Carini em 1908, em cdes com sintomatologia hemorragica, conhecida vulgarmente como
peste de sangue ou “Nambyuv” (do idioma Guarani: orelha que sangra), a qual apresentava
semelhanca a piroplasmose por causar ictericia maligna em caes, semelhante a provocada por
Babesia canis. Posteriormente, apos estudo da doenga espontanea, reproduziu-se a infec¢ao
em caes jovens através de inoculagdes experimentais. Ainda em 1910, Pestana identificou o
agente causador deste quadro clinico como Piroplasma vitalii em homenagem ao Dr. Vital
Brazil. As principais diferengas deste parasito e B. canis foram os aspectos morfologicos e
bioldgicos, além da sintomatologia e achados macroscopicos.

Ao reavaliarem a doenca, Carini ¢ Maciel em 1914, observaram aspectos relacionados
a patogenia e lesdes patoldgicas, confirmando os achados de Pestana sobre as trés formas
clinicas descritas (benigna, hemorragica e grave) e propuseram a criagdo de um novo género
que denominaram Rangelia, em homenagem ao Dr. Rangel Pestana que tanto estudou e
descreveu esta espécie detalhadamente. Essa diferenciagdo baseou-se principalmente na
presenga de esquizogonia exo-eritrocitica em células endoteliais que foram descritas
detalhadamente.

Moreira (1938), em desacordo com os autores anteriores, ndo encontrou diferencas no
quadro sintomatologico entre “Nambyuvu” e babesiose canina cléassica, e admitiu de acordo
com Wenyon (1926) a possibilidade de infeccdo mista intercorrente de Toxoplasma gondii e
B. canis para as formas de esquizogonia descritas por Pestana (1910) e Carini e Maciel
(1914).

Carini (1948) confirmou a existéncia das formas de Rangelia encontradas nos tecidos
(esquizontes) e refutou a possibilidade de tratar-se de Toxoplasma ou Hepatozoon, assim
como, detalhou a multiplicagdo do parasito nas cé€lulas reticulo-endoteliais.

Rezende (1976) descreveu a ocorréncia desta parasitose em cdes provenientes de areas
rurais no Rio de Janeiro com proposta de revalidacdo do grupo Rangelia, relatando a
ocorréncia de baixa parasitemia e de infestacdo dos ixodideos: Amblyomma aureolatum,
A. cajennense, A ovale, A. trigrimun e R. sanguineus em caes (Canis familiaris) provenientes
destas areas. Massard (1979) citou que neste tipo de nicho ecoldgico, nota-se a maior
prevaléncia da espécie A. aureolatum, infestando C. familiaris. Posteriormente, observou-se a
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relacdo destes ixodideos com a presenga da espécie Hepatozoon canis em areas rurais
(O’DWYER et al., 2001), embora a caracterizacdo do esporocisto ocorreu na espécie A. ovale
(FORLANO et al., 2005).

2.10 Tratamento e Profilaxia da Babesiose Canina

O tratamento da babesiose canina deve ser combinado ao suporte clinico do animal,
que varia de acordo com as manifestagoes clinicas da doenga, e com o suporte laboratorial, a
fim de acompanhamento e prognostico do tratamento.

O Dipropionato de Imidocarb ¢ uma das drogas disponiveis para tratamento da
babesiose em caes (VIAL; GORENFLOT, 2006) e apresenta efeito direto sobre o agente,
alterando a forma do nucleo e a morfologia citoplasmatica e interrompendo a parasitemia e o0s
sintomas clinicos 24 a 48 horas ap6s sua aplicagdio (BRANDAO; HAGIWARA, 2002). A
quimioterapia efetiva pode ser alcancada por duas doses de 5,0-6,6 mg/kg injetadas por via
subcutanea ou intramuscular, com intervalo de duas a trés semanas (TABOADA, 1998). Esta
droga possui efeitos colinérgicos indesejados, os quais podem ser prevenidos pela utilizacao
de atropina (0,04 mg/kg) 10 minutos antes de sua aplicagio (BRANDAO; HAGIWARA,
2002). E importante considerar os beneficios do tratamento visto que, em infecgdo
experimental, cdes tratados com dipropionato de imidocarb eliminaram a infec¢do, mas
tornaram-se mais susceptiveis a reinfec¢do devido a inibicdo da manutencdo de anticorpos
protetores (BRANDAO et al., 2003). O imidocarb reduz a morbidade, mortalidade e
parasitemia nas infecgdes por B. gibsoni (gendtipo asiatico), mas ndo ¢ curativo. Esta espécie
¢ considerada virulenta em caes e, at¢é o momento, nenhum tratamento babesicida tem sido
capaz de eliminar a infec¢do. Além disso, os proprietarios devem estar cientes de que caes que
sobrevivem a babesiose podem permanecer infectados subclinicamente e podem sofrer
recidivas da doencga no futuro ou servir como fonte de infec¢do para a propagacdo da doenca
em determinada area (TRAPP et al., 2006b).

O Aceturato de Diminazeno interfere na glicolise aerdbica e na sintese de DNA do
parasita e pode ser administrado na dose Unica de 3,5mg/kg, via subcutanea, sendo eficaz nas
infec¢des principalmente de filhotes, onde o dipropionato de imidocarb ¢ contra indicado.
Para B. gibsoni o procedimento deve ser repetido apds 24 horas (BRANDAO; HAGIWARA,
2002). A doxiciclina na dose de at¢ 10mg/kg, via oral, duas vezes ao dia também pode ser
eficaz no controle da doenga (TABOADA, 1998).

O Metronidazol administrado (25mg/kg, via oral, duas ou trés vezes ao dia) durante
duas a trés semanas ou o Hidrocloreto de Clindamicina administrado (12,5mg/kg, via oral,
duas vezes ao dia) por duas a trés semanas podem diminuir a doenca clinica, se outros
farmacos ndo estiverem disponiveis. A terapia de suporte (sangue ou seus derivados, fluidos,
etc.) deve ser instituida sempre que necessario, € o controle de carrapatos ¢ fundamental na
prevencao da babesiose (LAPPIN, 2006).

Estudos de Vercammen et al. (1996) demonstraram a eficdcia da Doxiciclina no
tratamento profilatico da babesiose canina. Relataram que na dose de 5 mg/kg/dia diminui os
fortes sintomas da doenca e que numa dose superior 20mg/kg/dia previne a parasitemia e a
doenga clinica.

Existe na Europa uma vacina contra Babesia canis, que ¢ baseada em antigenos
soluveis do parasita (ASP). Existem vacinas que veiculam sé os ASP de uma estirpe e outras
que veiculam os ASP de duas estirpes da Babesia spp. Quando se usa a vacina que se baseia
apenas nos ASP de uma estirpe o espectro de protegdo ¢ mais estreito (SCHETTERS, 2005).
Ambas as vacinas induzem protecdo parcial contra a babesiose, uma vez que reduzem a
gravidade dos sinais clinicos, parasitemia e duracdo da doenca (SOLANO-GALLEGO;
BANETH, 2011).
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A vacina inativada contra babesiose canina esta disponivel comercialmente no Brasil,
registrada no Ministério da Agricultura Pecudria e Abastecimento, sendo importada da
Holanda, e chamada NOBIVAC® PIRO (MAPA, 2012), com a finalidade de reduzir os sinais
clinicos e anemia nos animais, entretando o uso ¢ limitado devido as diferengas antigénicas
encontradas no hemoparasito envolvido de acordo com o local de ocorréncia.

A profilaxia ndo ¢ simples e deve ser focada no controle efetivo dos carrapatos, o que
cada vez mais vem sendo dificultado, seja pelas mudangas climéaticas favorecendo o ciclo do
vetor, pela resisténcia aos acaricidas, pela falta de informagdo na realizagdo do manejo ou
pelo custo relativamente alto dos produtos. Quando animais de areas endémicas forem
transportados para éareas livres, estes devem ser testados frente a testes diagnosticos e se
necessario tratados anteriormente (HUXSOLL et al., 1970). Caes doadores de sangue devem
passar por triagem com testes sorologicos ou moleculares (REINE, 2004).

2.11 Saude Publica

A babesiose ¢ uma zoonose emergente em muitas partes do mundo, no entanto, com
algumas excecdes, as babesias caracteristicas dos animais de companhia nao estao implicadas
na transmissdo zoonoética (IRWIN, 2009). Aparentemente ndo existe nenhuma babesia que
tenha como hospedeiro especifico o homem, e este quando afetado ¢ considerado um
hospedeiro acidental. A doenca que apresenta ¢ normalmente ligeira, auto-limitante ou
facilmente tratavel, doenca severa ¢ extremamente rara (TABOADA; LOBETTI, 2006). A
babesiose humana torna-se mais importante nos individuos imunocomprometidos e deve ser
considerada no diagnostico diferencial de infecgdo ou de febre de origem desconhecida
especialmente em pacientes esplenectomizados, que receberam transfusdo sanguinea ou
portadores do virus da AIDS (HUNFELD et al., 2008). J& foi relatado caso de babesiose
humana devido B. canis, com sintomatologia renal aguda (TABOADA; LOBETTI, 2006).
Porém deve-se ter em conta, que os cdes expdem os humanos a vetores, que muitas vezes
veiculam organismos que podem afeta-los mais severamente (TABOADA; LOBETTI, 2006).

Embora B. microti seja responsavel pela maioria dos casos de babesiose humana nos
Estados Unidos, existem relatos na literatura de B. divergens como o agente da babesiose
humana neste pais (SKOTARCZAK; CICHOCKA, 2001). Casos de babesiose humana em
Washington e California estdo relacionados com uma espécie desconhecida designada WA-1.
Estudos filogenéticos demonstraram que WA-1 estd relacionada com Babesia gibsoni
(parasita canino). Um caso fatal de babesiose humana foi descrito no Missouri a partir de uma
cepa denominada MO-1, relacionada a B. divergens (FRIEDMAN et al., 2004).

Entre os anos de 1982 e 1993, 139 pacientes que estavam hospitalizados com
babesiose no Estado de Nova lorque, nove pacientes morreram (6,5%) € os sintomas mais
comuns foram febre, mialgia, dor de cabeca, fadiga, fraqueza, anemia hemolitica, ictericia,
hemoglobinuria. Entre estes pacientes, 12% tinham historico de doenga de Lyme, 12% eram
esplenectomizados e 2% contrairam a doenga por transfusdo sanguinea (WHITE et al., 1998).

Na Europa ja foram relatados casos e todos envolveram as espécies Babesia microti e
B. bovis e ocorreram em individuos que foram esplenectomizados. O primeiro caso de
babesiose humana na Europa ocorreu em um fazendeiro de 33 anos, esplenectomizado, com
sintomas de febre, anemia, calafrios e hemoglobintria. A espécie B. bovis foi identificada no
sangue do paciente (YOSHINARI et al., 2003). O primeiro caso de Babesiose humana na
Polonia foi diagnosticado sendo importado do Brasil e baseado na descoberta do parasita,
depois de uma inoculacdo intraperitonial do sangue do paciente em hamster. A espécie nao foi
identificada neste caso (HUMICZEWSKA; KUZNA GRYGIEL, 1997). Cerca de 20 casos de
babesiose humana ocasionados por transfusdo de sangue foram descritos desde 1980, no
Japao (MATSUI et al., 2000; SAITO-ITO et al., 2000) e no Canada (BUJASSOUM et al.,
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2000). O risco de infeccao por transfusdo sanguinea ¢ estimado de 6 por 1 milhdo em sangue
coletado (MCQUISTION et al., 2000). Confusdes clinicas entre babesiose humana e malaria
sdao freqiientemente descritas na literatura (CLARK; JACOBSON, 1998). Dor de cabeca,
febre, néauseas, vOmito, mialgia, estado mental alterado, coagulacdo intravascular
disseminada, anemia com destrui¢do de eritrocitos, hipertensdo, angustia respiratoria e
insuficiéncia renal sdo sintomas comuns para ambas doengas.

Segundo Alecrim et al. (1983), o primeiro registro de babesiose humana no Brasil foi
registrado no Estado de Pernambuco em um paciente de sexo masculino, auxiliar de
veterinario e trabalhador numa fazenda. O paciente apresentou sintomas como febre,
indisposi¢do, inapeténcia e dores pelo corpo, foi internado, e durante a hospitalizagdo foi
tratado como portador de malaria, sem obter melhora, contudo apds andlise parasitologica
detalhada, foram observadas estruturas parasitarias identificadas como Babesia spp. O
trabalho de Yoshinari et al. (2003) reportou um caso de co-infec¢do causada por patdégenos da
doenca de Lyme e babesiose em dois irmdos que contrairam a doenca na cidade de Cotia,
Estado de Sao Paulo, em 1992. Os mesmos autores também observaram alta freqiiéncia
(25,4%) de anticorpos para B. bovis em um grupo de 59 pacientes brasileiros com borreliose
de Lyme.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Descricao da Regido Estudada

O estudo foi realizado no municipio de Seropédica, Estado do Rio de Janeiro, Brasil.
O municipio localiza-se na Microrregido de Itaguai (composta por trés municipios: Itaguai,
Seropédica e Mangaratiba) e faz parte da mesorregido metropolitana do Rio de Janeiro a 75
quilémetros da capital do Estado. Ocupa uma area de 283,794 km?, e sua populagdo foi
estimada pelo IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica) no ano de 2010, em
78.138 habitantes, sendo entdo o 31° municipio mais populoso do Estado e o segundo mais
populoso de sua microrregido. Apresenta limites com os municipios Itaguai, Nova Iguacu,
Japeri, Queimados e Paracambi. Localiza-se a 22° 44’ 38" de latitude Sul, 43° 42’ 28" de
longitude Oeste, na regido Oeste da Baixada Fluminense a uma elevacdo de 26 metros do
nivel do mar (IBGE, 2010). (Figura 1)
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Figura 1. Localizagdao geografica do municipio de Seropédica, Rio de Janeiro, evidenciando
os bairros e as principais rodovias federais e estaduais existentes, € o Arco Vidrio que estéd
sendo implementado na regido. Adaptado do DNIT (Departamento Nacional de Infraestrutura
de Transportes) por Silva, C. S e Silva, J. M. (2012).

A temperatura média anual da regido ¢ de 22,7 °C, com temperatura média maxima
acima de 25°C e precipitacao anual de 1.291,7 mm. O clima ¢ tropical subumido com pouco
ou nenhum déficit hidrico e mesotérmico com calor bem distribuido o ano todo. E classificado
como Aw (tropical com estagdo seca e estacdo chuvosa no verdo) segundo o modelo de
Koppen-Geiger (PIEEL et al., 2007).
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O municipio apresenta areas urbanizadas e expansao da urbanizagdo para as areas
rurais, com pequena extensdo territorial entre as mesmas e facilidade de deslocamento de
pessoas € animais entre essas areas. As areas rurais apresentam certo grau de infuéncia da
urbanizag¢do em relacdo as edificagdes e habitos de criagdo de animais de companhia, porém
com caracteristicas ambientais, sociais, econdmicas ¢ demograficas que as caracterizam como
rurais. Esta caracteristica quanto ao tipo de area ¢ observada em toda a regido metropolitana
do Estado do Rio de Janeiro.

O trabalho de coleta de material biologico foi realizado em diferentes localidades
rurais e urbanizadas dentro do municipio de Seropédica, listados a seguir: Km 42, Km 39,
Boa Esperanga, Km 49 (Centro), Fazenda Caxias, Fonte Limpa, Mutirdo, Eldorado, Peixoto,
Sa Freire, Santa Sofia, Vila Sonia, Km 47 (Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro -
UFRRYJ), Areal, Sao Miguel e Valdo da Louga.

3.2 Inquérito Canino
3.2.1 Tamanho da amostra e amostragem

Para a determinagdo do tamanho da amostra foi estabelecido o grau de confianca de
95%. Visto ndo terem sido realizados estudos de prevaléncia por outros grupos de pesquisa na
regido, com os métodos de diagndstico utilizados no presente estudo, a prevaléncia esperada
utilizada para o célculo foi de 40%, baseada na prevaléncia encontrada pelo método de
diagnodstico sorolégico de RIFI em cades de areas rurais do Estado do Rio de Janeiro
(O’ DWYER, 2000). A margem de erro admitida para este valor foi de 6%.

Desta forma, para estabelecer o nimero minimo de amostras para coleta na
microrregido de Itaguai, seguiu-se a equagao descrita por Sampaio (2002):

n =196 X Pep (1- Pesp)
d2

Onde: n = tamanho da amostra; P, = prevaléncia esperada; d* = precisdo absoluta desejada.
Apos a aplicacdo da formula, foi estabelecida uma coleta de no minimo 256 amostras
caninas no municipio de Seropédica, RJ.

3.2.2 Visita as residéncias e aplicacdo do questionario epidemiolégico

O principio da amostragem foi por conveniéncia ndo probabilistica, realizando-se o
estudo nas propriedades rurais e urbanas com presenca de caes e cujos proprietarios estiveram
de acordo com a realizagdo do trabalho. Em cada propriedade visitada, foi explicado ao
proprietario o objetivo do estudo, juntamente a conscientizagdo da necessidade deste tipo de
trabalho, elucidando sobre as doencas que possivelmente podem acometer seus animais € a si
proprios. Um termo de livre consentimento foi assinado por cada proprietario e pelo
pesquisador, dispondo-se também de telefone e e-mail do pesquisador para contato. Apds o
consentimento, foi aplicado um questionario semi-estruturado (Anexo A) na forma de
entrevista, como instrumento de investigacdo dos possiveis fatores de risco associados com a
transmissdo dos hemoparasitos estudados, visando recolher informagdes inerentes aos
proprietarios (dados pessoais, enderego, escolaridade, condi¢do financeira, entre outros), as
condi¢gdes ambientais (caracteristicas do ambiente, métodos profilaticos contra vetores, etc.) e

31



ao animal (manejo sanitario, histéria pregressa, sexo, idade, raga, porte, pelagem, pélo,
habitos do animal, contato com outras espécies, alteragdes clinicas, entre outras). As
informacdes adquiridas a partir das questdes pré-estabelecidas foram tabuladas a fim de
avaliar possiveis fatores associados a sororreatividade de caes a babesiose canina.

3.2.3 Coleta de material biologico (sangue) e ectoparasitos dos caes

Apés o consentimento do proprietario ou responsavel, os animais foram
adequadamente contidos e submetidos aos exames clinicos. Apos avaliacao clinica, explicou-
se para os proprietarios sobre a saide dos animais e realizou-se a prescricdo quando
necessaria. Foram coletadas amostras sanguineas e ectoparasitos dos caes. O numero total de
amostras sanguineas coletadas foi de 311, no periodo de janeiro de 2010 a janeiro de 2011.
Duas amostras de aproximadamente 5 mL de sangue periférico foram coletadas de cada
animal através de punc¢do da veia cefélica, e acondicionadas uma em tubo sem anticoagulante
(para obtencao do soro) e outra em tubo com anticoagulante (para obtencao de sangue total),
sendo devidamente identificados e mantidos em recipiente térmico até a chegada ao
Laboratorio de Hemoparasitos e Vetores da Estacdo Experimental para Pesquisas
Parasitologicas W. O. Neitz, na Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, para serem
submetidas as andlises. As amostras dos tubos sem anticoagulante foram submetidas a
centrifugacdo a 2500xg por 5 minutos, para separacdo dos soros, os quais foram aliquotados
em microtubos de polipropileno de 1,5 mL, identificados acondicionados a -20°C até o
momento da realizacio dos ensaios sorologicos. As amostras dos tubos contendo
anticoagulante EDTA (4cido etilenodiamino tetraacético) foram homogeneizadas por inversao
lenta e submetidas a analise utilizando-se contador automatico de células. Dos tubos contendo
anticoagulante, foram aliquotados a capa leucocitaria e cerca de 2mL de sangue total,
acondicionados em microtubos de polipropileno de 2 mL e mantidos a -20°C até o momento
da realizacdo da extracdo de DNA e posterior diagnostico molecular. Os exemplares de
ectoparasitos dos caes foram coletados manualmente apds inspecao visual e palpagdo na
superficie corporal do cdo, e em seguida, acondicionados em frascos contendo alcool
1sopropilico para posterior identificacdo e utilizagdo de diagnostico através de ferramentas
moleculares.

3.2.4 Local de realizacao das analises laboratoriais

As analises para avaliagdo parasitologica através de esfregago sanguineo (por
microscopia Optica), identificagdo dos ectoparasitos, avaliagdo hematologica, extracdo de
DNA das amostras sanguineas e de carrapatos, quantificagdo de DNA, PCR, verificagdo de
sensibilidade e especificidade das reagoes, eletroforese em gel de agarose e PCR RFLP foram
realizadas no Laboratério de Biologia Molecular, Hemoparasitos e Vetores da Estagdo para
Pesquisas Parasitologicas W. O Neitz da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
(UFRRYJ). A orientacdo para a condu¢do das andlises moleculares foi gentilmente realizada
pelo professor Huarrisson Azevedo Santos (UFRRIJ).

O diagnostico pela PCR em tempo Real foi realizado no Instituto de Agronomia da
UFRRJ, no Departamento de Solos, sob a orientagdao do professor Leandro Azevedo Santos
(UFRR)).

As analises sorologicas foram realizadas no laboratorio de Patologia Clinica
Veterinaria da Universidade Estadual Paulista, Campus de Jaboticabal, SP, e a condugdo das
analises sob a gentil orientagdo das professoras Cristiane Divan Baldani (UFRRJ) e Rosangela
Zacarias Machado (UNESP).
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3.3 Avaliacao Hematologica

Para avaliagdo hematolodgica, as amostras de sangue de cada cao foram colhidas em
tubos contendo anticoagulante EDTA (4cido etilenodiamino tetraacético) e submetidas a
analise pelo contador automatico de células (ABC VET, Horiba ABX). A contagem
diferencial de células brancas foi realizada por microscopia Optica, através de andlise de
esfregacos sanguineos. Os soélidos totais foram determinados através de refratometria
(COLES, 1984).

Os parametros hematoldgicos avaliados foram: volume globular (VG), hemoglobina
(Hb), namero de eritrocitos (He), volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM), concentragdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM),
amplitude de distribuicdo das hemacias (ADH), ntimero de plaquetas (PLA), volume
plaquetario médio (VPM), leucometria global (LG), nimero de linfocitos (LIN), mondcitos
(MON) e granulécitos (GRA).

3.4 Avaliacao Parasitologica através de Esfregaco Sanguineo

De cada amostra sanguinea de cdo foram feitos dois esfregacos sanguineos, os quais
foram identificados, secos em temperatura ambiente e fixados em alcool metilico puro para
analise, durante 3 minutos. Em seguida foram corados pelo método de Giemsa (1:10) por 45
minutos em temperatura ambiente. Os esfregacos corados foram examinados em microscopio
optico com objetiva de imersdo de 100x e ocular de 10x.

3.5 Identificacio dos Ectoparasitos

Todos os animais foram inspecionados visualmente por todo o corpo, para observacao
do ectoparasitismo. Nos animais parasitados, o grau de infestag¢do foi categorizado da seguinte
forma: infestacdo baixa (< cinco exemplares), infestacdo moderada (>cinco<15) e infestacdo
alta (>15). Os ectoparasitos coletados dos caes foram acondicionados em tubos contendo
alcool isopropilico para preservagdo. Em seguida os exemplares foram identificados em
microscopio estereoscopico em nivel de espécie utilizando a chave dicotdomica de Aragdo e
Fonseca (1961) e Barros-Batestti et al. (2006) para identificacdo dos carrapatos. Os estagios
ninfais dos carrapatos do género Amblyomma foram identificados pela chave de identificagao
taxondmica para ninfas, segundo Martins (2009) e as larvas identificadas em nivel de familia.

3.6 Analise Sorolégica

As amostras de sangue coletadas em tubos sem anticoagulante foram devidamente
identificadas e mantidas em refrigeragdo. Ap0s a retracdo do codgulo, o tubo foi centrifugado
a 2500xg por 5 minutos sendo entdo retirado o soro utilizando-se pipeta automatica. Os soros
foram acondicionados em microtubos de polipropileno de 1,5 ml, devidamente identificados e
armazenados a temperatura de -20°C até o momento da analise sorologica. Os exames
sorologicos foram processados frente a antigenos especificos e padronizados para Babesia
canis, na concentracdo de 5 pg/mL. Para a pesquisa de anticorpos da classe IgG foi utilizada
a técnica imunolégica de ELISA (Ensaio de Imunoadsor¢do enzimatica) com protocolo
descrito por Furuta (2004), que mencionou que o ensaio consiste na reagao de soros de caes
com antigenos soluveis e purificados, que sdo previamente adsorvidos nas cavidades de
microplacas, onde sdo adicionados devidamente diluidos, os soros controle do teste e as
amostras a serem analisadas, onde as que possuem anticorpos especificos se fixam aos
antigenos. Foi realizada a padronizagdo prévia da técnica imunologica utilizada para a
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espécie. Os antigenos utilizados foram os produzidos por infeccdo experimental em cado
esplenectomizado proveniente do laboratorio de Patologia Clinica Veterinaria da
Universidade Estadual Paulista, Campus de Jaboticabal, SP. Como soros de referéncia
positivos, foram empregados os de cdes previamente diagnosticados pela RIFI e de caes com
diagnostico positivo e alta carga parasitaria a microscopia optica; os de referéncia negativos
consistiam de amostra de soro de cdes recém-nascidos, antes da ingestdo de colostro e filhos
de cadela livre do patdégeno. Os soros teste foram diluidos a 1:50. O Conjugado utilizado foi
Sigma anti-dog IgG Alkaline Phosphatase Conjugate, na diluicdo 1:2000. A leitura foi
realizada em leitora de microplacas a 405 nm (Anexo B).

3.7 Extracdo de DNA de Amostras de Sangue Total e Carrapatos

A extragcdo do DNA total foi realizada a partir de 200uL de sangue total através do kit
Wizard Genomic DNA Purification (Promega®, Madison, WI, USA) de acordo com as
recomendacdes do fabricante com pequenas adaptacdes. O DNA extraido foi quantificado,
aliquotado em microtubos de polipropileno de 0,6mL estéreis, identificados e armazenados a
-20° C, para posterior utilizagdo na PCR (Anexo C).

Quanto aos carrapatos, em uma etapa anterior a extracdo de DNA, os carrapatos
identificados foram separados de acordo com a sua espécie, sexo, estagio evolutivo, animal de
origem, data da coleta e localidade de procedéncia. O material gendmico dos carrapatos
adultos foi extraido a partir de um tinico exemplar, o DNA das ninfas foi extraido a partir de
um “pool de carrapatos” de cinco exemplares. A extracdo de DNA dos carrapatos foi
realizada de acordo com o protocolo utilizado na extragdo de DNA em plantas proposto por
Ferreira; Grattapaglia (1998) com pequenas modificagdes (Anexo D). O numero total de
carrapatos submetidos a extragao foi de 240 exemplares.

3.7.1 Quantificacio e pureza das amostras de DNA

A determinacdo da concentragdo e pureza do DNA total de todas as amostras de capa
leucocitaria e carrapatos foi realizada através de espectrofotometria (Nanodrop, Thermo
Cientific). Todas as amostras de DNA foram diluidas de modo a obter uma concentragdo final
de 30ng/uL.

3.7.2 Obtenc¢ao dos controles positivos

As amostras de DNA de Babesia canis vogeli foram gentilmente cedidas pelo
Professor Dr. Guido Fontgalland Coelho Linhares da Universidade Federal de Goias.

3.8 PCR em Tempo real das Amostras de DNA de Sangue de Cao e Carrapatos para
Diagnostico de Babesia spp.

As amostras de DNA de sangue e carrapatos dos caes foram submetidas a PCR em
tempo real para a amplificagdo de um fragmento especifico de aproximadamente 71 pb do
gene 18S rRNA das espécies do género Babesia. Para esta analise, utilizaram-se os
oligonucleotideos iniciadores Babesia Real-F (5’-CTTTTGACCGCGTTTATTAGTTTG-3")
e Babesia Real-R (5'-TGCGATTCGCCAGTTTATTATG-3) (LISBOA, 2010). Todas as
reacdes foram realizadas em volume final de 12puL, contendo: 6uL 1X Power SYBR® Green
PCR Master Mix, 900nM de cada oligonucleotideo iniciador e 3uL (aproximadamente 90ng)
de DNA total. Agua ultrapura foi utilizada como controle negativo da reagdo. O programa de
amplificagdo foi composto por um passo de desnaturagdo inicial a 95°C por 10 minutos,
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seguido de 40 ciclos de desnaturagdo a 95°C por 15 segundos e um passo de
anelamento/extencdo a 60°C por 1 minuto. Apds a amplificagdo, uma curva de dissociagao foi
acrescentada para verificar a especificidade da amplificagdo. Foram consideradas positivas
amostras com limiar de detec¢do (Cr) inferior a 35 ciclos, cujo produto amplificado
apresentou a mesma temperatura de dissociagdo do controle positivo. O produto da PCR das
reacdes positivas foi submetido a eletroforese em Gel de Agarose a 2% e corado com brometo
de etidio para confirmag¢do da amplificacdo do fragmento de tamanho esperado.

3.8.1 Sensibilidade e especificidade analitica da PCR utilizando o sistema SYBR Green
para deteccao da amplificacio de Babesia spp.

A sensibilidade analitica do ensaio foi determinada pela avaliagdo de diluicdes
decimais seriadas do amplicon clonado em plasmidio pGEM-T (BELL; PATEL, 2005). A
sensibilidade da PCR em tempo real foi avaliada com e sem a adi¢do de 1pL de DNA
extraido de sangue total de um cdo nao infectado para o diagnostico de Babesia spp. em
amostras de DNA de sangue de cdo. Da mesma forma, adicionou-se 1uL. de DNA total
extraido de carrapatos procedentes de colonia mantidas em coelhos no laboratério e livres de
hemoparasitos para verificar a sensibilidade da técnica utilizando amostras de DNA total de
carrapatos. A concentracdo e pureza do DNA plasmidial foram mensuradas em
espectrofotometro (NanoDrop 2000c -Thermo Scientific). A concentragdo do DNA plasmidial
serviu de base para o célculo do numero de plasmidios. Para determinar a sensibilidade
analitica da PCR em tempo real baseada na detec¢do pelo SYBR green foi confeccionada uma
curva com sete pontos, plotando o niimero de copias do plasmidio pelos valores de Cr. O
numero de copias variou de 3x10° a apenas trés, e seis dilui¢des separadas foram realizadas
para cada ponto na curva. Uma curva de dissociagdo também foi adicionada ao final desse
ensaio para verificar a especificidade e certificar a eficiéncia dos primers.

A especificidade da reacdo foi avaliada utilizando DNA de organismos relacionados e
outros patdogenos transmitidos por carrapatos, como: Anaplasma platys, Anaplasma
marginale, Neorickettsia risticii, Rickettsia rickettsii, Hepatozoon canis, Theileria equi e
Babesia caballi.

3.8.2 Medidas para verificacio de contaminacdes nas reagoes

Para verificar eventual contaminagdo dos reagentes e enzimas, dois controles contendo
todos os componentes da PCR, com excecdo da amostra de DNA, foram incluidos em cada
reacdo. A amostra de DNA foi substituida por uma quantidade equivalente de agua ultrapura.
Ponteiras com filtro foram utilizadas em todas as fases do experimento, e os procedimentos de
extracdo de DNA e reacdes de PCR foram realizados em salas separadas. Todas as reagdes de
PCR foram realizadas em sistema fechado.

3.9 PCR RFLP para Diferenciacio das Trés Subespécies de Babesia canis (Babesia canis
canis, Babesia canis vogeli e Babesia canis rossi)

As amostras positivas na PCR em tempo real foram novamente submetidas a
amplificacdo com 0s oligonucleotideos iniciadores PIRO-A 5’-
AGGGAGCCTGAGAGACGGCTACC-3’ e PIRO-B 5’- TTAAATACGAATGCCCCCAAC-
3> (FOLDVARI et al., 2005) que amplificam 450pb do gene 18S rRNA. As reagdes foram
realizadas em volume final de 25uL, contendo: 12,5 pL GoTaq® Hot Start Colorless Master
Mix (Promega Corporation” , Madison, USA), 0,3uM de cada “primer”, 3 pL de DNA total
(aproximadamente 90ng) e dgua ultra pura na quantidade suficiente para completar o volume
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final. O programa de amplificacdo foi composto por um passo de desnaturagdo inicial a 94°C
por 5 min, 30 ciclos: 94°C por 30s, 60°C por 30s e 72°C por 30s e um passo de extensao final
a 72 °C por Smin.

As amostras positivas amplificadas na PCR (os produtos da PCR) foram submetidas a
restricio, utilizando-se as enzimas de restricio Hinf I e Tag 1 (Promega Corporation®,
Madison, USA), para distingdo das subespécies de B. canis de acordo com o perfil de
digestdo. Para a técnica, foram utilizados para cada amostra, cerca de 1/5 (8 pL) de cada
produto amplificado, 10 U de Hinf 1 e 10 U de Taq 1 em seus apropriados tampdes, digerindo
por 3 horas a 37°C e 65°C, respectivamente (CARRET et al., 1999). Os produtos digeridos
foram visualizados em gel de agarose a 3% corado com brometo de etidio. O quadro 2 mostra
o perfil de clivagem pelas enzimas com base nos estudos de Solano-Galego et al. (2008).

Quadro 2. Resultados esperados dos tamanhos dos fragmentos de DNA (pb) na PCR e
restricdo enzimatica utilizando as enzimas Taq [ e Hinf 1.

Restricao Enzimatica

Tamanho aproximado do

Espécies fragmento de DNA (pb) TAQI (pb) HINFI (pb) CLIVAGEM
B. canis canis 408 408 408 TAQL (-) HINFI (-)
B. canis vogeli 407 20+ 175+210 407 TAQI (+) HINFI (-)
B. canis rossi 408 408 175 + 230 TAQI (-) HINFI (+)

(+) ocorre clivagem (- ) ndo ha clivagem

3.10 Analise Estatistica

Os resultados do diagnostico pelo método soroldgico de ELISA em cdes foram
associados através do teste Qui-quadrado ou quando necessario, o teste exato de Fisher em
nivel de 5% de significancia com as varidveis obtidas através do questiondrio epidemiolégico.
Os valores médios dos parametros hematologicos obtidos de caes infectados e nao infectados
por Babesia canis foram submetidos a andlise de varidncia e, quando significativos,
comparados pelo teste F seguido pelo teste ¢ de student em nivel de 5% de significancia,
quando os dados apresentaram distribuicdo normal;, quando os dados em questdo
apresentaram distribuicdo ndo normal, foi utilizado o teste Mann Whitney, a 5% de
significancia. A frequéncia das alteragdes hematoldgicas no grupo de caes infectados e ndo
infectados foi comparada através do teste exato de Fisher ou Qui-quadrado em nivel de 5% de
significancia. Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa BioEstat
5.0 (AYRES, 2000).

3.11 Principios Eticos

Os procedimentos realizados nos animais desse estudo foram aprovados pela
COMEP/UFRRIJ (Comissdo de Etica na Pesquisa da UFRRJ) informando que este projeto de
pesquisa que esta sob o processo 23083.006049/2011-60, atende aos principios basicos e
¢éticos para pesquisa envolvendo o uso de animais (Anexo E). Todos os procedimentos foram
realizados por uma equipe de médicos veterinarios capacitados.
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4. RESULTADOS

4.1 Aspectos Epidemiolégicos de Babesia canis em Areas Rurais e Urbanas do Municipio
de Seropédica, RJ.

4.1.1 Diagnéstico pela técnica direta de esfregaco sanguineo a partir de amostras de caes
de dreas rurais e urbanas do municipio de Seropédica, RJ

Ao exame microscopico do esfregaco sanguineo dos 311 caes de areas rurais e urbanas
do municipio de Seropédica observaram-se as seguintes frequéncias: 6,11% (n=19/311) dos
caes parasitados com Ehrlichia canis, 3,22% (n=10/311) por Anaplasma platys, 1,93%
(n=6/311) por Hepatozoon canis, 0,96% (n=3/311) por Babesia canis (Figura 2), e 0,32%
(n=1/311) por Dirofilaria immitis. Dentre os cdes avaliados, as frequéncias de co-infec¢des
foram: 0,32% (1/311) estava co-infectado por B. canis e E. canis, 0,32% (n=1/311) co-
infectado por A. platys e E. canis, 0,32% (n=1/311) por E. canis e H. canis ¢ 0,32% (n=1/311)
por A. platys, B. canis e E. canis.

Figura 2: Trofozoitas de Babesia canis em eritrocitos de cdo (seta). Esfregaco sanguineo
corado pelo método de Giemsa diagnosticado por microscopia Optica. Caes de Seropédica, RJ,
Brasil.

4.1.2 Avaliacdo do ectoparasitismo em cies de areas rurais e urbanas do municipio de
Seropédica, RJ

Do total de 311 cdes avaliados, foram observadas infestacdes por ectoparasitos

(carrapatos, pulgas, piolhos, sarnas e bernes) em 252 (81,03%) cdes no momento da coleta.
Destes, 70,64% (n=178/252) apresentaram-se infestados por carrapatos, 38,89% (n=98/252)
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por pulgas, 5,16% (n=13/252) por sarnas, 2,78% (n=7/252) por piolhos e 5,95% (n=15/252)
por bernes (Figura 3).

80 -

-
=

B c3es com ectoparasitos

=)}
o
1

252 caes)
Lh
[}

I
o

[ [¥¥]
= o

(%) de infestaciio (n

,_.
o

Pulga Carrapato Sarna Piolho Berne

o

Figura 3. Percentual de espécimes de ectoparasitos em caes infestados (n=252) de areas
rurais e urbanas do municipio de Seropédica, RJ.

O parasitismo por carrapatos ocorreu em 57,24% (n=178/311) dos cdes avaliados.
Quanto ao grau de infestagcdo por carrapatos, foi verificado que 53,93% (n=96/178) dos caes
estavam infestados com menos de cinco carrapatos (infestacdo baixa), 27,53% (n=49/178)
com cinco a 14 carrapatos (infestacdo moderada), 18,54% (n=33/178) com 15 ou mais
carrapatos (infestacdo alta). Em relagdo a infestagdo por carrapatos, Rhipicephalus sanguineus
foi encontrado em 68,54% (n=122/178) dos caes, Amblyomma cajennense em 11,80%
(n=21/178), A. ovale em 3,37% (n=6/178) e A. dubitatum em 0,56% (n=1/178) dos caes
infestados por carrapatos. Ninfas de R. sanguineus e A. cajennense foram observadas em
13,48% (n=24/178) e 5,62% (n=10/178) dos caes infestados por carrapatos, respectivamente
(Figura 4).

O numero total de exemplares de ectoparasitos identificados foi de 1490 espécimes.
Dos 178 caes infestados por carrapatos, 123 (69,10%) pertenciam a domicilios localizados em
areas rurais e 55 (30,90%) a domicilios urbanos.

Os carrapatos do género Amblyomma foram observados em sua maioria em caes
domiciliados em dareas rurais do municipio de Seropédica, tendo somente um cdo de area
urbana com uma ninfa do género. A frequéncia de caes infestados por carrapatos do género
Amblyomma em domicilios rurais foi de 47,96% (n=60/123) diferindo significativamente
(p<0,0001) das areas urbanas. Os carrapatos da espécie R. sanguineus foram encontrados em
caes de areas rurais (60,16%, n=74/123) ¢ urbanas (87,27%, n=48/55).

A frequéncia de caes parasitados por R. sanguineus diferiu significativamente
(p=0,0006) entre os cdes domiciliados em 4areas urbanas e em dareas rurais, tendo maior
frequéncia na 4rea urbana (87,27%, n=48/55) que na 4area rural (60,16%, n=74/123).
Amblyomma sp. e R. sanguineus foram encontrados simultaneamente em 6,50% (n=8/123)
dos caes domiciliados em areas rurais.

38



80

B cies infestados por carrapatos

—_ 70 +
=
<
'3 60 -
2
T 50 +
£
g 40 -
32
e 30
= 1
“E
s 20
=1
—_
é 10 | .
0 - .
& & e
'\‘\c\} \Q:‘\s 0‘1&
W .,l\\“ o>
H@w o qi\‘{\ \t‘
° & SN @
\\‘-‘*\\ .c\'i‘\i‘\ '?’1*@ ) «1@“’\"‘
o &3 &
@Q\Q ?»6\ W

& ) & @
a W o e
A o o i
» S & .\-5}3‘
dﬁ*\ 5\‘.\\ S
. Q_ _{\‘10'
& i W
& Ko
N \
Carrapatos

Figura 4. Frequéncia de cdes infestados por carrapatos (n=178) de areas rurais e urbanas no

municipio de Seropédica, RJ.

Para os demais carrapatos foram encontradas as seguintes frequéncias para os meios
rural e urbano, respectivamente: Amblyomma ovale (4,88%), A. dubitatum, (0,81%), ninfas de
A. cajennense (30,89% e 1,82%), ninfas de R. sanguineus (8,94% e 23,64%) e larvas

Ixodidade (8,13%) (Figura 5).
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Figura 5. Frequéncia de infestagdo por ectoparasitos (n=311) em cédes de areas

urbanas no municipio de Seropédica, RJ.
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A variavel estagdo do ano foi verificada para o estudo, sendo as seguintes: Primavera
(de 23 de setembro a 20 de dezembro), Verao (de 21 de dezembro a 19 de margo), Outono (de
20 de margo a 20 de junho) e Inverno (de 21 de junho a 22 de setembro). Dentre as variaveis
estagdes do ano e comparagdo com a presenca ou auséncia de infestagdo por carrapatos
observados nos caes durante o estudo pdde-se verificar associacao (p<0,05) entre a presenca
de infestacdo por carrapatos e o periodo do inverno. A primavera e o verao ndo apresentaram
diferengas quanto a infestagdo. O percentual de infestacdo por carrapatos foi acima de 52% e
esteve presente durante todas as estacdes do ano (Tabela 1).

Tabela 1. Frequéncia de infestagdo por carrapatos em cdes do municipio de Seropédica, RJ,
em func¢do de caracteristicas inerentes a estacao do ano.

Infestacio por carrapatos

Varidvel Presenca % Auséncia Total
Estacdo do ano

Inverno 13 86,67 2 15
Outono 52 60,47 34 86
Verdo 45 56,25° 35 80
Primavera 68 52,31° 62 130
Total (p = 0,0236) 178 57,23 133 311

#Letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher em nivel de 5%
de confianga.

Dentre as variaveis estagdes do ano e comparacdo com o grau de infestacdo por
carrapatos observado nos cades durante o estudo pdde-se verificar associacao (p<0,05) entre a
alta infestacdo por carrapatos e o periodo do verdo. A primavera e o outono ndo apresentaram
diferencas entre o grau de infestagdo. Os graus de infestacdo baixo e moderado nao
apresentaram diferenca entre as estagdes do ano (p>0,05). Independente do grau, a infestacao
por carrapatos foi observada durante todas as estagdes do ano (Tabela 2).

Tabela 2. Grau de infestacdo por carrapatos em caes do municipio de Seropédica, RJ em
funcdo de caracteristicas inerentes a estacao do ano.

Grau de infestaciio por carrapatos

Varidvel Baixo Moderado Alto Total
Estacdo do ano n %o n %o n %o n
Inverno 9 69,20° 4 30,80° 0 0,0° 13
Outono 34 65,40° 11 21,20° 7 13,50b 52
Primavera 36 52,907 21 30,907 11 16,20b 68
Verao 17 37,80° 13 28,90% 15 33,30° 45
Total (p = 0,0140) 96 53,93 49 27,53 33 18,54 178

*Letras iguais na mesma coluna néo diferem entre si pelo teste t em nivel de 5% de confianga.

4.1.3 Diagnéstico de Babesia canis através de diagnéstico indireto pela técnica sorologica
de ELISA (Ensaio Imunoenzimatico de Adsorcao) a partir de amostras séricas de caes
de areas rurais e urbanas do municipio de Seropédica, RJ

No presente estudo foram avaliados 311 cdes, sendo 167 (n=53,7%) de area rural e
144 (n=46,3%) de éarea urbana) para o diagnostico sorologico de Babesia canis, através do
teste de ELISA, encontrando-se um total de 39 caes (12,54%) sorologicamente positivos para
o agente, com frequéncia de positividade de 21,56% (n=36/167) nos caes de area rural e
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2,08% (n=3/144) nos cades de area urbana, sendo a 4rea rural, a que apresentou maior
soropositividade para o agente estudado (p<0,0001).

4.1.4 Fatores associados com o resultado positivo através de diagnodstico pelo método
sorologico de ELISA para Babesia canis em caes domésticos

Com o objetivo de determinar os possiveis fatores epidemioldgicos associados com o
resultado positivo pelo método de ELISA para Babesia canis em caes de areas rurais e
urbanas, as informagdes obtidas por meio de questionario epidemiolédgico foram relacionadas
com o diagnostico sorologico para os cdes. Com relagdo a época do ano, foram observadas
associacdes entre a soropositividade e a estacdo do ano. Foi verificado maior percentual de
positividade (p<0,005) para Babesia canis nos meses relacionados ao outono (27,91%)
(Tabela 3).

Tabela 3. Frequéncia de caes positivos para Babesia canis no municipio de Seropédica, RJ,
diagnosticados pelo método soroldgico de ELISA (Ensaio de Imunoadsor¢do Enzimatica), em
fun¢ao de caracteristicas inerentes a estacao do ano.

Diagnostico por Elisa

Varidvel Positivo % Negativo Total
Estacdo do ano

Outono 24 27.91° 62 86
Inverno 3 20,00 12 15
Primavera 8 6,15 122 130
Verdo 4 5,00 76 80
Total (p < 0,0001) 39 12,54 272 311

#Letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher em nivel de 5%
de confianga.

4.1.5 Fatores associados as caracteristicas dos caes domésticos com diagnostico positivo
pelo método sorolégico de ELISA para Babesia canis

No presente estudo foram avaliados 311 caes para o diagnostico soroldgico de Babesia
canis, sendo encontrado um total de 39 cdes (12,54%) sorologicamente positivos para o
agente. As variaveis relacionadas com o hospedeiro e seu historico clinico que apresentaram
associacdo (p<0,05) com a positividade na sorologia pelo método de ELISA foram: area de
residéncia, sendo a area rural a que apresentou maior frequéncia (92,31%, n=36/39); quanto a
definicdo racial, animais sem raca definida apresentaram maior soropositividade (87,18%,
n=34/39) do que cdes com raca definida, constituindo 72,03% da populagdo estudada; as racas
positivas para Babesia canis foram: trés Poodles, um Doberman e um Pastor Americano; a
idade de maior frequéncia de soropositividade foi entre seis meses e dois anos (20,59%,
n=14/68) e ndo foram observados cdes positivos entre aqueles com faixa etaria inferior a seis
meses (6,11% da populacdo); A presenca de carrapatos foi observada em 57,23% (n=178/311)
dos caes, tendo os animais soropositivos (16,85%, n=30/178), maior infestacdo por carrapatos
(76,92%, n=30/39).

Dentre as variaveis analisadas pelo questionario nao foi verificada associagao (p>0,05)
entre as variaveis: sexo, comprimento do pé€lo, porte do animal, infestacdo por ectoparasitos,
tratamento carrapaticida e historico de doencas causadas por agentes etiologicos transmitidos
por carrapatos com o resultado positivo na sorologia. Em relagdo ao sexo, observou-se um
maior percentual de cdes machos positivos quando comparados com as fémeas, com 15,72%
(n=25/159) dos machos e 9,21% (n=14/152) das fémeas positivas. A infestacdo por
ectoparasitos, presente em 81,03% dos caes avaliados, foi mais frequente (92,31%, n=36/39)
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que animais sem infestacdo. Quanto ao tratamento carrapaticida, 64,31% (n=200/311) do total
de cdes recebem tratamento, tendo maior soropositividade os animais que ndo recebem
tratamento (17,12%, n=19/111) apesar de ndo haver diferenga estatistica (Tabela 4).

Tabela 4. Frequéncia de caes positivos para Babesia canis diagnosticados pelo método
sorologico de ELISA (Ensaio de Imunoadsor¢do Enzimética), em funcdo de caracteristicas
inerentes ao animal.

Diagnéstico por Elisa

Varidveis Positivo %o Negativo Total
Area

Rural 36 21,56" 131 167
Urbana 3 2,08" 141 144
Total (p <0,0001) 39 12,54 272 311
Sexo

Macho 25 15,72° 134 159
Fémea 14 9,217 138 152
Total (p =0,1182) 39 12,54 272 311
Defini¢do racial

Sem raga definida 34 15,18 190 224
Raga definida 5 5,75° 82 87
Total (p =0,0391) 39 12,54 272 311
Idade

< 6 meses 0 0,00 19 19
> 6 meses até < 2 anos 14 20,59° 54 68
>2 até <5 anos 10 9,52 95 105
> 5 até 10 anos 15 12,61° 104 119
Total (p = 0,0490) 39 12,54 272 311
Tamanho do pélo

Curto 20 11,117 160 180
Médio 16 16,337 82 98
Longo 3 9,09* 30 33
Total (p=0,3727) 39 12,54 272 311
Porte do animal

Pequeno 15 15,63% 81 96
Médio 20 12,35 142 162
Grande 4 7,55% 49 53
Total (p = 0,3600) 39 12,54 272 311
Infestacio por ectoparasitos

Sim 36 14,63? 216 252
Nio 3 4,62° 56 59
Total (p =0,0338) 39 12,54 272 311
Infestacio por carrapatos

Sim 30 17,96 148 178
Nio 9 6,25° 124 133
Total (p =0,0033) 39 12,54 272 311
Auséncia de tratamento

carrapaticida no cio

Faz tratamento 20 10,007 180 200
Nao faz tratamento 19 17,122 92 111
Total (p = 0,0760) 39 12,54 272 311
Historico de doencas causadas por

agentes transmitidos por carrapatos

Sim 1 4,55* 21 22
Nio 38 13,15 251 289
Total (p = 0,4005) 39 12,54 272 311

“Letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher em nivel de 5% de confianga.
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4.1.6 Fatores associados ao comportamento, habito e manejo dos cies com diagnostico
positivo para Babesia canis pelo método sorologico de ELISA

No presente estudo as varidveis relacionadas com o comportamento, habito e manejo
do animal como: animal vive dentro da residéncia, manejo no ambiente do cao com produtos
ectoparasiticidas, tempo que o cdo esta na propriedade, historico de infestagdo por carrapatos
na propriedade, e historico de infestacdo por carrapatos na vizinhanga nao apresentaram
associagdo significativa (p>0,05) com a soropositividade para Babesia canis (Tabela 5).

Dentre o total de animais, 67,85% (n=211/311) vivem externamente a residéncia,
tendo maior acesso ao ambiente externo, com soropositividade de 13,74% (n=29/39); quanto
a utilizacdo de ectoparasiticidas, 53,38% dos caes vivem em ambiente que recebe os produtos;
o tempo que o animal vive na propriedade sob os manejos proprios de cada uma, ndo
apresentou influéncia na positividade, apesar de 17,80% (n=21/118) dos soropositivos
estarem na propriedade entre dois e cinco anos; 88,75% (n=276/311) de todos os animais
apresentaram historico anterior de infestacdo por carrapatos, com frequéncia de 92,31%
(n=36/39) de soropositivos e sobre a infestagdo nas dreas circunvizinhas a propriedade,
95,82% (n=298/311) dos caes vivem nestas areas; em relacdo ao manejo de vermifugacdo
63,34% (n=197/311) dos caes sao vermifugados (Tabela 5).

As variaveis relacionadas ao comportamento, habito, manejo e historico de infestagao
do cdo que apresentaram associacdo (p<0,05) com a positividade na sorologia pelo método de
ELISA sdo descritas a seguir: em relagdo a origem do animal, apenas 9,67% (n=31/311) dos
cdes eram errantes (de rua), com maior frequéncia de soropositividade (25,81%, n=8/311),
enquanto que cdes de origem da prépria propriedade e de outros locais, exceto a rua,
corresponderam a 26,69% (n=83/311) e 63,34% (197/311), do total de caes, respectivamente;
quanto aos “locais de acesso do animal”, observou-se que 45,66% (n=142/311) dos caes
tinham acesso as pastagens, e destes, 24,65% (n=35/142) apresentaram-se SOropositivos,
enquanto que os cdes que tinham acesso a ambiente urbano/quintal e areas de mata
apresentaram um frequéncia de positividade de 3,65% (n=5/137) e 2,94% (n=1/34),
respectivamente. Cdes com abrigo corresponderam a 59,81% do total (n=186/311),
encontrando-se maior frequéncia de soropositividade (26,40%, n=33/125) nos cdes sem
abrigo (n=125/311).

Em relacdo ao habito dos animais, 76,21% dos caes vivem soltos (n=237/311), com
frequéncia de soropositividade de 15,61% (n=37/237), e nos animais que vivem sempre
presos, (15,11%, n=47/311) observou-se uma soropositividade de 4,26% (n=2/47); quanto ao
tipo de ambiente que o c@o passa maior parte do tempo, 60,45% (n=188/311) dos caes ficam
em local com presenga de terra e cimentado, tendo maior frequéncia de positividade (31,43%,
n=11/35) nos que ficam em &reas com presenca de gramados e/ou pastagens, seguido por
ambiente com terra e cimentado (12,77%, n=24/188); as mas condicdes de higiene do
ambiente foram altamente significativas (p<0,0001), com maior frequéncia de
soropositividade (32,50%, n=13/40) em ambientes com condic¢do de limpeza ruim.

O contato com outras espécies animais ocorreu em 58,2% (n=181/311) do total de
cdes, tendo frequéncia de soropositividade de 17,68% (n=32/181), com maior valor (38,78%,
n=19/49) para os caes em contato com animais de producdo e companhia; 44,75% (n=81/181)
dos caes t€ém contato com animais de produ¢do de pequeno e grande porte.

No quesito assisténcia veterindria, foi relatado que 41,16% (n=128/311) dos caes
recebem assisténcia, e 58,84% (n=183/311) ndo recebem assisténcia, com maior frequéncia de
positividade dentre estes (19,13%, n=35/183); o manejo de vacinagdo foi realizado em
74,92% (n=233/311) dos caes, tendo maior frequéncia de soropositividade (21,79%, n=17/78)
nos animais ndo vacinados, que constituem 25,08% (n=78/311) do total de caes (Tabela 5).
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Tabela 5. Frequéncia de caes positivos para Babesia canis diagnosticados pelo método
sorologico de ELISA (Ensaio de Imunoadsor¢do Enzimatica), em fun¢do das caracteristicas
inerentes ao comportamento, habito e manejo do cao.

Diagndstico por ELISA

Varidveis Positivo % Negativo Total
Animal vive dentro da residéncia

Sim 3 7,50% 37 40
Nao 29 13,74* 182 211
As vezes 7 11,67 53 60
Total (p = 0,5360) 39 12,54 272 311
Locais de acesso do animal

Pastagem 35 24,65* 107 142
Ambiente urbano/quintal 5 3,65° 132 137
Mata 1 2,94° 33 34
Total (p < 0,0001) 39 12,54 272 311
Contato com outras espécies

Sim 32 17,68% 149 181
Nio 7 538" 123 130
Total (p = 0,0022) 39 12,54 272 311
Espécies em contato

Animais de produg@o e companhia 19 38,78 30 49
Animais de produgdo 12 14,81° 69 81
Animais de companhia 1 3,23 30 31
Silvestre, produgdo e companhia 0 0,00 20 20
Total (p <0,0001) 32 17,68 149 181
Habito do animal

Solto 37 15,617 200 237
Sempre preso 2 4,26° 45 47
Preso de dia e solto a noite 0 0,00b 27 27
Total (p <0,0120) 39 12,54 272 311
Ambiente que o cio passa

maior parte do tempo

De terra e/ou cimento 24 12,77° 164 188
Cimentado e/ou ladrilhado 4 4,55b 84 88
Grama e/ou pasto 11 31,43% 24 35
Total (p <0,0003) 39 12,54 272 311
Condic¢io de limpeza do

ambiente do animal

Ruim 13 32,50% 27 40
Moderada 18 13,33 117 135
Satisfatoria 8 5,38° 128 136
Total (p <0,0001) 39 12,54 272 311
Auséncia do manejo

ectoparasiticida no ambiente

Presenca do manejo 18 10,84* 148 166
Auséncia do manejo 21 14,48* 124 145
Total (p =0,4265) 39 12,54 272 311
Tem assisténcia veterinaria

Sim 4 3,13 124 128
Néo 35 19,13% 148 183
Total (p <0,0001) 39 12,54 272 311
Auséncia de vacinac¢ao

Nio 22 9,44° 211 233
Sim 17 21,79* 61 78
Total (p = 0,0080) 39 12,54 272 311
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Tabela 5. Continuagdo

Animal apresenta abrigo

Sim 6 3,23 180 186
Nio 33 26,40% 92 125
Total (p <0,0001) 39 12,54 272 311
Origem do animal

Errante (de rua) 8 25,81* 23 31

Nascido na propriedade 8 9,64° 75 83

De fora (veio de outro lugar) 23 11,68° 174 197
Total (p =0,0329) 39 12,54 272 311
Tempo que o cio esta na

propriedade

< 6 meses 3 10,00* 27 30
>6 meses a < 2 anos 6 10,53% 51 57
>2 a <5 anos 21 17,80% 97 118
> 5 anos a <10 9 10,71% 75 84
> 10 anos 0 0,00? 22 22
Total (p =0,1486) 39 12,54 272 311

Historico de infestacio
por carrapatos

Sim 36 13,04* 240 276
Nio 3 8,57 32 35
Total (p = 0,6300) 39 12,54 272 311

Historico de infestacido por
carrapatos na vizinhanca

Sim 38 12,75* 260 298
Nao 1 7,69° 12 13
Total (p =0,7124) 39 12,54 272 311
Vermifugag¢io

Sim 21 10,66* 176 197
Nao 18 15,79% 96 114
Total (p =0,2549) 39 12,54 272 311

Letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher em nivel de 5% de
confianga.

4.1.7 Fatores associados aos aspectos clinicos dos caes com diagnéstico positivo para
Babesia canis pelo método sorolégico de ELISA

No presente estudo foram verificadas as varidveis relacionadas com alguns aspectos
clinicos e anamnese como: comportamento e estado de atengcdo do animal, hidratagao,
coloracdo de mucosas oral e ocular, historico de distirbios de coagulagdo, distirbios atuais de
coagulacdo, perfusao capilar, escore corporal, temperatura retal, ausculta cardiaca e pulmonar,
inspe¢do visual, palpagdo e verificacdo de fungdes fisiologicas. Destas variaveis, algumas nao
foram consideradas para fins de avaliagdo estatistica, mas sim, apenas para avalia¢do clinica
do animal e retorno clinico-terapéutico para paciente e assim, sanar as duvidas e ansiedades
do proprietario. As varidveis avaliadas podem ser verificadas na tabela 6. Destas, apenas duas
apresentaram associacdo significativa (p<0,05) com a soropositividade para Babesia canis:
escore corporal e comportamento do cdo. O escore corporal observado foi normal em 82,96%
(n=258/311) dos caes, com maior soropositividade (28,57%, n=12/42) nos animais magros em
relacdo aos normais (10,47%, n=27/258); a frequéncia de soropositividade da variavel
comportamento (estado de atencdo do animal) apresentou-se maior nos animais tristes
(30,0%, n=6/20), que corresponderam a 6,43% dos cdes (n=20/311); nos animais em estado
alerta e ativos, que corresponderam a 93,89% (n=292/311) dos cdes, a frequéncia foi de
11,30% (n=33/292) (Tabela 6).
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Com relacao a hidratagdo, animais com turgor diminuido (desidratado) apresentaram
20% (n=3/15) de frequéncia soropositividade, ao passo que cdes normohidratados, 12,16%
(n=36/296); Quanto a coloracdo de mucosas, 75,88% (n=236/311) e 80,06% (249/311) dos
cdes apresentaram mucosas ocular e oral normocoradas, respectivamente, com frequéncia de
positividade em torno de 17% para ambas as formas hipocoradas; Disturbios de coagulacao
no momento do exame clinico foram observados em apenas 3,86% (n=12/311) dos caes
avaliados, com frequéncia de 8,33% (n=1/12), sendo o historico de disturbio de coagulacdo
relatado em apenas 2,25% (n=7/311) da populacdo de caes estudada; a perfusdo capilar nao
apresentou associacdo com soropositividade, porém ocorreu maior frequéncia (21,74%,

n=5/23) em caes com perfusdo capilar diminuida (Tabela 6).

Tabela 6. Frequéncia de cdes positivos para Babesia canis diagnosticados pelo método
sorologico de ELISA (Ensaio de Imunoadsor¢do Enzimatica), em funcdo dos aspectos

clinicos do cdo.

. Diagnéstico por ELISA
Aspectos clinicos Positive % Negativo Total
Turgor
Diminuido 3 20,00 12 15
Normal 36 12,16 260 296
Total (p =0,4133) 39 12,54 272 311
Mucosa Oral
Hipocorada 11 17,742 51 62
Normocorada 28 11,24* 221 249
Total (p = 0,2428) 39 12,54 272 311
Mucosa Ocular
Hipocorada 13 17,332 62 75
Normocorada 26 11,022 210 236
Total (p =0,2154) 39 12,54 272 311
Historico de distarbios de
coagulacio
Sim 0 0,00 7 7
Nao 39 12,837 265 304
Total (p = 0,6022) 39 12,54 272 311
Distirbios atuais de coagulacio
Sim 1 8,337 11 12
Nao 38 12,71# 261 299
Total (p = 0,9966) 39 12,54 272 311
Perfusio capilar
Normal 34 11,817 254 288
Diminuida 5 21,74* 18 23
Total (p =0,3171) 39 12,54 272 311
Escore corporal
Magro 12 28,57* 30 42
Normal 27 10,47 231 258
Obeso 0 0,00? 11 11
Total (p = 0,0020) 39 12,54 272 311
Comportamento do cio
Apatico 6 30,007 14 20
Normal 33 11,30° 258 292
Total (p = 0,0269) 39 12,54 272 311

Letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher em nivel de 5% de

confianga.
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4.1.8 Caracteristicas das propriedades visitadas

Foram visitadas 113 residéncias e/ou propriedades nas zonas rurais e urbanas
localizadas no municipio de Seropédica, RJ, sendo 51,32% localizadas em dareas rurais e
48,67% em areas urbanas. No presente estudo foi observado que 36,21% (n=21/58) e 5,45%
(n=3/55) dos domicilios rurais e urbanos, respectivamente, tinham caes soropositivos para
Babesia canis. Houve forte associacao entre a soropositividade para Babesia canis com area
de domicilio do cdo (rural ou urbano), sendo 92,31% (n=36/39) dos cades soropositivos
domiciliados em area rural. Em relacdo ao numero de propriedades visitadas verificou-se que
21,24% (n=24/113) delas possuiam pelo menos um cdo soropositivo. Quanto ao tipo de
residéncia, 99,11% (n=112/113) era constru¢do de alvenaria, e apenas uma residéncia (0,88%)
de pau-a-pique.

Quanto ao niimero de cdes nas propriedades, 61,06% (n=69/113) destas possuiam dois
a quatro caes, 25,66% (n=29/113) somente um animal e 13,27% (n=15/113) possuiam cinco
ou mais animais. O tipo de vegetacdao mais frequente no entorno da propriedade foi a presenca
de jardim (40,71%, n=46/113), que as vezes continha algumas arvores frutiferas de pequeno a
médio porte, seguido de ambientes sem vegetacao (26,55%, n=30/113), ambientes com mata
ao redor da propriedade (23,01%, n=26/113), propriedades com areas de pastagem com
resquicios de mata (7,96%, n=9/113) e propriedades somente arborizadas (1,77%, n=2/113).

Dentre as propriedades visitadas, 61,95% (n=70/113) possuiam presenca de animais
silvestres no entorno e 38,05% (n=43/113) ndo possuiam, sendo 77,14% (n=54/70) destes
representados por gambds, pequenos roedores e répteis, 11,43% (n=8/70) por gambds e
pequenos primatas, 10% (n=7/70) por capivaras, gambas e répteis, e 1,43% (n=1/70) por aves
silvestres. O tipo de 4rea com animais silvestres no entorno foi caracterizada como rural em
58,57% (n=41/70) das propriedades e 41,43% (n=29/70) como area urbana (Tabela 7).

Tabela 7. Caracteristicas das propriedades localizadas no municipio de Seropédica, RJ,
relacionadas ao estudo sorologico de caes para Babesia canis no municipio de Seropédica, RJ.

Caracteristicas relacionadas a Valores

Propriedade e manejo Absolutos Percentual (%)
Tipo de residéncia (n=113)

Alvenaria 112 99,11
“Pau-a-pique” 1 0,88
Tipo de zona (n=113)
Rural 58 51,32
Urbana 55 48,67
Parasitismo por carrapatos em (n=113)

pessoas na propriedade

Sim 57 50,44
Nao 56 49,55
Nimero de cies na propriedade (n=113)

Um 29 25,66
Dois a quatro 69 61,06
Igual ou acima de cinco 15 13,27
Tipo de vegetaciio no entorno da propriedade (n=113)

Sem vegetacao 30 26,55
Jardim 46 40,71
Mata 26 23,01
Pastagem com mata 9 7,96
Arborizada 2 1,77
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Tabela 7. Continuagdo

Presenca de animais silvestres

no entorno da propriedade (n=113)
Sim 70 61,95
Nio 43 38,05
Tipo de 4rea com Presenca de _

SN (n=70)
animais silvestres no entorno
Rural 41 58,57
Urbana 29 41,43
Tipos de animais (n="70)
Aves silvestres 1 1,43
Capivara, gamba e répteis 7 10,00
Gamba, pequenos roedores ¢ répteis 54 77,14
Gamba e pequenos primatas 8 11,43

4.1.9 Caracteristicas das propriedades visitadas relacionadas a percepcio e perfil dos
proprietarios

Em relacdo a informagdo que o proprietario possui sobre os riscos dos carrapatos,
74,33% (n=84/113) estavam cientes sobre os riscos, € 25,66% (n=29/113) ndo tinham
conhecimento sobre os riscos, € quanto a informacgdo sobre doencas transmitidas por
carrapatos, 70,23% (n=59/84) desconheciam o assunto, ¢ 29,76% (n=25/84) detinham o
conhecimento.

O parasitismo por carrapatos em pessoas ocorreu em 50,44% (n=57/113) dos
entrevistados, e 49,55% (n=56/113) relataram ndo terem sido parasitados por carrapatos. O
nivel socio econdmico, que foi um pardmetro medido por observagdo, 53,09% (n=60/113)
encontraram-se na classe média, 39,82% (n=45/113) na classe baixa e 7,07% (n=8/113) na
classe alta.

O grau de escolaridade dos proprietarios ficou enquadrado como: 35,39% (n=40/113)
ndo declarou sobre o assunto, 18,58% (n=21/113) tinham o 1° grau incompleto, 6,19%
(n=7/113) tinham o 1° grau completo, 1,76% (n=2/113) tinham o ensino médio incompleto,
8,84% (n=10/113) tinham o ensino médio completo, 1,76% (n=2/113) tinham o nivel superior
incompleto e 22,12% (n=25/113) tinham o nivel superior completo.

O uso de ectoparasiticidas no ambiente de criagdo dos animais ocorria em 29,20%
(n=33/113) das propriedades e 70,80% (n=80/113) delas, ndo realizavam este manejo.

A classe quimica dos produtos utilizados era a seguinte: 36,36% (n=12/33) das
propriedades utilizavam compostos piretroides, 33,33% (n=11/33) utilizavam piretroides,
amidinas e organofosforados, 18,18% (n=6/33) utilizavam piretroides e amidinas, 12,12%
(n=4/33) utilizavam somente amidinas. O uso dos ectoparasiticidas ndo possuia critério
estabelecido por parte dos proprietarios (Tabela 8).
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Tabela 8. Percep¢ao dos proprietarios, orientagdo clinica, condicdo econdmica, formas de
limpeza utilizadas no local onde permanece o animal e medidas de controle adotadas para
infestacdo por carrapatos, relacionadas ao estudo de Babesia canis no municipio de
Seropédica, RJ.

Percepcio do proprietario Valores Absolutos Percentual (%)
Proprietario informado sobre os riscos de _

(n=113)
carrapatos?
Sim 84 74,33
Nao 29 25,66
Proprietarios informados sobre doencas _

o (n=84)
transmitidas por carrapatos?
Sim 25 29,76
Nao 59 70,23
Parasitismo por carrapatos em _
. (n=113)

pessoas na propriedade
Sim 57 50,44
Nao 56 49,55
Nivel s6cio econémico (observacional) (n=113)
Baixa 45 39,82
Média 60 53,09
Alta 8 7,07
Grau de escolaridade do proprietario (n=113)
Nao informou 40 35,39
1° grau incompleto 21 18,58
1° grau completo 7 6.19
Ensino médio incompleto 2 1,76
Ensino médio completo 10 8,84
Superior incompleto 2 1,76
Superior completo 25 22,12
Uso de ectoparasiticidas no ambiente (n=113)
Sim 33 29,20
Nio 80 70,80
Classes quimicas dos produtos (n=33)
Piretroides 12 36,36
Piretroides, amidinas e fosforados 11 33,33
Piretrdides e amidinas 6 18,18
Amidinas 4 12,12

by

4.1.10 Caracteristicas das propriedades visitadas relacionadas a percepcao dos
proprietarios quanto a orientagio clinica e manejo dos animais

Segundo informagdes dos proprietarios em relagdo a assisténcia veterindria dos caes,
41,15% (n=128/311) dos cdes estudados (n=311), apresentavam assisténcia, e 58,84%
(n=183/311) ndo apresentavam, sendo a frequéncia de assisténcia veterinaria semestralmente
em 44,53% (n=57/128) dos caes, 39,06% (n=50/128) somente quando o animal apresentava-
se doente, 14,84% (n=19/128) nao informou sobre o assunto ¢ 1,56% (n=2/128) dos caes
eram assistidos pelo menos uma vez no ano. A alimentagdo dos cdes era feita por ragdo
comercial em 33,12% (n=103/311) dos caes, por comida caseira em 11,90% (n=37/311) e por
ambas (rag¢do e comida caseira) em 54,98% (n=171/311) dos caes.

Quanto ao manejo de vermifugacdo, 63,34% (n=197/311) dos cdes eram vermifugados
e 36,66% (n=114/311) ndo recebiam o manejo, sendo a orientacdo para vermifugacdo feita
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por veterindrio em 36,55% (n=72/197) dos caes, por balconista em 17,26% (n=34/197) dos
caes, por indicacdo de leigos em 12,18% (n=24/197) dos caes, por propaganda em 6,6%
(n=13/197) dos caes, e nao prestaram esclarecimento sobre o critério de escolha para
vermifugacao, os proprietarios de 27,41% (n=54/197) dos caes.

O tratamento carrapaticida era realizado em 64,31% (n=200/311) dos caes e 35,69%
(n=111/311) dos caes ndo recebiam este tratamento, sendo o critério para estabelecimento do
tratamento feito por veterindrio em 31% (n=62/200) dos caes, por balconista em 10%
(n=20/200) dos caes, por indica¢do de leigos em 20% (n=40/200) dos caes, por propaganda
em 3,5% (n=7/200) dos cdes, e ndo prestaram esclarecimento sobre o critério de escolha para
vermifugacdo, os proprietarios de 35,5% (n=71/200) dos caes (Tabela 9). As variaveis foram
estudadas em relacao aos caes (n=311) individualmente, por haver numa mesma propriedade
diferenca de manejo entre os caes.

Tabela 9. Percepcdo dos proprietdrios quanto a orientacdo clinica e manejo dos animais,
relacionados ao estudo de Babesia canis no municipio de Seropédica, RJ.

Percepcao do proprietario Valores Absolutos Percentual (%)
Assisténcia veterinaria (n=311)

Sim 128 41,15
Nao 183 58,84
Frequéncia da assisténcia veterinaria (n=128)

S6 quando fica doente 50 39,06
A cada seis meses 57 44,53
Pelo menos uma vez ao ano 2 1,56
Nio informou 19 14,84
Vermifugacio (n=311)

Sim 197 63,34
Nao 114 36,66
Orientacdo para vermifugacio (n=197)

Balconista 34 17,26
Indicacdo 24 12,18
Propaganda 13 6,60
Veterinario 72 36,55
Sem resposta 54 27,41
Realiza tratamento carrapaticida (n=311)

Sim 200 64,31
Nao 111 35,69
Orientacio para tratamento carrapaticida (n=200)

Balconista 20 10,00
Indicagdo 40 20,00
Propaganda 7 3,50
Veterinario 62 31,00
Sem resposta 71 35,50
Tipo de alimentacio dos caes (n=311)

Racdo 103 33,12
Comida caseira 37 11,90
Ambos 171 54,98
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4.2 Diagnéstico de Babesia canis pela Técnica de PCR em Tempo real a partir de
Amostras Sanguineas de Caes de Areas Rurais e Urbanas do Municipio de Seropédica,
RJ

Das 311 amostras sanguineas testadas pela PCR em tempo real, 37 (11,90%)
apresentaram amplificagdo do fragmento de 71pb do gene /8S rRNA, especifico para Babesia
sp., sendo 23 (62,16%) de caes de area rural e 14 (37,84%) de area urbana. O valor médio de
Cr observado nas amostras positivas foi de 28,17+4,47 ciclos variando entre 20 e 35 ciclos. A
temperatura de dissociacao (Ty,) dos produtos amplificados apresentou valor médio de
75,08+0,64°C, semelhante a do controle positivo (Figura 6). As amostras positivas na PCR
em tempo real e submetidas a eletroforese em gel de agarose apresentaram bandas com o
tamanho esperado de 71 pb. Entre as amostras com Ct maior que 35 ciclos ndo foram
observadas bandas, provavelmente em funcdo da baixa concentracdo dos produtos
amplificados.
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Figura 6. Curva de dissociacao (Melting Curve) do fragmento de 71pb do gene 78S rRNA do
controle positivo e das amostras de caes positivas mostrando a especificidade de amplificacao
de Babesia spp. pela PCR em tempo real.

4.2.1 Sensibilidade da técnica de PCR em tempo real para diagnostico de Babesia spp.

Usando um niimero conhecido de copias do vetor-inserto, a sensibilidade analitica da
técnica da PCR em tempo real, utilizando o sistema SYBR green foi avaliada. O limite de
detec¢do da técnica foi de uma copia do plasmidio contendo o gene /8S rRNA de Babesia spp.

51



O coeficiente de correlacao de seis repeticdes das sete diluigcdes testadas na curva padrdo foi
de 99,6%, com Cr variando de 15,15+0,17 ciclos na primeira diluicao (3);106 copias do
plasmideo) até 32,68+0,08 ciclos na tltima dilui¢dao (uma coépia do plasmideo) (Figura 7).

36

Valor de Ct

Nimero Inicial de Copias (Log,,)

Figura 7. Curva padrdo criada a partir de dilui¢des decimais seriadas do DNA plasmidial,
contendo o fragmento de 71 pares de base do gene /85 ¥rRNA de Babesia spp. O valor de Cr
obtido pela PCR em tempo real foi plotado em fun¢do do nimero inicial de copias do
plasmideo utilizando o sistema SYBR green.

Nao houve diferenca significativa (p>0,05) na sensibilidade analitica quando 1uL de
DNA do sangue total de um cdo ndo infectado foi adicionado na PCR. As curvas
apresentaram a mesma inclinagao durante a fase exponencial da amplificagdo demonstrando a
eficiéncia da reagdo mesmo nos pontos com pouco alvo (Figura 8). Quando a especificidade
da PCR em tempo real foi avaliada em relacdo a outros patdégenos proximamente relacionados
(Ehrlichia canis, Anaplasma marginale, Anaplasma phagocytophilum, Neorickettsia risticii e
Rickettsia rickettsia) somente o DNA de Babesia spp. produziu sinal fluorescente.
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Figura 8. Sensibilidade analitica da PCR em tempo real utilizando o SYBR Green para a
detec¢do de amplicagdo. A curva mostra amplificagdo de dilui¢des seriadas (1 — 100.000
copias) do DNA plasmidial contendo o fragmento de 71 pares de base do gene /8S ¥rRNA de
Babesia spp.

4.2.2 Diagnéstico de subespécies de Babesia canis pela técnica de RFLP a partir de DNA
amplificado pela PCR em tempo real de cies de areas rurais e urbanas do municipio de
Seropédica, RJ

Das 311 amostras sanguineas de caes testadas pela PCR em tempo real, 37 (11,90%)
foram positivas. As amostras positivas apresentaram amplificagdo do fragmento de
aproximadamente 71pb do gene 18s RNA, especifico para Babesia spp., utilizando a
combinagdo de primers Babesia Real-F ¢ Babesia Real-R (LISBOA, 2010). As amostras de
DNA positivas foram submetidas a amplificagdo com os pares de iniciadores PIRO-A e
PIRO-B (CARRET et al., 1999). O material amplificado foi visualizado ap6s ser submetido a
eletroforese em gel de agarose 2%, visualizando fragmentos com cerca de 400pb (figura 9).
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Figura 9. Visualizagdo da amplificagdo com os pares de “primers” PIRO A e PIRO B apos
ser submetido a eletroforese em gel de agarose 2%. Fragmentos com cerca de 480 pb.

Os produtos da PCR foram submetidos a Técnica de RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism ou Andlise do polimorfismo dos fragmentos de restricdo) para
determinagdo dos fragmentos de restri¢ao, utilizando-se as enzimas de restricao Hinf 1 e Taql
para distingdo das subespécies de B. canis (Babesia canis canis, Babesia canis vogeli e
Babesia canis rossi).

Os produtos digeridos foram visualizados em gel de agarose a 3% corado com
brometo de etidio. Os resultados encontrados para a digestao com Hinf I (por 3 horas a 37°C)
e por Tagl (por 3 horas a 65°C) podem ser verificados a seguir:

A digestao com Tagl apresentou separacdo em dois fragmentos com aproximadamente
200pb e 280pb, resultando neste caso, em Babesia canis vogeli (Figura 10). Nesta digestao
foram visualizados também fragmentos com tamanho em torno de 500 pb, que podem ser
considerados como de Hepatozoon canis, que corroboram os achados de O’Dwyer et al.
(2009) e Lisbda (2010), os quais utilizando o mesmo par de oligonucleotideos obtiveram os
mesmos resultados, confirmando os achados mediante sequenciamento das amostras obtidas.
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Figura 10. Visualizagao da digestdo enzimatica com TAQ/. A digestdo com Tagl apresentou
separacdo em dois fragmentos com aproximadamente 200pb e 280pb, compativeis com a
subespécie Babesia canis vogeli. Nesta digestdo foi visualizado também fragmento com
tamanho em torno de 500 pb, compativel com Hepatozoon sp.

A digestdo com Hinf 1 ndo apresentou separacdo em bandas para as amostras
avaliadas. Neste processo também foram observados fragmentos com aproximadamente
500pb, como mencionado anteriormente (Figura 11). Em ambos os processos de restri¢ao
foram verificados no gel sitios de restricdo ndo compativeis com os sitios das enzimas
utilizadas, em seis amostras, sugerindo a presenc¢a de algum outro patdgeno, que ainda nao foi
determinado neste estudo. As amostras serdo futuramente sequenciadas.

Figura 11. Visualizagcdo da digestdo enzimatica com Hinf 1. Neste processo também foram
observados fragmentos com aproximadamente 500pb. Nas ultimas trés amostras, foi
verificado um padrao de digestdo ndo compativel para esta enzima.

4.2.3 Avaliacio dos parametros hematolégicos dos cies com diagnostico positivo para
Babesia canis pela técnica de PCR em tempo real

Para a avaliagdo dos resultados hematoldgicos, os grupos de caes foram divididos em
funcdo das varidveis hematoldgicas para verificar a frequéncia das diferentes alteragdes
hematoldgicas dentro de cada grupo, com avaliagdo de parametros em perfis aumentada,
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normal e diminuida dentro de cada grupo positivo e negativo através da técnica de PCR em
tempo real.

A avaliacdo dos valores médios dos parametros hematoldgicos entre os animais
positivos e negativos para ndo diferiram significativamente (p>0,05) nos seguintes
parametros: hemoglobina corpuscular média (HCM), volume corpuscular médio (VCM),
concentragcdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM), volume plaquetario médio (VPM),
amplitude de distribuicdo das hemaéacias (ADH) e solidos totais. Estes parametros
apresentaram valores médios dos animais positivos dentro da faixa de valor de referéncia para
a espécie (Tabela 10).

Tabela 10. Eritrograma e so6lidos totais de caes positivos na PCR em tempo real para Babesia
canis em caes domiciliados em areas rurais e urbanas do municipio de Seropédica, Rio de
Janeiro.

Valores limites Valores
Parametros Resultado N Média DP EP Referenciais
Minimo  Maximo *
He (x106/mm3)* Positivo 37 4.97b 1.12 0.18 3.10 7.90 5.50 -8.50
Negativo 274 5.69 1.50  0.09 1.00 10.00
HB (g/dLy Positivo 37 11.43b 274 045 7.50 18.10 12,00 -
Negativo 274 12.92 343 021 2.90 25.00 18,00
. Positivo 37 3120° 809 133 17.80 54.80 37,00 -
HT (%) . . 00
Negativo 274 36.23 1041 0.63 7.80 70.00 55,
VCM (fird) Positivo 37 62.59 485 080  50.00 71.00 6077
Negativo 274  6337° 533 032  43.00 80.00
Positivo 37 23.02* 149 025  20.10 26.80 22,00 -
HCM (pg) . 27.00
Negativo 274 2275 285  0.17 7.00 29.90 ,
CHCM (g/dL) Positivo 37 3695 332 055 31.50 46.20 32,00 -
Negativo 274 3595 412 025  11.80 43.00 36,00
ADH (%) Positivo 37 16.01 1.62 027  13.20 19.60 14,00 —
Negativo 274 15.84* 188  0.11 4.90 22.00 17,00
PLAQ (x10"/ mmy POSitivo 37 142.03b 95.54 1571  22.00 438.00 200500
Negativo 274 204.82° 13274  8.02  15.00 900.00
MPV (ﬁng) Positivo 37 10.00 1.79 0.29 7.80 17.40 670 - 11,10
Negativo 274 9.7 1.64  0.10 3.10 16.70
Sélidos Totais Positivo 37 7.64° 124 0.20 5.40 10.40
d 6,00 - 8,00
(g/dl) Negativo 274 7.92° 124 0.07 4.40 12.00

E3

*Valores seguidos de mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem significativamente através do teste F a 5% de significancia
(p<0,05). *Valores seguidos de mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem significativamente através do teste de Mann-
Whitney a 5% de significancia (p<0,05). HE: hemacias; HB: hemoglobina; HT: hematdcrito; VCM: volume corpuscular
médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentragdo de hemoglobina corpuscular média; ADH: amplitude
de distribui¢do das hemacias; PLAQ: plaquetas; MPV: volume plaquetario médio; N: niimero de cées; DP: desvio padrio;
EP: erro padrio. “*Valores de referéncia segundo Weiss ¢ Wardrop (2010).

Os parametros hematologicos que diferiram significativamente (p<0,05) e
apresentaram valores médios abaixo do limite de referéncia nos animais positivos foram: o
numero de eritrocitos (HE), que foi de 4,97x10%mm’, o hematocrito (HT) 31,20%,
concentragdo de hemoglobina (HB) 11,43 g/dL e nUmero de plaquetas 142.030
plaquetas/mm’. Estes pardmetros encontraram-se dentro dos limites de referéncia nos cées
negativos, exceto no hematocrito, que se apresentou inferior, com média de 36,23% (Tabela
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10). Em relagdo ao numero de hemacias, 67,6% (n=25/37) dos cdes positivos e 44,20%
(n=121/274) dos caes negativos apresentaram valores abaixo dos de referéncia para a espécie;

Quanto ao hematocrito, 83,8% (n=31/37) dos cées positivos e 54% (n=148/274) dos
cdes negativos apresentaram o mesmo padrdo anteriormente citado; a concentragdo de
hemoglobina encontrou-se diminuida em 67,6% (n=25/37) dos caes positivos e 38,7%
(n=106/274) dos caes negativos ¢ em relacdo ao nimero de plaquetas, 81,1% (n=30/37) dos
cdes positivos e 59,1% (n=162/274) dos cdes negativos apresentaram O mesmo
comportamento hematologico de diminuicdo. Estes parametros apresentaram diferenca
significativa (p<0,05). (Figura 12)

Eritrécitos 0 N° de eritrécitos aumentado Hematdcrito 0 % Hematécrito aumentado
B N° de eritrocitos normal B % Hematdcrito normal
80.0 O N de eritrécitos dimnuido ~ 90.0 - a 0 % Hematécrito diminuido
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3 @ 3 400
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Resultado na PCR em Tempo Real Resultado na PCR em Tempo Real
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Resultado na PCR em Tempo Real Resultado na PCR em Tempo Real

Figura 12. Frequéncia de cdes com alteragdes no numero de eritrdcitos, no valor do
hematocrito, na concentracdo de hemoglobina plasmatica e nimero de plaquetas em fungao

do resultado positivo na PCR em tempo real para Babesia canis. "Letras iguais entre as colunas de
mesma legenda nao diferem entre si pelo teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher em nivel de 5% de confianca.

A frequéncia de alteracdes nos indices hematimétricos, volume corpuscular médio,
hemoglobina corpuscular média, concentragdo de hemoglobina corpuscular média e
amplitude de distribuicdo das hemacias ndo diferiram entre os grupos de animais positivos e
negativos. (Figura 13)
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Figura 13. Frequéncia de cdes com alteragdes nos indices hematimétricos (hemoglobina
corpuscular média, concentragdo de hemoglobina corpuscular média, volume corpuscular
médio, volume plaquetario médio, amplitude de distribuicdo das hemacias) e sélidos totais

plasmaticos em fun¢do do resultado positivo na PCR em tempo real para Babesia canis. “Letras
iguais entre as colunas de mesma legenda nao diferem entre si pelo teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher em nivel de 5%
de confianga.
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A avaliacao dos parametros médios da série branca apresentou diferenca significativa
(p<0,05) entre positivos e negativos, no numero de leucdcitos (LEUC), que se apresentaram
dentro dos limites de referéncia, porém com menor valor (11,73%) nos positivos que nos caes
negativos (13,71%); e no nimero de monocitos (MON) foram verificadas médias dentro da
faixa de referéncia, porém com menor contagem nos positivos (0,48%) em relacdo aos
negativos (0,86%).

Os parametros médios da série branca que nao diferiram significativamente (p>0,05)
entre 0s animais positivos e negativos para B. canis vogeli foram: numero de linfocitos
(LINF), nimero de bastdoes (BAST), numero de segmentados (SEGM), nimero de eosinéfilos
(EOS) e nuimero de basoéfilos (BASO) (Tabela 11).

Tabela 11. Leucograma de caes positivos na PCR em tempo real para Babesia canis. Caes
domiciliados em areas rurais e urbanas do municipio de Seropédica, Rio de Janeiro.

Valores limites

%
Parametros Resultado N Média DP EP RVfal"res. )
Minimo Maximo eterencials
Positi a
LEUC(x10%/ mmn’) at 37 11.73b 5.14  0.85 4.50 27.50 600 - 17.00
Negativo 274 13.71° 630 0.38 0.40 50.10
Positi a
LINF (x10%/mnr’) s 37 273 200 0.33 0.50 10.18 1,00 - 4.80
Negativo 274 3.01* 232 0.14 0.11 16.52
Positi a
BAST (x10%/mm) ositivo 37 0.22° 029 0.05 0.00 1.26 0.00 - 030
Negativo 274 029 052 0.03 0.00 3.66
Positi a
SEGM (x10*/mm’) ositivo 37 742* 359 059 1.94 16.72 3.00 - 1150
Negativo 274 8.58 4.59 0.28 0.18 39.58
Positi a
MON (x10%/ mm’) at 37 0.48b 041 0.07 0.00 1.89 0.15— 135
Negativo 274 0.86° 0.70 0.04 0.00 4.01
Positi a
EOS (x10% mm’) s 37 0.86 1.05 0.17 0.00 3.61 0.10- 1.25
Negativo 274 096* 1.17 0.07 0.00 8.65
Positi
BASO (x10°/ mn’) ositivo 37 0.00  0.00 0.00 0.00 0.00 Raro
Negativo 274 0.00 0.03 0.00 0.00 0.33

*Valores seguidos de mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem significativamente através do teste de Mann-
Whitney a 5% de significancia (p<0,05). LEUC: leucocitos; LINF: linfocitos; BAST: Neutréfilo em bastio;
SEGM: Neutro6filo segmentado; MON: monocitos; EOS: Eosinéfilos; BASO: Basofilo; N: numero de caes; DP:
desvio padrdo; EP: erro padrao. *Valores de referéncia segundo Weiss e Wardrop (2010).

Todos os valores médios do leucograma apresentaram-se dentro do intervalo de
referéncia para a espécie, tanto para os caes positivos quanto para os negativos, porém com
valores menores nos caes positivos.

Com relacdo a leucometria, o parametro que apresentou diferenca significativa
(p<0,05) foi a contagem de mondcitos. Monocitopenia foi verificada em 16,2% (n=6/37) e
9,5% (n=26/274) dos caes positivos e negativos, respectivamente, enquanto que a monocitose
foi observada em 2,7% (n=1/37) dos positivos e 18,6% (n=51/274) entre os caes negativos.

As frequéncias relacionadas aos animais positivos € negativos que ndo apresentaram
diferenca significativa (p>0,05) foram: contagem de leucdcitos, que apresentou uma tendéncia
a leucopenia nos positivos (8,1%) em relacdo aos negativos (6,9%); nimero de bastdes, com
maior tendéncia de aumento nos positivos (29,7%) em detrimento aos negativos (27%);
nimero de segmentados, com maior neutrofilia entre os positivos (18,9%) do que nos
negativos (17,5%) e neutropenia nos positivos (8,1%) que nos negativos (5,5%); numero de
eosinofilos, niimero de basofilos e linfocitos (Figura 14).
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Figura 14. Frequéncia de caes com alteragdes na leucometria global, nimero absoluto de
linfocitos, neutréfilos em bastdo, neutréfilos segmentados, mondcitos e eosindfilos em fungdo

do resultado positivo na PCR em tempo real para Babesia canis. Letras iguais entre as colunas de
mesma legenda nio diferem entre si pelo teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher em nivel de 5% de confianga.
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4.2.4 Avaliacao do ectoparasitismo em caes e associacido com diagnostico positivo para
Babesia canis em amostras sanguineas de cies através da PCR em tempo real

A Infestagdo por ectoparasitos foi observada em 91,89% (n=34/37) dos caes positivos
na PCR em tempo real para B. canis. Em 83,78% (n=31/37) dos caes positivos verificou-se a
presenga de carrapatos nos caes no momento da coleta, que teve associagdo (p=0,0010) com a
infeccdo por B. canis, apresentando uma frequéncia de positividade de 17,42% (n=31/178).
Os animais sem carrapatos (16,22% dos positivos) no momento da coleta apresentaram a
frequéncia de positividade de 4,51% (n=6/133) (Figura 15).
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Positivos [n=37) Megativos (n=274)

% de cies

Resultade na PCR em tempo real

Figura 15. Frequéncia de carrapatos em cdes positivos para Babesia canis no municipio de
Seropédica, RJ.

A espécie de carrapato mais frequente nos caes positivos foi R. sanguineus (59,46%,
n=22/37), sendo a uUnica que apresentou associa¢ao (p=0,0122) com a positividade para
B. canis, seguidos por ninfas de 4. cajennense (18,92%, n=7/37), ninfas de R. sanguineus
(10,81%, n=4/37), A. cajennense (5,41%, n=2/37) e larvas de Ixodidade (2,7%, n=1/37). Co-
infestacdes por 4. cajennense € R. sanguineus foram observadas em 8,11% (n=3/37) dos caes
positivos. Avaliando a positividade para B. canis em fung¢dao da espécie de carrapato
encontrada sobre os cdes, observou-se que 18,03%% (n=22/122) estavam infestados com
R. sanguineus (Figura 16).
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Figura 16. Frequéncia das diferentes espécies de carrapatos em caes positivos € negativos
para Babesia canis no municipio de Seropédica, pela PCR em tempo real.

Avaliando-se o nivel de infestagdo por carrapatos em func¢do da positividade dos caes
na PCR, verificou-se que dos 37 animais positivos, 31 (83,78%) estavam infestados,
apresentando uma frequéncia de 17,71% (n=17/96) nos caes com grau de infestagdo baixa,

14,29%

(n=7/49), naqueles com infestacdo moderada e 21,21% (n=7/33) nos caes alta

infestacdo. Nao houve associagdo (p>0,05) entre o grau de infestacdo e o resultado positivo na
PCR, apesar da maior frequéncia observada entre o maior grau de infestagdo e o referido
resultado. O nivel de infestacdo foi avaliado no geral, independentemente das espécies de
carrapatos encontradas sobre os caes (Tabela 12).

Tabela

12. Grau de infestacdo por carrapatos e diagndstico positivo para Babesia canis

através da PCR em tempo real.

Grau de infestacio

Diagnéstico de B. canis em sangue de cies pela PCR em tempo real

Positivo % Positividade Negativo Total
por carrapatos
Baixo 17 17.71° 79 96
Moderado 7 14.29° 42 49
Alto 7 21.21° 26 33
Total (p=0,7153) 31 17.42 147 178

Letras iguais na mesma coluna ndo diferem entre si pelo teste de Qui-quadrado ou Exato de Fisher em nivel de 5% de

confianga.

62



4.3 Diagnéstico de Babesia canis pela Técnica de PCR em Tempo Real em Amostras de
Carrapatos de Caes do Municipio de Seropédica, RJ

A técnica de PCR em Tempo Real utilizando os pares de oligonucleotideos iniciadores
PIRO-A e PIRO-B foi utilizada para avaliar a presenga de um fragmento de 400pb do gene
18s RNA de B. canis em 240 amostras de DNA total extraidos de carrapatos. A PCR foi
realizada em 197 amostras de R. sanguineus (101 fémeas, 84 machos e 12 “pools” de cinco
ninfas), em 15 amostras de 4. cajennense (nove fémeas e seis machos), em oito amostras de
A. ovale (cinco fémeas e trés machos) e em 20 ninfas de 4. cajennense.

A frequéncia de carrapatos positivos para B. canis foi de 5% (n=12/240). O DNA de
B. canis foi detectado em nove carrapatos adultos de R. sanguineus com frequéncia de 1,67%
(n=4/240) em machos e 2,08% (n=5/240) em fémeas. O DNA também foi detectado em uma
fémea de A. cajennense com frequéncia de 0,42% (n=1/240) e em duas ninfas da espécie, com
frequéncia de 0,83% (n=2/240). Avaliando-se a positividade para B. canis, em relagdo ao
numero total de carrapatos de uma mesma espécie observaram-se os seguintes valores:
R. sanguineus com 4,57% (n=9/197) dos carrapatos positivos, 6,67% (n=1/15) para adultos da
espécie A. cajennense e ninfas de A. cajennense com 10% (n=2/20). Considerando o total de
carrapatos positivos para Babesia (n=12/240), 75% (9/12) foram R. sanguineus, 8,33%
(n=1/12) adultos de A. cajennense e 16,67% (n=2/12) ninfas de A. cajennense. Relacionando
a positividade dos 12 carrapatos a area de origem, 83,33% (n=10/12) foram obtidos de caes
domiciliados em 4reas rurais e 16,67% (n=2/12) em éarea urbana do municipio de Seropédica.
As amostras urbanas positivas foram espécimes de R. sanguineus.

Comparando-se o diagnostico positivo para B. canis nos carrapatos (n=12) com a
positividade do mesmo agente em cdes, ambos através da técnica de PCR em tempo real,
constatou-se que dos nove carrapatos R. sanguineus positivos, apenas um exemplar veio de
um cdo positivo para Babesia canis. O Unico exemplar adulto positivo de 4. cajennense
positivo para B. canis foi colhido de um cao positivo para o agente, e as duas ninfas positivas
também se originaram de cdes positivos para Babesia canis. O DNA dos carrapatos foi
extraido do carrapato na integra, contendo, portanto, sangue do hospedeiro (Tabela 13).

Tabela 13. Diagndstico de Babesia canis através da técnica de PCR em tempo real em
carrapatos € em caes.

Diagnéstico por PCR em tempo real em carrapatos (n=240)

Carrapatos positivos para Ciao com Ciio negativo
Babesia canis Babesia canis g
Carrapato n % n n
R. sanguineus 9 75 1 8
A. cajennense 1 8,33 1 0
A. cajennense (ninfa) 2 16,67 2 0
Total 12 100 4 8

4.4 Comparacoes entre as Frequéncias de Resultados pelos Métodos de Esfregaco
Sanguineo, Sorolégico por ELISA e PCR em Tempo Real

As laminas com diagndstico positivo para B. canis (n=3/311) foram confirmadas como

positivas pela PCR em tempo real das amostras sanguineas dos caes, cuja frequéncia nesta
técnica foi de 11,90% (n=37/311) para B. canis e pelo método de ELISA, 12,54% (n=39/311).
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5. DISCUSSAO

5.1 Avaliacio do Ectoparasitismo em Cies de Areas Rurais e Urbanas do Municipio de
Seropédica, RJ

As caracteristicas ambientais e a diversidade de espécies de hospedeiros de cada area
sdo aspectos fundamentais para a existéncia de determinadas espécies de carrapatos nos caes.
No Brasil, os principais hemoparasitas de caes sdo Babesia canis, Ehrlichia canis e
Hepatozoon canis, e todos tém como vetor o carrapato da espécie Rhipicephalus sanguineus.
Outras espécies de carrapatos podem ser encontradas parasitando os caes, tais como do grupo
ovale (Amblyomma ovale, A. aureolatum e A. tigrinum) e por A. cajennense. No entanto, a
ocorréncia de diferentes espécies em diversas localidades ¢ resultante das caracteristicas
epidemioldgicas particulares de cada regido (O’DWYER, 2000).

O municipio de Seropédica € pertencente a regido metropolitana do Estado do Rio de
Janeiro, apresentando peculiaridades comuns para as areas rurais dos 19 municipios desta
regido. As areas rurais do municipio estudado apresentam uma ténue separacao da area
urbana, principalmente devido sua pequena extensdo e crescente expansdo da urbanizagdo
para as areas rurais. Este fato contribui para o facil acesso dos proprietarios e seus animais
entre as dua areas, facilitando a dispersao de hemoparasitos ¢ vetores de uma area para outra.
Além disso, nas areas rurais cada vez mais tem sido verificada uma diferenca nas formas de
criacdo dos cdes, com criagdo em canis ou outros abrigos em alvenaria, além da alimentacao
dos cdes com racao comercial. Apesar disso ainda possuem caracteristicas sociais,
econdmicas e ambientais de area rurais. Segundo a legislacdo 328/06 de 03 de setembro de
2006, sobre a criacao do Plano Diretor de Seropédica, RJ, o municipio em questao divide-se
em areas rurais e urbanas, apesar de aspectos encontrados nas areas rurais serem semelhantes
aos de areas peri-urbanas, enfatizando que mudancgas nas caracteristicas de urbanizacao estao
em constante modificacdo, podendo futuramente tal denominacdo ser revisada.

De acordo com os resultados da presente pesquisa o municipio apresenta caes com alta
frequéncia de ectoparasitismo nas areas rurais e urbanas. Do total de 311 cades avaliados,
foram observadas infestagcdes por ectoparasitos (carrapatos, pulgas, piolhos, sarnas e bernes)
em 252 (81,03%) cdes no momento da coleta. O ectoparasita de maior frequéncia ¢ o
carrapato, seguido pela frequéncia de pulgas. Do total de cdes com ectoparasitos, 70,64%
(n=178/252) apresentaram-se infestados por carrapatos, 38,89% (n=98/252) por pulgas,
5,16% (n=13/252) por sarnas, 2,78% (n=7/252) por piolhos e 5,95% (n=15/252) por bernes.

Dantas-Torres et al. (2009) verificaram em seus estudos sobre os ectoparasitos que
infestam caes rurais em Pernambuco, Brasil, que 41 caes de uma comunidade rural de
Pernambuco foram examinados e 70,7% estavam infestados por ectoparasitos, sendo esta
frequéncia menor que a encontrada no presente estudo. Os mesmos autores verificaram que as
taxas de prevaléncia de infestagdo por carrapatos, pulgas e piolhos foram 58,5, 43,9 e 22%,
respectivamente. Ainda no mesmo estudo, os autores verificaram que dos 24 caes parasitados
por carrapatos, 15 estavam exclusivamente infestados por Rhipicephalus sanguineus (32
fémeas, 66 machos, 9 ninfas; prevaléncia, 48,8%; intensidade média, 5,4), quatro por
Amblyomma ovale (33 fémeas, 19 machos; prevaléncia, 22%; intensidade média, 5,8), e cinco
estavam co-infestados por ambas as espécies. Ctenocephalides felis felis (25 fémeas, 8
machos; prevaléncia, 43,9%; intensidade média, 1,9) e Heterodoxus spiniger (16 fémeas, 11
machos, 10 ninfas; prevaléncia, 22%; intensidade média, 4,1) foram as unicas espécies de
pulga e piolho identificadas. A infestagdo por carrapatos foi mais frequente que as infestagoes
por pulgas ou piolhos (p<0,05), corroborando os achados do presente estudo. A espécie de
piolho identificada no presente estudo foi diferente daquele e a prevaléncia de carrapatos foi
muito superior.

64



O parasitismo por carrapatos ocorreu em 57,24% (n=178/311) dos caes avaliados. Dos
178 caes infestados por carrapatos, 123 (69,10%) pertenciam a domicilios localizados em
areas rurais € 55 (30,90%) a domicilios urbanos, destacando a importancia dos estudos de
transmissdo de hemoparasitos, vetores e seus ecOtopos nas areas rurais, bem como 0s riscos
aos quais os proprietdrios e seus animais estdo expostos. O presente estudo verificou
frequéncias maiores que os estudos de O'Dwyer et al. (2001), que detectou um parasitismo
por carrapatos em 37,6% dos caes de areas rurais do Estado do Rio de Janeiro, sendo 23,6%
por A. cajennense e 12,4% por R. sanguineus. Os achados desta autora refor¢aram a teoria do
predominio do A. cajennense em areas rurais € do R. sanguineus em areas urbanas e peri-
urbanas observada em estudos prévios. De acordo com a autora, R. sanguineus cada vez mais
esta presente nas areas urbanas e periurbanas e com a crescente expansao dos nucleos urbanos
para as areas rurais, a tendéncia ¢ o aumento do parasitismo por esta espécie de carrapato
neste meio.

Estudos desenvolvidos no Brasil, incriminam a espécie R. sanguineus como a
responsavel pela transmissao da babesiose canina tanto em nivel de cidade como ao nivel
rural (O'DWYER et al., 2001). Esta espécie tem héabitos nidicolas, em sua fase de vida livre,
podendo ser encontrada dentro de canis, no interior das residéncias e nos quintais das casas,
escondendo-se em frestas e buscando abrigo em buracos das proprias instalagdes
(LABRUNA; PEREIRA, 2001). Tal fato est4d sendo cada vez mais frequente nas areas rurais,
visto que, contrario ao que acontecia em tempos passados onde cdes de areas rurais nao
possuiam abrigo. Atualmente muitos cades de areas rurais possuem abrigos, feitos de alvenaria
e com frestas, apresentando um bom habitat para este vetor que apresenta hdbito nidicola,
explicando o alto parasitismo por esta espécie nos meios rurais.

Quanto ao grau de infestacdo por carrapatos, o predominio foi de infestagdo baixa,
porém uma pequena quantidade de carrapatos infectados ¢ capaz de veicular o patogeno. Foi
verificado que 53,93% (n=96/178) dos cdes estavam infestados com menos de cinco
carrapatos (infestacdo baixa), 27,53% (n=49/178) com cinco a 14 carrapatos (infestagdao
moderada), 18,54% (n=33/178) com 15 ou mais carrapatos (infestacdo alta). R. sanguineus
foi a espécie mais prevalente em ambas areas rurais e urbanas, devendo-se destacar o fato
desta espécie apresentar maior frequéncia dentre os carrapatos identificados no meio rural,
apontando para um perfil diferente do parasitismo que ocorre em outros locais onde ha maior
prevaléncia de A. cajennense. Esta questdo pode estar associada ao tipo de habito que esta
sendo cada vez maior nas dreas rurais, que ¢ o da construcdo de abrigos em alvenaria aliado
ao grande nicho ecoldgico encontrado nas areas rurais para realizagao do ciclo ndo parasitario
do carrapato e habito nidicola do R. sanguineus. Além disso, vale destacar que a separacao
ténue entre area urbana e area rural permite o constante deslocamento de caes entre estas
areas, explicando esse ectoparasitismo no meio rural.

O habitat do R. sanguineus foi descrito por Maroli et al. (1996) como sendo
fundamentalmente constituido pelo ambiente urbano e peri-urbano, e teria o ninho do cao
como seu local de predilecdo. Também responsabilizaram o aumento do nimero de caes no
ambiente urbano e doméstico como sendo uma das causas da difusdo numérica deste ixodideo
nas cidades. Em relacao ao ciclo de vida deste vetor, afirmaram ter duragdo média de quatro a
cinco meses, podendo, porém ser completado em apenas trés meses dependendo das
condi¢gdes climaticas; ¢ importante ressaltar que temperatura inferior a 18°C e umidade
relativa do ar abaixo de 50% interferem no ciclo biologico do ixodideo.

Em relagdo a infestacdo por carrapatos, R. sanguineus foi encontrado em 68,54%
(n=122/178) dos caes, 4. cajennense em 11,80% (n=21/178), A. ovale em 3,37% (n=6/178) e
A. dubitatum em 0,56% (n=1/178) dos cdes infestados por carrapatos. Ninfas de R.
sanguineus € A. cajennense foram observadas em 13,48% (n=24/178) e 5,62% (n=10/178)
dos caes infestados por carrapatos, respectivamente.
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Os carrapatos do género Amblyomma foram observados em sua maioria em caes
domiciliados em dareas rurais (47,96%, n=60/123) do municipio de Seropédica, tendo somente
um cao de area urbana com uma ninfa do género. Esperava-se no estudo encontrar maior
numero de caes parasitados pelo género em questdo, visto a grande quantidade de equinos que
transitam pelas areas urbanas e presenca de animais silvestres nos arredores das residéncias.

A frequéncia de cdes parasitados por R. sanguineus diferiu significativamente entre os
caes domiciliados em areas urbanas e em areas rurais, tendo maior frequéncia na area urbana
(87,27%, n=48/55) que na area rural (60,16%, n=74/123), o que ¢ esperado para a area
urbana, com presenca de frestas em paredes e canis, que constituem habitat adequado para o
carrapato. As frequéncias destes achados diferem dos achados por Lemos et al. (1997), que
realizaram estudo no municipio de Pedreira, area rural do Estado de Sao Paulo, e constataram
que A. cajennense foi a espécie de ixodideo predominante nos caes e representou 73,5% das
infestacdes por carrapatos, enquanto que R. sanguineus significou apenas 26,5% deste
percentual. A discordancia encontrada no presente estudo em relagdo ao autor citado
anteriormente pode ser explicado pela pequena extensdo territorial do municipio de
Seropédica, com limites pequenos entre os meios rural e urbano, onde a maioria dos cdes do
meio rural acompanham seus proprietdrios até o meio urbano, caracteristica comum dos
municipios da regido metropolitana do Estado do Rio de Janeiro. Este fato também justifica o
alto parasitismo por R. sanguineus em caes de areas rurais.

Os achados do presente estudo corroboram os achados de Labruna et al. (2001) que ao
estudarem a freqiiéncia de carrapatos em cdes da regido norte do Estado do Parana,
observaram que apesar de ser em area rural, R. sanguineus foi a espécie mais prevalente,
muito embora sua freqii€ncia tenha sido inferior em relacao a estudos prévios realizados em
areas urbanas. Esse achado foi justificado pelo habito nidicola deste ixodideo, somado ao dos
caes repousarem sempre no mesmo lugar, o que possibilitaria a essa espécie de carrapato se
estabelecer na area rural.

Amblyomma sp. e R. sanguineus foram encontrados simultaneamente em 6,50%
(n=8/123) dos caes domiciliados em areas rurais, enfatizando a importancia do cado como um
hospedeiro capaz de albergar e carrear diferentes espécies de carrapatos.

Para os demais carrapatos foram encontradas as seguintes frequéncias para os meios
rural e urbano, respectivamente: Amblyomma ovale (4,88% e 0), A. dubitatum, (0,81% e 0),
ninfas de 4. cajennense (30,89% e 1,82%) e ninfas de R. sanguineus (8,94% e 23,64%).

A ocorréncia de diferentes espécies de carrapatos em cdes em diversas localidades ¢
resultante das caracteristicas epidemiologicas de cada regido. Em areas urbanas a espécie mais
encontrada em caes ¢ R. sanguineus (LINARDI; NAGEM, 1973; MASSARD et al., 1981;
RIBEIRO et al., 1997), fato que foi confirmado no presente estudo. Esse carrapato, originario
de Velho Mundo e introduzido no Brasil durante a colonizacdo, ja se encontrava distribuido
em todas as regides geograficas do Brasil na década de 30 (ARAGAO, 1936). Em areas
rurais, diferentes espécies do género Amblyomma infestam cdes que tém acesso a areas de
matas e florestas (MASSARD et al., 1981; LABRUNA et al., 2000). Na regidao Sudeste, as
espécies de Amblyomma mais freqiientemente encontradas em caes de areas rurais sdo A.
aureolatum, A. ovale e A. cajennense (ARAGAO, 1936; MASSARD et al., 1981). Neste
estudo, a espécie A. dubitatum foi encontrada em caes que tinham acesso a areas de mata onde
foi constatada a presenga de capivaras, o hospedeiro tipico desta espécie de carrapato.

Os dados a respeito do ciclo bioldgico de carrapatos, em infestagdes naturais nos caes,
sdo essenciais para o estabelecimento de medidas de controle. Dentre as variaveis estagoes do
ano e comparagdo com a presenca ou auséncia de infestacdo por carrapatos observados nos
caes durante o estudo pode-se verificar associagao (p<0,05) entre a presenga de infestagdo por
carrapatos e o periodo do inverno. A primavera e o verdo ndo apresentaram diferencas quanto
a infestacdo. O percentual de infestagdo por carrapatos foi acima de 50% e esteve presente
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durante todas as estacdes do ano. A presenca constante dos hospedeiros ao longo do ano,
ambientes adequados e a presenca das fases ndo parasitarias podem explicar porque as
variacoes nas condi¢des climaticas ndo foram limitantes para o desenvolvimento de
carrapatos.

A temperatura média anual da regido estudada ¢ de 24,5°C, com variacdo de 22 a
27°C, precipitacao anual de 1.213 mm e umidade relativa média de 75%, com variagdo entre
70 e 80%. O clima ¢ tropical subumido com pouco ou nenhum déficit hidrico e mesotérmico
com calor bem distribuido o ano todo. E classificado como Aw (clima tropical com estagdo
seca de inverno e chuvas no verdao) segundo o modelo de Kdoppen. Para a regido, ha
concentracdo de chuvas entre os meses de novembro a mar¢o (CARVALHO et al., 2006).
Nestas condi¢des climaticas tropicais do Brasil, os carrapatos podem permanecer ativos
durante quase o ano inteiro.

Louly (2003) em estudo analisando a dinamica sazonal de R. sanguineus realizado em
um canil de uma unidade de policia localizado em Goiania, Goias, demonstrou que ixodideos
podem desenvolver até quatro geracdes anuais, ¢ infestagdes nos caes foram observadas
durante todos os meses do ano, mas ndo verificou diferenca significativa na contagem no que
diz respeito as estagdes do ano.

Os achados do presente estudo demonstram maiores infestagdes nos periodos de
outono e inverno e corroboram os achados de Silveira et al. (2009) que em estudo de
verificagdo da dindmica populacional de R. sanguineus em Belo Horizonte, MG,
considerando o numero total de carrapatos, observaram 4928 carrapatos nos cades durante a
estacdo seca (inverno e outono) e 2390 carrapatos durante o periodo quente e chuvoso
(primavera e verao). As taxas de infestagdo foram significativamente mais elevadas durante a
estacdo seca (p<0,05). Verificaram também a presenca de carrapatos nos animais durante todo
o periodo experimental de 12 meses, com os maiores graus de infestagdes nos meses de
outubro e novembro (que compreende a primavera).

As maiores frequéncias de parasitismo por carrapatos encontradas no presente estudo
para as épocas de outono e inverno também podem ser explicadas pelo fato da realizacao de
menores quantidades de banhos nos caes, devido ao clima mais frio e, portanto, menor
visualiza¢ao dos carrapatos pelos proprietarios, bem como menores tratamentos. Aliado a este
fato, nestas épocas muitos cdes procuram abrigos no intradomicilio o que facilitaria a
infestacdo por carrapatos R. sanguineus, que apresentam habitos nidicolas.

Na cidade de Juiz de Fora, Minas Gerais, Rodrigues et al. (2001) coletaram
ectoparasitos de caes durante o inverno ¢ o verdo. Embora eles ndo tenham observado uma
significativa diferenga na frequéncia de contagem, ¢ importante salientar que os cdes incluidos
neste estudo viviam nas ruas e sem qualquer cuidado.

As condi¢des climaticas sdo fatores cruciais para o desenvolvimento do ciclo
biologico de carrapatos e pode determinar sua frequéncia em diferentes populagdes
hospedeiras em diferentes regides geograficas. Maroli et al. (1996) confirmaram que R.
sanguineus nao desenvolve em temperaturas inferiores a 18 °C e umidade relativa inferior a
50%, entretanto, Silveira et al., 2009 verificaram em seus estudos em Belo Horizonte, MG
que a temperatura mais baixa registrada foi de 16,6 °C e umidade relativa de 44% em maio de
2006, no entanto, observou-se a continuidade do ciclo, e todas as fases foram encontradas em
caes, embora o més de Maio tenha demonstrado a menor contagem de carrapatos coletados.

A variagdo sazonal de R. sanguineus observada em Belo Horizonte difere dos
resultados de estudos desenvolvidos em outras cidades brasileiras (SILVEIRA et al., 2009)

Guimaraes et al. (2011) em seus estudos em Lavras, Minas Gerais, verificaram que em
relacdo a sazonalidade, 96% dos ectoparasitos (carrapatos e pulgas) foram observados entre os
meses de setembro e janeiro (estagdo chuvosa). De acordo com GONZALEZ et al. (2004), R.
sanguineus ¢ Ctenocephalides sp. preferem os meses quentes e umidos, sendo, portanto, mais
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abundantes na primavera ¢ no verdo, com reducdo acentuada da populagdo nos meses de
outono e inverno.

No presente estudo pode-se verificar associagdo (p<0,05) entre a alta infestacdo por
carrapatos e o periodo do verdo. As demais esta¢des do ano ndo apresentaram diferencas entre
o grau de infestacao (p>0,05). Apesar disso, maior soropositividade foi associada aos meses
mais frios. Independente do grau, a infestagdo por carrapatos foi observada durante todas as
estacoes do ano.

Santos (2006) ao avaliar cdes do CCZ de Santa Cruz, RJ, verificou associagdo
significativa (p<0,05) na prevaléncia de infestagdes por carrapatos no periodo seco foi de
1,38% e no periodo chuvoso (outubro a marco) de 2,76%, corroborando os achados da
presente pesquisa para o municipio de Seropédica, RJ, que apresenta caracteristicas climaticas
semelhantes. O mesmo autor ao avaliar durante um periodo de quatro anos a prevaléncia de
hemoparasitoses em caes na mesma regido, ndo verificou diferenca estatistica entre as
prevaléncias do periodo seco e do periodo chuvoso.

Costa-Junior et al. (2009) em estudos em Minas Gerais verificaram que baixas
temperaturas na regido de Lavras durante a estag@o seca resultou em baixa infestacdo dos caes
por carrapatos € consequentemente baixa infeccdo dos caes por Babesia canis.

Em relagdo ao clima, Shakespeare (1995) observou variacdo sazonal na média de
casos de babesiose canina com a ocorréncia de um pico no verdo e uma queda no inverno.
Houve aumento dos casos clinicos mesmo antes das chuvas acontecerem, em Novembro,
quando os termdmetros marcaram uma média de temperatura méaxima de 27,3°C.

Harvey et al. (1988) atribuiram a observacao de alta infestagdo por carrapatos de caes
de um canil da Florida, a ocorréncia de pluviosidade acima da média nos meses que
precederam o més de agosto.

5.2 Diagnéstico de Babesia canis através do Método Indireto pela Técnica Sorolégica de
ELISA (Ensaio Imunoenzimatico de Adsorcio) a partir de Amostras Séricas de Caes do
Municipio de Seropédica, RJ

A prevaléncia da babesiose canina varia de acordo com o ambiente ao qual o animal
reside, condi¢cdes climaticas da regido e alguns fatores epidemiologicos, tais como a
distribuicao dos vetores, média de idade da populacdo estudada, praticas de manejo, perfil do
proprietario, acesso a diferentes ambientes e contato com outras espécies animais, dentre
outros.

A dificuldade de deteccdo do hemoparasita B. canis na fase cronica da doenga conduz
a pesquisa de anticorpos através do imunodiagndstico (VERDIDA et al., 2004). As técnicas
mais utilizadas neste tipo de diagndstico indireto sdo a RIFI (Reagdo de Imunofluorescéncia
indireta) e o ELISA (Ensaio de Imunoadsor¢ao Enzimatica), sendo a RIFI mais utilizada, por
ser considerada de facil execugdo e menos onerosa. Furuta (2004) comparou as duas técnicas
no diagndstico de babesiose canina e demonstrou que o método de ELISA teve maior
sensibilidade, porém ressaltou que ndo existe a melhor técnica a ser utilizada para este
diagnostico, o que depende das condigdes para realizacdo do mesmo.

O presente estudo demonstrou que a soropositivade para Babesia canis nos caes do
municipio de Seropédica, RJ apresentou uma frequéncia de 12,54% (n=39/311), concordando
com estudo similar realizado por Maia et al. (2007), onde a partir da RIFI obtiveram uma
soroprevaléncia de 18,8% em caes.

Estudos realizados por Ribeiro et al. (1990), Dell'Porto et al (1993), Trapp et al.
(2006), Oliveira et al. (2008) e Guimaraes et al. (2009), observaram taxas de soropositividade
mais elevadas comparadas ao presente estudo, variando de 36% a 73,3%. Entretanto, esta
diferenca foi esperada, ja que os estudos comparados foram realizados somente em areas
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urbanas, onde a frequéncia do vetor R. sanguineus ¢ alta e a babesiose ¢ endémica (PASSOS
et al., 2005).

5.2.1 Fatores associados as caracteristicas dos cdes com diagndstico positivo pelo
método sorologico de ELISA para Babesia canis

Caracteristicas inerentes aos caes, habito e manejo destes animais sao fatores
importantes a serem avaliados em um estudo epidemioldgico, visto que estas particularidades
relacionadas ao hospedeiro podem demonstrar associagdo com o diagndstico positivo para
babesiose. Dentre os estudos relacionados ao diagndstico de B. canis em caes, vigentes na
literatura atual, poucos destacam os fatores associados a dindmica de transmissao deste agente
etioldgico nos animais. Apesar de varios estudos envolverem a soroprevaléncia desse agente,
grande parte destes sdo realizados em populagdes de cdes oriundos de hospitais, clinicas
veterinarias (MIRANDA et al., 2008; DUARTE et al., 2008) e centros de zoonoses (DELL’
PORTO et al., 1993), com a presenga de animais sintomaticos para babesiose.

Em relagdo a area de origem dos animais, no presente estudo observou-se que os caes
de area rural foram os mais acometidos (21,56%, n=36/167, p<0,0001). No estudo, verificou-
se que o ambiente rural possuia abrigos para os caes construidos em alvenaria, sem reboco, ou
em alguns casos, com “chapisco” e formados por restos de construcdes (madeiras, zinco,
telhas), favorecendo a presenca do vetor R. sanguineus, que apresenta habito nidicola. Em
estudo realizado em cdes de 4drea rural, O’Dwyer (2000), observou prevaléncia de 41,10% no
Estado do Rio de Janeiro, através de diagnostico pelo método de RIFI. Muitas pesquisas
realizadas no Brasil destacam principalmente a ocorréncia do agente em caes procedentes de
areas urbanas, onde as taxas de prevaléncia variaram entre 33% e 67% (DELL’ PORTO et al.,
1993; DELL’ PORTO, 1986; RIBEIRO et al., 1990; UNGAR DE SA et al., 2007). Desta
forma, apesar da frequéncia observada ser mais elevada nos cdes de area rural neste estudo, o
valor observado foi mais baixo em relag@o a outras pesquisas, independente da area avaliada.

Contudo, vale destacar que alguns desses resultados obtidos nos estudos
epidemioldgicos citados, podem estar relacionados ao delineamento experimental presente
nos tipos de pesquisa citados, que abordam principalmente animais com suspeita clinica para
hemoparasitose (UNGAR DE SA et al., 2007).

A variavel estacdo do ano foi verificada para a época do estudo encontrando-se maior
percentual de positividade (p<0,05) para Babesia canis nos meses relacionados ao outono
(27,91%), achado que esta de acordo com a alta frequéncia de parasitismo por carrapatos na
mesma época. Este fato € pouco comum, pois geralmente verifica-se maior frequéncia de
babesiose canina nas €pocas mais quentes e chuvosas. Cabe ressaltar que as coletas de
amostras foram feitas de forma irregular quanto aos dias, intervalos entre coletas e
quantidades de caes durante o periodo do estudo. As condi¢des climaticas mantiveram-se
Otimas e pouco demarcadas no decorrer de todo o estudo, com disponibilidade constante do
hospedeiro, o que pode explicar a maior ocorréncia de caes soropositivos no outono.

Costa-Junior et al. (2009) verificaram que durante a estagdo seca, a freqiiéncia global
de anticorpos anti - B. vogeli na populagdo canina em areas rurais de Minas Gerais foi de
28,7% (70 de 244 animais).

Em relagdo ao género, nao foi verificada associagdo com a soropositividade (COSTA-
JUNIOR et al., 2009; GUIMARAES et al., 2009; MAIA et al., 2007; UNGAR DE SA et al.,
2007). Este achado pode estar relacionado ao fato de que a diferenga entre os géneros macho e
fémea ndo interfere na capacidade de infestacdo por carrapatos vetores, apesar de ambos
terem alguns comportamentos diferentes, principalmente relacionados aos aspectos
reprodutivos e marcagdo de espago territorial, com maior movimentacdo dos machos, que,
portanto ficariam mais expostos a infeccado no ambiente.
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Na categoria definicdo racial, houve associacdo estatistica, sendo os cdes sem raga
definida os mais acometidos (p<0,05), concordando com o estudo realizado por Maia et al.
(2007), pois, diferente dos caes de raca, eles ficam mais soltos e seus donos nao fornecem
tantos cuidados em satde e tratamento carrapaticida. Contudo, em outros estudos nao foi
observada diferenca entre a soropositividade dos cdes com raca e sem definicdo racial
(COSTA-JUNIOR et al., 2009; GUIMARAES et al., 2009). Além disso, no presente estudo
verificou-se uma maior quantidade de animais avaliados na categoria sem raga definida, o que
pode ter tendenciado estatisticamente este resultado.

A idade do animal foi um fator que apresentou associacdo com a soropositividade,
sendo os cdes com idade de seis meses a dois anos a categoria que apresentou maior
freqliéncia (20,59%, n=14/68), seguida de animais maiores que cinco anos (12,61%,
n=15/119), ¢ animais com idades de dois a cinco anos (9,52%, n=10/105). Esses dados
corroboram os achados de Costa-Junior et al. (2009) e Guimaraes et al. (2009), quando
observaram que os caes com idades acima de dois anos apresentaram maior soropositividade.
No presente estudo foi verificado também que animais abaixo de seis meses nao apresentaram
titulagdo para o agente, diferindo das demais categorias avaliadas. Este achado pode estar
relacionado a menor mobilidade do animal para areas com risco de infestagao por carrapatos,
menos tempo de exposi¢do aos possiveis vetores, além do fato que muitas vezes, esta
categoria de animal recebe maiores cuidados por parte dos proprietarios, exibindo melhores
condi¢des sanitarias que as demais faixas etérias.

O comprimento do pé€lo ndo apresentou associacao com a soropositividade, apesar
desta caracteristica, possivelmente, conferir uma maior dificuldade na visualizacdo pelos
proprietarios quanto a presenga de carrapatos nos caes, limitando assim o tratamento e
controle destes possiveis vetores. Da mesma forma, o porte dos animais ndo apresentou
associacao com a soropositividade ao piroplasma, apesar de que caes de grande e médio porte
poderiam estar mais expostos aos carrapatos vetores, pois s30 animais que muitas vezes,
permanecem fora do domicilio.

A alta infestacdo por ectoparasitos foi marcante, estando presente em 81,03% dos caes
avaliados, mas nao sendo observada associacdo estatistica com a soropositividade dos animais
para B. canis. Contudo, a presenca de carrapatos foi observada em 57,23% (n=178/311) dos
caes estudados, sendo esta varidvel associada a soropositividade, concordando com estudos
realizados por Ionita et al. (2012), onde todos os animais positivos apresentaram carrapatos.
Este achado est4 diretamente relacionado a transmissdo vetorial de B. canis por carrapatos, € a
presenca destes carrapatos nos cdes no momento da coleta sugere que estes podem estar
participando diretamente na transmissao vetorial deste agente para os caes.

Apesar de a soropositividade estar associada a presenga de carrapato, a falta de
tratamento carrapaticida pelos proprietdrios ndo apresentou esta associacdo com a
soropositividade dos caes. Este fato pode ser explicado pela falta de conhecimento sobre o
manejo carrapaticida, onde os tratamentos eram realizados, muitas vezes de forma incorreta,
com principios ativos, modo de aplicagcdo e intervalos inadequados, diluigdes incorretas, € o
tratamento do animal ser realizado sem o tratamento simultaneo do ambiente.

A historia pregressa de doencas causadas por agentes etioldgicos transmitidos por
carrapatos ndo apresentou associacdo com o resultado positivo na sorologia, o que pode ser
explicado pela auséncia de diagnostico nos animais estudados, que em sua maioria, tém pouco
acesso a assisténcia veterindria. Este aspecto deve ser levado em consideragdo juntamente
com as caracteristicas socio-econdmicas e culturais da regido.

70



5.2.2 Fatores associados ao comportamento, habito e manejo dos caes com diagnostico
positivo para Babesia canis pelo método sorologico de ELISA

Diversas pesquisas abordam alguns possiveis fatores associados a soropositividade de
B. canis tanto no Brasil, como no Mundo (COSTA-JUNIOR et al., 2009; GUIMARAES et
al., 2009; MAIA et al., 2007; TRAPP et al., 2006a; UNGAR DE SA et al., 2007; IONITA et
al., 2012; NALUBAMBA et al., 2011). Nestes destacam-se, em sua maioria, os fatores
inerentes ao proprio cdo, como sexo, idade e raga ou aspectos relacionados a peculiaridade de
cada regido estudada (IONITA et al., 2012; NALUBAMBA et al., 2011; COSTA-JUNIOR et
al., 2009; MAIA et al., 2007). Entretanto, fatores associados ao comportamento, habito e
manejo dos caes podem estar diretamente interligados com a ocorréncia da babesiose, uma
vez que muitos destes fatores podem favorecer a infestacdo dos animais por carrapatos
vetores.

Em relagdo a permanéncia do cdo dentro ou fora da residéncia do proprietario, ndo foi
verificada associagdo com a soropositividade do animal. Independente deste fato, animais
criados dentro de casa contribuem para a caracteristica inerente do principal vetor de B. canis,
o carrapato R. sanguineus, que demonstra-se altamente adaptado ao ambiente domiciliar,
favorecendo desta forma, a transmissdo aos animais, ndo somente para aqueles que
permanecem fora das residéncias, como também para aqueles que permanecem em seu
interior (DANTAS-TORRES, 2010). Vale destacar que apesar de ndo haver associacao,
observou-se que a freqiiéncia de caes soropositivos foi menor nos animais que permaneciam
dentro da residéncia. Animais que vivem o tempo todo dentro de casa geralmente apresentam
maior contato com o proprietario, o que neste caso, facilita a visualizagdo de carrapatos e
consequentemente seu controle.

Contudo, para os cdes que tiveram acesso a pastagem, observou-se associagdo com a
soropositividade (p<0,0001). Apesar do ambiente caracterizado como urbano e quintal,
avaliado no estudo, ser considerado o mais comum para a ocorréncia para R. sanguineus,
vetor da babesiose canina, foi observada baixa freqiiéncia de soropositividade dos animais
(3,65%, n=5/137). Vale destacar que a presenca da espécie R. sanguineus nas areas rurais do
Municipio de Seropédica foi marcante, o que pode ter contribuido consideravelmente para a
soropositiviodade dos cdes a babesiose nestas areas. E este fato pode estar relacionado a forte
interacdo que existe neste municipio, entre as areas rurais e urbanas, além do elevado
deslocamento de pessoas e animais no seu interior, o que poderia favorecer a presenga do
vetor e consequentemente, da doenca nas areas rurais. No entanto, pouco se sabe sobre a
transmissdo, a ocorréncia e os aspectos epidemioldgicos da babesiose canina em areas rurais
do Brasil (COSTA-JUNIOR et al., 2009). Logo, existe a possibilidade da doenca estar
associada a presenca de outras espécies de carrapatos vetores, que ndo sdo da espécie R.
sanguineus. Labruna e Pereira (2001) observaram maior frequéncia do género Amblyomma
em areas rurais, em detrimento da espécie R. sanguineus, ndo sendo comprovada a
transmissao do piroplasma por este género de carrapato, at¢ o momento (COSTA-JUNIOR et
al., 2009).

Além disso, foi observado que o contato de cdes com outras espécies animais
apresentou associagdo com a soropositividade (p=0,0022), ao contrario de estudos realizados
por Trapp et al. (2006). Esta categoria pode estar relacionada ao acesso do animal a pastagem
e caes sem abrigo na residéncia, justificando a associacdo a soropositividade. Do mesmo
modo, o contato com outros animais que possam estar infestados com carrapatos infectados,
pode realmente ampliar a possibilidade destes cdes se infestarem com os possiveis vetores,
aumentando as chances de infec¢do pelo protozoario.

Em adicdo, observou-se que cies que possuiam abrigo na residéncia, apresentaram
menor frequéncia de soropositividade (3,23%, n=6/186), em relacdo aos cdes sem abrigo
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(26,40%, n=33/125). Isso pode estar relacionado ao fato de que muitos destes animais
ficavam soltos a maior parte do tempo, o que estava associado a soropositividade (15,61%,
n=37/237, p=0,0120). Desta forma, o acesso dos caes em locais em que ocorre o vetor, pode
favorecer a infeccdo pelo agente etioldgico. O contato com outros animais ¢ uma variavel
importante para a manuten¢ao da infestacao, principalmente quando o tratamento do ambiente
e do animal ¢ deficiente, ou ¢ realizado somente em alguns dos animais que vivem no mesmo
ambiente, conforme observado também nos estudos de Maia et al. (2007).

Em relacdo ao tipo de ambiente que o cdo passa maior parte do tempo, observou-se a
maior soropositividade (31,45%, n=11/35) nos animais que permaneciam no ambiente de
grama e/ou pasto. Este achado refor¢a a possibilidade de que possivelmente o animal se
infecte também em locais onde a presenca do principal vetor da doenga ¢ menos comum,
destacando assim a possibilidade de outros possiveis carrapatos vetores.

Contudo, apesar desta associagdao de soropositividade e o contato do animal com este
tipo de ambiente, deve-se salientar que foi observado também em muitas residéncias rurais, a
presenca de abrigos improvisados para os animais, o que realmente pode ter contribuido para
a manuteng¢do do principal vetor da doenga, o carrapato R. sanguineus neste tipo de ambiente
(DANTAS-TORRES, 2010).

As mas condigdes de higiene do ambiente foram altamente significativas (p<0,0001),
com maior frequéncia de soropositividade (32,50%, n=13/40) em ambientes com condicdo de
limpeza ruim. Isso se deve ao fato de que o controle de vetores ndo ¢ realizado somente com
tratamento quimico convencional no ambiente, mas também deve ser realizado por métodos
fisicos de limpeza. A cuidadosa observacdo das areas com possibilidade de infestacdo por
carrapatos no ambiente ¢ um fator extremamente importante para o controle adequado da
infestacdo, aliada ao tratamento do animal. No presente estudo foram observadas propriedades
com a presen¢a de grande quantidade de carrapatos em paredes e frestas, corroborando
observagoes feitas por Dantas-Torres (2010), sendo este fato, muitas vezes, desconhecido por
parte dos proprietérios, que, portanto, ndo atuavam no controle do ectoparasito no ambiente.

Em relacdo a utilizacdo de ectoparasiticidas no ambiente dos animais, observou-se que
14,48% (n=21/145) dos caes que vivem em ambiente sem tratamento foram soropositivos, em
relacdo ao grupo de cdes que vivem em ambiente tratado (10,84%, n=18/166, p=0,42). Este
resultado pode estar relacionado ao mau uso dos produtos ectoparasiticidas por parte dos
proprietarios. Caprariis et al. (2010) observaram que a prevaléncia da babesiose por B. canis
vogeli em cdes que receberam tratamento acaricida foi 17,6%, enquanto nos animais nao
tratados a prevaléncia foi de 5,9%, justificando os achados do presente estudo relacionados a
falta de manejo ou manejo incorreto, onde ndo houve diferenca entre ambiente tratado e nao
tratado.

No quesito assisténcia veterindria, os caes que ndo recebiam assisténcia foram os mais
soropositivos (19,13%, n=35/183). Da mesma forma, cdes ndo vacinados apresentaram
21,79% de soropositividade (n=17/178). A falta de assisténcia veterinaria pode contribuir
para um controle ineficiente dos vetores, pois esta relacionada a falta de informagdo para o
proprietario e a auséncia de vacinacdo, ndo atua diretamente na questdo da positividade, mas
esta associada a questdo da assisténcia veterinaria em si, € aos cuidados do proprietario com a
sanidade do animal. Além disso, animais que apresentam patologias concorrentes e imunidade
deficiente sao mais suscetiveis aos patogenos veiculados por carrapatos.

Em relacdo a origem do animal, apenas 9,67% (n=31/311) dos cdes tiveram sua
origem na rua, possuindo estes maior frequéncia de soropositividade, 25,81% (n=8/31), em
relacdo as demais categorias. Estes animais abandonados (de origem errante) apresentaram
maior frequéncia de positividade devido a maior exposi¢cdo ao vetor, fato explicado pela sua
maior movimentacao em locais infestados, auséncia de manejo carrapaticida e cuidados em
saude.
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O histérico de infestacdo por carrapatos na propriedade dos animais foi relatado em
88,75% (n=276/311) dos caes, com frequéncia de soropositividade de 92,31% (n=36/39); o
histérico de infestacdo na vizinhanca dos cdes que transitam nestas areas apresentou
frequéncia de soropositividade de 95,82% (n=298/311), e ndo apresentaram associagdo com a
positividade a babesiose, apesar de serem as maiores frequéncias observadas nestas variaveis.
Este fato pode ser verificado a medida que os proprietarios ndo observam a infestacdo dos
caes, principalmente quando € baixa ou at¢ mesmo desconhecem o vetor e, além disso, alguns
se sentem constrangidos de admitir que seu animal ja se apresentara infestado, no momento
que ¢ entrevistado.

O tempo em que o cdo estd na propriedade, em contato com o ambiente e sob o
manejo especifico de cada proprietario, nao influenciou na soropositividade dos animais. Este
fato ja era esperado, pois, independente do tempo do manejo, o animal pode se infectar em
outro local que ndo o dele em questdo, visto que muitos dos animais do estudo vivem soltos.
Isto pode estar relacionado também a propria capacidade vetorial do agente da babesiose,
onde apenas um espécime infectado pode veicular o patdogeno ao cao.

5.2.3 Fatores associados aos aspectos clinicos dos cies com diagndstico positivo para
Babesia canis pelo método sorolégico de ELISA

Os achados clinicos, juntamente com a anamnese sdo procedimentos fundamentais
adotados por médicos veterinarios a fim de se obter uma avaliacdo geral da saude e do bem
estar do animal que esta sendo examinado. Entretanto, deve-se enfatizar que a maioria dos
sinais clinicos observados na rotina de atendimento destes animais sdo inespecificos para
muitas enfermidades, fazendo-se necessaria a realizagdo de exames laboratoriais
complementares para a elucidagcdo do diagnostico final.

Em relagdo aos principais aspectos clinicos observados na babesiose canina, destacam-
se a ocorréncia de febre, anorexia, depressdo, oliguria, hemoglobinuria, vomito, letargia,
desidratagdo, ictericia, mucosas palidas, esplenomegalia e dispnéia (IRWIN, 2009). No
presente estudo, apenas duas variaveis clinicas apresentaram associacao significativa (P<0,05)
com a soropositividade para babesiose, o escore corporal e o comportamento do cdo. Vale
destacar que o estudo ndo foi direcionado somente para animais soropositivos para B. canis,
ou com suspeita clinica de babesiose, mas sim para uma populacdo canina selecionada de
forma aleatoria no municipio.

Caes com escore corporal magro apresentaram associagdo com a soropositividade para
B. canis. A magreza ¢ um aspecto que pode ser verificado em animais com babesiose, seja na
fase aguda ou cronica, pois os cdes sao acometidos por anemia, febre, anorexia e depressao,
os quais influenciam na condi¢do corporal do animal (FURLANELLO et al., 2005). A
inapeténcia ¢ um sinal observado em casos de babesiose canina (FURLANELLO et al., 2005;
TROTTA et al., 2009) variando a gravidade de acordo com a fase de infec¢ao pelo parasita.

Da mesma forma, cles caracterizados com comportamento apatico ou triste,
apresentaram associacdo com a soropositividade. Estes achados corroboram os achados de
Gopegui et al. (2007), os quais verificaram em seus estudos que 89% dos cdes com babesiose
apresentaram-se com letargia.

Entretanto, em relacdo aos demais sinais clinicos observados, ndo houve associacio
com a soropositividade. Estes dados sao diferentes dos obtidos por Gopegui et al. (2007), que
avaliaram cdes com diagndstico positivo para babesiose, os quais 60% apresentaram mucosas
palidas. Apesar de poucos sinais clinicos evidenciados nos animais positivos ¢ importante
destacar o aspecto subclinico que esta doenga pode apresentar, e, portanto a auséncia destes
sinais nos caes infectados do estudo. Vale ressaltar também que a auséncia de sinais clinicos
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nos caes infectados pode estar associada com a subespécie de B. canis envolvida na infecg¢ao
(CACCIO et al. 2002).

Braga (2011) observou que cdes soropositivos para B. canis, através da RIFI,
apresentaram como sinais clinicos mais freqiientes: linfadenopatia (63,6%), alteragdes
dermatologicas (42,4%), anorexia/hiporexia (31,1%), apatia (28,5%), emagrecimento
(24,5%), febre (21,2%), desidratacdo (4,0%), edema (4,0%), hemorragias petequiais (2,0%),
alteracdes nervosas (1,3%), ictericia (0,7%) e hemoglobintria (0,7%).

Alguns estudos levantam a hipotese de que na infec¢do por B. canis vogeli, os caes
ndo apresentam alteracdes clinicas significativas, exceto em casos de animais que estejam
esplenectomizados ou com doencas concomitantes (TABOADA; LOBETTI, 2006;
SOLANO-GALLEGO et al., 2008). Vale destacar que, em estudo conduzido por Caprariis et
al. (2010), as alteragdes clinicas e hematoldgicas ocorreram principalmente em animais co-
infectados por B. canis vogeli e A. platys, quando comparados aqueles infectados apenas por
B. canis vogeli, revelando que a co-infeccdo entre os agentes pode agravar o quadro clinico e
deve ser uma questao considerada na realizacao do diagndstico em areas endémicas.

5.2.4 Caracteristicas das propriedades visitadas

O municipio de Seropédica apresenta um tipo de urbanizacao bastante tipico de areas
em transi¢do do meio rural para o meio urbano, com pouca infraestrutura na sua urbanizagao.
No municipio ¢ comum observarem-se criacdes de animais de produ¢ao no perimetro urbano,
bem como remanescentes de matas e pastagens nesta drea. A darea rural apresenta-se com
propriedades em sua maioria de pequeno a médio porte, em sua maioria com forte tendéncia
urbana no que concernem os tipos de construgdes. Em relagdo ao ambiente, hd muitas
pastagens, areas de vegetacdo rasteira e areas de mata com presenca de animais silvestres.
Uma caracteristica das areas rurais dos municipios da regido metropolitana do Estado do Rio
de Janeiro ¢ o estreito limite entre a area rural e a urbana, com expansdo da urbanizagdo para
as areas rurais. O municipio do presente estudo ¢ de pequena extensdo, permitindo facil
interagdo de animais entre esses meios € com isso seus vetores e patdgenos.

Foram visitadas 113 residéncias e/ou propriedades nas zonas rurais e urbanas
localizadas no municipio de Seropédica, sendo 51,32% localizadas em &reas rurais e 48,67%
em areas urbanas. No presente estudo observou-se que 36,21% (n=21/58) e 5,45% (n=3/55)
dos domicilios rurais e urbanos, respectivamente, tinham cdes soropositivos. Houve forte
associacao entre a soropositividade do cdo para Babesia canis e a area de domicilio no meio
rural. Estes resultados sugerem que os cdes que vivem em areas rurais estiveram mais
expostos aos carrapatos vetores do que os que vivem em areas urbanas. Além disso, pode-se
inferir que os animais de areas urbanas sejam tratados com maior freqiiéncia com acaricidas,
enquanto que os animais de areas rurais recebem menos cuidados e poucas vezes sdo tratados
com acaricidas, ou o sdo, porém com acaricidas utilizados para animais de producdo, que
apesar de muitos poderem ser utilizados, sdo manejados de forma incorreta por falta de
conhecimento do proprietario.

Em relacdo ao numero de propriedades visitadas verificou-se que 21,24% (n=24/113)
delas possuiam pelo menos um cdo soropositivo. Quanto ao numero de cdes nas propriedades,
61,06% (n=69/113) destas possuiam dois a quatro caes, 13,27% (n=15/113) possuiam cinco
ou mais animais e 25,66% (n=29/113) somente um animal. Pdde-se verificar que propriedades
com maior niumero de cades, muitas vezes t€ém maior dificuldade para manutengdo do manejo
correto e, portanto, apresentaram maior infestagao por carrapatos.

Quanto ao tipo de residéncia, 99,11% (n=112/113) era construida de alvenaria, que
sem os devidos cuidados com o manejo acaricida no ambiente tornam-se grandes habitats para
o ciclo ndo parasitario de carrapatos, principalmente se ha frestas, tijolos sem reboco e reboco
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em chapisco. A falta de métodos fisicos de limpeza, como por exemplo, uso de vassoura de
fogo e até mesmo o simples ato de varrer o local do animal, foi observado na grande maioria
das propriedades.

O tipo de vegetacdo mais frequente no entorno da propriedade foi relacionado a
presenga de jardim (40,71%, n=46/113), tendo em algumas propriedades, arvores frutiferas de
pequeno a médio porte. Foram observadas nas residéncias, grandes quantidades de
exemplares fémeas de carrapatos e suas posturas principalmente nas frestas e paredes de
chapisco, além da presenga em vasos de plantas ornamentais. Este fato foi observado
independente da condi¢do econdmica dos proprietarios, os quais todos desconheciam sobre o
ciclo do carrapato. Os demais tipos foram: ambientes sem vegetagdo (26,55%, n=30/113),
ambientes com mata ao redor da propriedade (23,01%, n=26/113), propriedades com éreas de
pastagem com resquicios de mata (7,96%, n=9/113) e propriedades somente arborizadas
(1,77%, n=2/113). Ambientes sem vegetacdo em sua maioria ndo apresentaram infestacao,
pois destes, muitos eram ladrilhados ou cimentados e eram lavados constantemente, mas
houve ambientes com estas caracteristicas que apresentaram infestacdo ambiental. Ambientes
com mata ou pastagens ao redor foram aqueles nos quais os proprietarios tiveram mais
reclamacdes acerca da presenga de carrapatos e da dificuldade do controle de carrapatos no
ambiente e nos animais.

Nota-se que o municipio apresenta-se inserido numa grande area com remanescentes
de mata ao redor, além da presenca de um parque florestal de reabilitacdo de animais
silvestres, onde 61,95% (n=70/113) dos proprietarios relataram presenga de animais silvestres
no entorno da propriedade e 38,05% (n=43/113) ndo, sendo 77,14% (n=54/70) destes
representados por gambds, pequenos roedores e répteis, 11,43% (n=8/70) por gambds e
pequenos primatas, 10% (n=7/70) por capivaras, gambas e répteis, e 1,43% (n=1/70) por aves
silvestres. A presenca de animais silvestres ocorreu também na area urbana do municipio,
onde muitos deles vdo em busca de alimentos e apresentam contato com seus animais de
estimag@o e com o ambiente onde os mesmos vivem. O tipo de 4rea com animais silvestres no
entorno foi caracterizada como rural em 58,57% (n=41/70) das propriedades e como area
urbana em 41,43% (n=29/70). A maioria dos proprietarios desconhecia a possibilidade de
veiculacdo de patdogenos entre os animais silvestres e seus caes, bem como de seus vetores e
possiveis agentes zoondticos.

5.2.5 Caracteristicas das propriedades visitadas relacionadas a percepcao e perfil dos
proprietarios

A percepcao e o perfil dos proprietarios sao importantes fontes para o estudo
epidemioldgico, bem como servem de meios para o diagndstico da situacdo e
consequentemente da tomada de decisdes frente ao problema e retorno de informagdes e
educagdo sanitaria.

Em relacdo a informagdo que o proprietario possui sobre os riscos dos carrapatos,
74,33% (n=84/113), estavam cientes sobre os riscos, € 25,66% (n=29/113) ndo tinham
conhecimento sobre os riscos, € quanto a informacdo sobre doengas transmitidas por
carrapatos, 70,23% (n=59/84) desconheciam o assunto, ¢ 29,76% (n=25/84) detinham o
conhecimento. Grande parte dos proprietarios entende como riscos decorrentes dos carrapatos
somente o fato do ectoparasito fazer espoliacdo sanguinea. Alguns deles, ndo sabiam que a
quantidade de sangue espoliada seria suficiente para causar anemia. Estes dados evidenciam a
grande dificuldade no controle de doengas transmitidas por carrapatos, além dos perigos aos
quais o homem e seus animais estdo expostos. O parasitismo por carrapatos em pessoas, na
area de cria¢ao dos seus animais, ocorreu em 50,44% (n=57/113) dos entrevistados, ¢ 49,55%
(n=56/113) relataram nao terem sido parasitados por carrapatos. Este dado pode ter sido
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subestimado, visto que em sua maioria, o parasitismo por carrapatos nao ¢ notado pela pessoa,
ou ¢ tratado como algo normal, e, além disso, alguns entrevistados relataram ndo saber
exatamente a diferenga entre pulgas e carrapatos. Este relato foi independente da classe social,
porém pessoas com nivel de escolaridade mais elevado souberam diferenciar melhor os
ectoparasitos. Harrison et al. (1997) demonstraram que R. sanguineus, principalmente as suas
formas imaturas, alimentam-se em humanos com grande frequéncia e assim, por
desenvolverem-se em ambientes sinantropicos, com altas densidades e prevaléncias, esse
carrapato pode vir a causar aumento na incidéncia de zoonoses transmitidas.

Diante das mudangas no estilo de vida, o cao tem um contato cada vez maior com o
homem, expondo este aos agentes comuns entre essas duas espécies. Vale ressaltar que
R. sanguineus ¢ o vetor para humanos na Europa da Rickettsia conori, agente da febre
botonosa (MERLE et al., 1998), e potencial vetor da Rickettsia rickettsii, agente da febre
maculosa no Brasil (ROZENTAL et al., 2002), e da borreliose de Lyme simile no Brasil
(YOSHINARI et al., 1997).

O nivel socio econdmico foi um parametro medido por observagao, encontrando-se
53,09% (n=60/113) na classe média, 39,82% (n=45/113) na classe baixa e 7,07% (n=8/113)
na classe alta. Foi observado nas propriedades de classe baixa, um maior nimero de animais,
sendo relatado pelos proprietarios problemas como dificuldades para manejo carrapaticida e
dificuldade financeira para esterilizacdo dos animais. Algumas praticas de manejo empiricas
eram adotadas pelos proprietarios como o uso de 6leo queimado no combate de ectoparasitos,
dipirona sédica em gotas para combate de carrapatos, uso de compostos a base de creséis no
combate de carrapatos, entre outros.

O grau de escolaridade dos proprietarios ficou enquadrado como: 35,39% (n=40/113)
ndo esclareceu sobre o assunto, 18,58% (n=21/113) tinham o 1° grau incompleto, 6,19%
(n=7/113) tinham o 1° grau completo, 1,76% (n=2/113) tinham o ensino médio incompleto,
8,84% (n=10/113) tinham o ensino médio completo, 1,76% (n=2/113) tinham o nivel superior
incompleto e 22,12% (n=25/113) tinham o nivel superior completo. Apesar de grande parte
dos entrevistados apresentarem nivel superior completo, foi verificado que as informagdes
acerca da satde animal relacionada também a satide humana eram um assunto que a maioria
desconhecia. Sobre informagdes a cerca deste assunto, todos relataram que na escola nunca
foram informados, tendo informag¢des somente quando levam o cdo ao veterinario. Poucos
entrevistados relataram buscar na internet sobre o manejo e doengas nos caes.

O uso de ectoparasiticidas no ambiente de criacdo dos animais ocorria em 29,20%
(n=33/113) das propriedades e 70,80% (n=80/113) delas, ndo realizavam este manejo. O uso
dos ectoparasiticidas ndo possuia critério estabelecido por parte dos proprietérios, ou seja, era
realizado de forma incorreta na escolha do produto, no método de aplicagdo, diluicdo e
frequéncia entre as aplicagdes. Estes dados demonstram que a maioria dos proprietarios
desconhecia o fato de ter que realizar o manejo no ambiente e nos cdes deste ambiente. Foi
observado que alguns proprietarios que possuiam cdes de raga e cdes sem raga definida
realizavam o manejo de forma diferenciada, tratando os de raga e deixando os demais sem
tratamento. As classes quimicas dos produtos utilizados foram as seguintes: 36,36%
(n=12/33) das propriedades utilizavam compostos piretroides, 33,33% (n=11/33) utilizavam
piretrdides, amidinas e organofosforados, 18,18% (n=6/33) utilizavam piretréides e amidinas,
12,12% (n=4/33) utilizavam somente amidinas. A utilizacdo de piretréides no ambiente
ocorre na maioria das propriedades e segundo relatos de alguns proprietarios, em sua maioria
nao faz efeito, portanto, pdde-se verificar certa resisténcia dos ectoparasitos a estes compostos
devido ao uso indiscriminado dos mesmos.
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5.2.6 Caracteristicas das propriedades visitadas relacionadas a percepcao dos
proprietarios quanto a orientagio clinica e manejo dos animais

Segundo informagdes dos proprietarios em relacdo a assisténcia veterindria dos caes,
41,15% (n=128/311) dos caes estudados, apresentavam assisténcia. A maior frequéncia de
assisténcia foi a cada seis meses (44,53%), porém grande quantidade (39,06%) somente
quando o animal apresentava-se doente. Este resultado demonstra a importancia da assisténcia
veterinaria regular, pois ainda ¢ grande a quantidade de assisténcia somente quando os caes
ficam doentes, demonstrando a auséncia do carater preventivo em relagdo a satide do animal.

A alimentagdo dos cdes era feita por racdo comercial em 33,12% (n=103/311) dos
caes, por comida caseira em 11,90% (n=37/311) e por ambas (ragdo e comida caseira) em
54,98% (n=171/311) dos caes. Este fato mostra que grande quantidade dos animais pode
apresentar-se com deficiéncias nutricionais e principalmente com deficiéncias imunologicas,
devido a alimentagdo sem adequado balango nutricional.

O tratamento carrapaticida era realizado em 64,31% (n=200/311) dos caes e 35,69%
(n=111/311) dos caes ndo recebiam este tratamento, sendo o critério para estabelecimento do
tratamento feito por veterindrio em 31% (n=62/200) dos cdes, por balconista em 10%
(n=20/200) dos caes, por indica¢do de leigos em 20% (n=40/200) dos caes, por propaganda
em 3,5% (n=7/200) dos caes, e ndo prestaram esclarecimento sobre o critério de escolha, os
proprietarios de 35,5% (n=71/200) dos caes. Estes resultados chamam atencdo para o fato da
indicacdo por veterinario ser suplantada por outras indicagdes, o que justifica o grande
parasitismo por carrapatos (presente em 178 dos 311 cdes estudados), confirmado pela
auséncia, ou pelo manejo incorreto realizado para o controle de carrapatos, seja no ambiente,
seja no animal.

5.3 Diagnéstico de Babesia canis pela Técnica de PCR em Tempo Real a partir de
Amostras Sanguineas de Caes de Areas Rurais e Urbanas do Municipio de Seropédica,
RJ

A andlise das amostras sanguineas de caes pela técnica de SYBR Green PCR em
tempo real resultou em 37 amostras positivas para Babesia canis. Das amostras positivas, 23
(62,16%) eram de cdes de area rural e 14 (37,84%) de area urbana. O valor médio do Cr
observado nas amostras positivas foi de 28,17+4,47, variando entre 20 (minimo) e 35
(méaximo). Na literatura hd poucos dados em relacao a aplicagdo desta técnica nos estudos de
Babesia em caes, porém ha recentes estudos utilizando a técnica, inclusive no Brasil.
Schaarschmidt et al. (2006) utilizaram a técnica apenas para verificar a positividade em caes;
Matsuu et al. (2005) realizou andlise quantitativa de DNA de B. gibsoni isolada em caes
utilizando esta mesma técnica; Esta técnica é avaliada como sendo um avango nos estudos de
epidemiologia da babesiose em caes, por ser uma técnica mais sensivel de diagnostico, capaz
de demonstrar a quantidade (por ser técnica quantitativa) de material genético presente na
amostra, além da vantagem da facilidade de ndo haver necessidade de realizacdo de
eletroforese em gel de agarose para visualizagdo dos resultados. A técnica com suas
adaptacdes e observagdes pode também ser utilizada em estudos de taxonomia e no
diagnostico de subespécies do género sem a necessidade de realizar RFLP (ADASZEK;
WINIARCZYK, 2010). Costa-Junior et al. (2012) desenvolveram uma técnica de PCR em
tempo real para o diagndstico das trés subespécies de B. canis, € encontraram uma frequéncia
de 9,9% em caes de areas rurais de Minas Gerais, verificando que a subespécie encontrada
nesta regido foi B. canis vogeli. Vale ressaltar que a técnica ¢ bastante avangada, rapida,
sensivel, porém de alto custo de aparelhagem e reagentes, o que dificulta sua utilizagdo para o
diagnostico da babesiose em clinicas. Maiores possibilidades de emprego da técnica no
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diagnostico na clinica podem surgir com a criagdo de laboratorios centralizados
especializados em diagnostico.

5.3.1 Diagnéstico de subespécies de Babesia canis pela técnica de RFLP a partir de DNA
amplificado pela PCR em tempo real de caes de areas rurais e urbanas do municipio de
Seropédica, RJ

A PCR-RFLP permite a distin¢ao de subespécies de B. canis, confirmando a separacao
dos mesmos, a qual tem sido baseada em outros critérios como especificidade de vetor,
imunidade cruzada, sorologia e patogenia. A diferenciacdo molecular pode ser de particular
interesse no desenvolvimento de vacinas contra a babesiose, visto que as vacinas geralmente
falham a campo devido a heterogeneidade entre as subespécies de B. canis (CARRET, 1999).

Das 311 amostras sanguineas de caes testadas pela PCR em tempo real, 37 (11,90%)
apresentaram-se positivas. A digestdo com 7agl apresentou separacdo em dois fragmentos
com aproximadamente 200pb e 280pb, resultando neste caso, em Babesia canis vogeli. Esta
enzima ndo separa fragmentos de Babesia canis canis e B. canis rossi, e portanto, 0s
fragmentos referentes a estas subespécies ficariam em torno de 400 pb (CARRET, 1999), o
que ndo foi visualizado, e portanto, ndo ha amostras que apresentem estas duas subespécies.
Nesta digestdo foram visualizados também fragmentos com tamanho em torno de 500 pb,
suspeitos de Hepatozoon canis, que corroboram os achados de O’Dwyer et al. (2009) e Lisboa
(2010), os quais utilizando o mesmo par de oligonucleotideos (PIRO A e PIRO B) obtiveram
os mesmos resultados, confirmando os achados mediante sequenciamento das amostras
obtidas.

Costa-Junior et al. (2009) em seus estudos com caes de trés areas rurais do estado de
Minas Gerais verificaram que a subespécie envolvida na babesiose canina foi Babesia canis
vogeli. Estudos moleculares prévios em caes de areas urbanas no Brasil demonstraram que o
agente envolvido em todos os casos foi Babesia canis vogeli (PASSOS et al., 2005).
Entretanto, alguns casos de infeccdo pela subespécie Babesia canis gibsoni foram
molecularmente caracterizados no Brasil (TRAPP et al., 2006).

Jojima et al. (2008) verificaram em seus estudos numa populacao de 282 cdes com
sinais clinicos para babesiose em um hospital veterinario de Londrina, Paran4, que a PCR-
RFLP identificou 66 amostras (23,4%) com perfil de clivagem compativel com B. canis
vogeli e 39 (13,8%) com B. gibsoni.

A digestdo com Hinf'1 ndo apresentou separagao em bandas para as amostras avaliadas
e, portanto, como a enzima faz a digestdo em dois fragmentos para a subespécie B. canis
rossi, nas amostras em estudo ndo houve a presenca desta subespécie em questdo. Neste
processo também foram observados fragmentos com aproximadamente 500pb, como
mencionado anteriormente.

Birkenheuer et al. (2003) assinala a importdncia de se diagnosticar as espécies,
subespécies e genodtipos que causam a babesiose canina, uma vez que a viruléncia,
prognostico e resposta as drogas babesicidas podem ser diferentes para cada microrganismo.

Pouco tempo antes da primeira caracterizagdo molecular de B. canis vogeli realizada
por Passos et al. (2005) a partir de amostras de Sdo Paulo e Minas Gerais, Bicalho et al.
(2002) produziram infec¢ao experimental com amostras de B. canis isoladas de Minas Gerais
e observaram baixa parasitemia associada a auséncia de manifestagdes clinicas, o que os
levou a concluir que as amostras presentes naquele meio exibiam baixa patogenicidade.

No presente estudo, pode-se inferir que as amostras de B. canis vogeli exibiram baixa
patogenicidade nas frequéncias e achados -clinicopatologicos descritos neste estudo,
considerando a ocorréncia de variagdes de cepas entre regioes.
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5.4 Comparacoes de Resultados pelo Método de Esfregaco Sanguineo, Sorolégico de
ELISA e PCR em Tempo Real

As laminas com diagndstico positivo para B. canis (n=3/311) foram confirmadas como
positivas pela PCR em tempo real das amostras sanguineas dos caes. Dentre as amostras
analisadas, em 0,96% foi identificada a presenca de Babesia canis no esfregaco sanguineo,
enquanto que 11,90% das amostras foram positivas na PCR e 12,54% positivas no ELISA.
Estes achados diferem dos achados de Vasconcelos (2010) que achou frequéncias mais altas
nos dois primeiros métodos (1,6% e 22,99%) quando estudou cdes de regides periurbanas de
Brasilia, DF.

O’ Dwyer (2000) em seu trabalho de diagndstico de hemoparasitos e carrapatos em
caes de area rural em trés mesorregides do RJ pelo método de esfregago sanguineo verificou
que, 45,2% dos cdes apresentaram-se positivos para hemoparasitos, sendo que a positividade
variou de 11,5% em Mangaratiba a 71,8% em Pirai. Babesia canis foi observada em 5,2% dos
caes. Com relacdo a prevaléncia, a regido de maior prevaléncia foi a de Mangaratiba (63,6%)
e a de menor prevaléncia foi Miguel Pereira (20%).

Bobade et al. (1989) verificaram em seus estudos de babesiose canina na Nigéria uma
frequéncia de 43% de soropositividade através de diagndstico pelo método de ELISA, com
menor prevaléncia em caes de 1 a 6 meses, porém foram detectados anticorpos em alguns
filhotes nascidos de cadelas soropositivas.

A discrepancia entre os resultados da PCR em tempo real e da analise microscopica de
esfregagos sanguineos no presente trabalho reafirmam a maior sensibilidade do teste
molecular para a detec¢do dos parasitas. Estudos realizados por Passos et al., (2005),
comprovam que a técnica de pesquisa de hemoparasitas no esfregaco sanguineo ¢ mais
adequada para o diagndstico da fase aguda da infeccdo, apresentando resultados falsos
negativos em fase de baixa parasitemia. Métodos moleculares, como a PCR, apresentam
maior sensibilidade e especificidade que o método de avaliagdo por esfregagco sanguineo para
a deteccao da infec¢do por Babesia spp. e pode ainda ser utilizado para diferenciar as
subespécies que ndo podem ser diferenciadas morfologicamente pelo método do esfregaco
sanguineo (SA et al., 2006).

Comparando os resultados do presente estudo aos resultados de Braga (2011) que
estudou a babesiose canina em caes atendidos em hospitais e clinicas veterinarias em
Teresina, Estado do Piaui, verificaram que a positividade dos animais foi de 48,57%
(153/315) a RIFI, 4,76% (15/315) a PCR e 2,22% (07/315) ao esfregaco sanguineo,
observando que apenas no diagnostico pela PCR em Tempo Real a frequéncia apresentou-se
maior.

A co-infec¢do de hemoparasitas no cao ndo ¢ rara e, pode ser facilitada pelo fato do
carrapato Rhipicephalus sanguineus ser o principal vetor das parasitoses mais comuns que
infectam caes, como Babesia canis, Hepatozoon sp. e Ehrlichia canis (MUNDIM et al., 2008;
SANTOS et al., 2009; GONDIM et al., 1998; O’'DWYER; MASSARD, 2002). Em muitos
casos, a infeccdo por Babesia sp. pode ser agravada pela presenca de outros hemoparasitas
nos cdes (BOOZER; MACINTIRE, 2003). Dentre os caes avaliados, no presente estudo, as
frequéncias de co-infec¢des pelo método de esfregaco sanguineo foram: 0,32% (1/311) estava
co-infectado por B. canis e E. canis, 0,32% (n=1/311) co-infectado por 4. platys e E. canis,
0,32% (n=1/311) por E. canis e H. canis e 0,32% (n=1/311) por A. platys, B. canis ¢ E. canis.
A co-infeccdo por B. canis e E. canis ocorreu em 3,54% (n=11/311) e 8,04% (n=25/311) dos
caes avaliados.

Ruas et al. (2002) ao examinarem esfregacos sangiiineos de canideos silvestres do sul
do Brasil encontraram Babesia spp, em um animal e sugeriram que essa transmissdo tenha
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sido efetuada por carrapatos do género Amblyomma spp, pois somente este ixodideo foi
visualizado nos animais.

Vargas-Hernandez et al. (2012) em seus estudos na Colombia verificaram que embora
a deteccdo molecular de B. canis vogeli em seus estudos tenha sido baixa (5,4%), a
soroprevaléncia pela técnica de RIFI encontrada foi de 51,6%, indicando uma exposi¢dao
prévia ao agente. Ao comparar os achados, no presente estudo, foi verificada uma frequéncia
de 11,9% através de deteccao molecular, superior a encontrada por este autor, indicando uma
fase clinica, de parasitemia da doenga, apesar dos cdes ndo demonstrarem sinais clinicos, o
que ¢ explicado pela forma branda de sintomatologia desta subespécie em questdo. Quando as
amostras foram submetidas ao diagnostico soroldgico pelo método de ELISA, foi verificada
uma frequéncia de 12,54%, menor que a encontrada pelo autor na Colombia.

Apesar da PCR ser considerada uma técnica altamente sensivel e especifica, a sua
sensibilidade ¢ baixa quando amostras de sangue sao coletadas de caes assintomaticos na fase
cronica da doenca (BOOZER; MACINTIRE, 2003). Isto pode ser explicado pela flutuagdo da
parasitemia (IRWIN, 2009). No presente estudo, a presenca de caes soropositivos mostrando
resultados negativos na PCR sugere a ocorréncia da fase subclinica ou cronica da doenga
nesses animais, ou seja, estes mesmos caes poderiam ter sido previamente expostos a
B. canis vogeli, mantendo os anticorpos a niveis detectaveis. Além disso, a positividade no
esfregaco de sangue associada com resultados positivos em PCR sugere a ocorréncia de uma
fase aguda da doenga, em que uma parasitemia foi detectavel.

5.5 Avaliacido do Ectoparasitismo em Caes e Associacido com Diagnostico Positivo para
Babesia canis em Amostras Sanguineas de Caes através da PCR em Tempo Real

A Infestacdo por ectoparasitos foi observada em 91,89% (n=34/37) dos caes positivos
na PCR em tempo real para B. canis. Em 83,78% (n=31/37) dos cdes positivos verificou-se a
presenga de carrapatos nos caes no momento da coleta, que teve associagdo (p=0,0010) com a
infeccdo por B. canis, apresentando uma frequéncia de positividade de 17,42% (n=31/178).
Os animais sem carrapatos (16,22% dos positivos) no momento da coleta apresentaram a
frequéncia de positividade de 4,51% (n=6/133). Estes dados demonstraram a importancia da
presenca de carrapatos relacionada a positividade no cdo, porém animais sem carrapatos no
momento da coleta também se apresentaram infectados, porém com menor frequéncia.

A espécie de carrapato mais frequente nos caes positivos foi R. sanguineus (59,46%,
n=22/37), sendo a Unica que apresentou associacao (p=0,0122) com a positividade para B.
canis, corroborando estudos anteriores que afirmam que este ¢ o vetor deste patdogeno no
Brasil, e o principal agente etioldgico da babesiose canina € B. canis vogeli, associado a alta
incidéncia do carrapato vetor R. sanguineus (PASSOS et al., 2005; VIDOTTO; TRAPP,
2004), que apresenta prevaléncia e intensidade de infestacdo crescentes em todo pais
(LABRUNA, 2004).

As demais frequéncias de carrapatos nos caes positivos foram: ninfas de 4. cajennense
(18,92%, n=7/37), ninfas de R. sanguineus (10,81%, n=4/37), A. cajennense (5,41%, n=2/37)
e larvas de Ixodidade (2,7%, n= 1/37). Co-infestagdes por A. cajennense e R. sanguineus
foram observadas em 8,11% (n=3/37) dos caes positivos. Avaliando a positividade para B.
canis em func¢do da espécie de carrapato encontrada sobre os cdes, observou-se que 18,03%%
(n=22/122) estavam infestados com R. sanguineus. Avaliando-se o nivel de infestagdo por
carrapatos em funcao da positividade dos cdes na PCR, verificou-se que dos 37 animais
positivos, 31(83,78%) estavam infestados, apresentando uma frequéncia de 17,71% (n=17/96)
nos cdes com grau de infestacdo baixa, 14,29% (n=7/49), naqueles com infestagdo moderada e
21,21% (n=7/33) nos caes com alta infestagdo. Nao houve associacio (p>0,05) entre o grau de
infestacdo e o resultado positivo na PCR, apesar da maior frequéncia observada entre o maior
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grau de infestacdo e o referido resultado. O nivel de infestacdo foi avaliado no geral,
independentemente das espécies de carrapatos encontradas sobre os caes.

B. canis vogeli esta distribuida mundialmente, e principalmente onde haja a presenca
do carrapato vetor R. sanguineus, em diferentes locais com diversas caracteristicas
bioclimaticas especialmente onde existam caes, pelo fato de seu habito de alimentacao, sendo
este, o principal carrapato de cies de zona urbana (RIBEIRO et al., 1997; SHAW et al., 2001;
LABRUNA; PEREIRA, 2001). Outras espécies de carrapatos podem ser encontradas
parasitando os caes no Brasil, tais como Amblyomma ovale, A. aureolatum, A. tigrinum e A.
cajennense. No entanto, a ocorréncia de diferentes espécies em diversas localidades ¢
resultante das caracteristicas epidemioldgicas particulares de cada regido (O’DWYER, 2000).

O’Dwyer (2000) em seu trabalho de diagndstico de hemoparasitos e carrapatos em
cdes de area rural em trés mesorregides do RJ encontrou quatro espécies de carrapatos
parasitando os caes: Rhipicephalus sanguineus (12,4%), Amblyomma cajennense (23,6%), A.
aureolatum (2,8%) e A. ovale (2%). No presente trabalho diferentes frequéncias foram
verificadas: do total de 178 caes com carrapatos, a espécie R. sanguineus foi encontrada em
caes de areas rurais (60,16%, n=74/123) e urbanas (87,27%, n=48/55); Os carrapatos do
género Amblyomma foram observados em sua maioria em cdes domiciliados em &reas rurais
do municipio de Seropédica, tendo somente um cao de area urbana com uma ninfa do género.
A frequéncia de caes infestados por carrapatos do género Amblyomma em domicilios rurais
foi de 47,96% (n=60/123) diferindo significativamente (p<0,0001) das &reas urbanas.
Amblyomma sp. e R. sanguineus foram encontrados simultaneamente em 6,50% (n=8/123)
dos cdes domiciliados em 4areas rurais. Para os demais carrapatos foram encontradas as
seguintes frequéncias para os meios rural e urbano, respectivamente: Amblyomma cajennense
(11,8%), Amblyomma ovale (4,88%), A. dubitatum, (0,81%), ninfas de Amblyomma sp.
(30,89% e 1,82%), ninfas de R. sanguineus (8,94% e 23,64%) e larvas Ixodidade (8,13%).
Espécimes com apenas uma frequéncia, refere-se a area rural.

5.6 Diagnéstico de Babe§ia canis pela Técnica de PCR em Tempo Real em Amostras de
Carrapatos de Caes de Areas Rurais e Urbanas do Municipio de Seropédica, RJ

O diagnostico de patogenos em vetores ¢ de grande importancia para o estudo das
doengas transmitidas por carrapatos, bem como os diferentes fatores envolvidos na
transmissdo aliados ao estudo da mudanga de comportamento dos patdégenos e vetores em
dada regido e caracteristica ambiental. Estudos relacionados ao diagnostico de Babesia canis
vogeli em carrapatos sdo em pequeno numero.

Foram avaliadas 240 amostras de DNA total extraidos de carrapatos. Quanto a
separagdo das espécies, a PCR foi realizada em 197 amostras de R. sanguineus (101 fémeas,
84 machos e 12 “pools” de cinco ninfas), em 15 amostras de A. cajennense (nove fémeas e
seis machos), em oito amostras de 4. ovale (cinco fémeas e trés machos) e em 20 ninfas de A.
cajennense.

A frequéncia de carrapatos positivos para B. canis pela Tagman-PCR foi de 5%
(n=12/240). O DNA de B. canis foi detectado em nove carrapatos adultos de R. sanguineus
com frequéncia de 1,67% (n=4/240) em machos e 2,08% (n=5/240) em fémeas. O DNA
também foi detectado em uma fémea de A. cajennense com frequéncia de 0,42% (n=1/240) e
em duas ninfas da espécie, com frequéncia de 0,83% (n=2/240).

Avaliando-se a positividade para B. canis, em relagdo ao nimero total de carrapatos de
uma mesma espécie observaram-se os seguintes valores: R. sanguineus com 4,57% (n=9/197)
dos carrapatos positivos, 6,67% (n=1/15) para a espécie A. cajennense e ninfas de A.
cejennense com 10% (n=2/20). Considerando o total de carrapatos positivos para Babesia
(n=12/240), 75% (9/12) foram R. sanguineus, 8,33% (n=1/12) A. cajennense e 16,67%
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(n=2/12) ninfas desta espécie. Esses dados sugerem que melhores estudos devem ser
realizados para verificar a possibilidade da espécie A. cajennense estar envolvida na
transmissdo de B. canis na regido estudada, visto que tais carrapatos foram provenientes de
animais positivos para Babesia canis vogeli e, portanto, este resultado pode ter sido
influenciado pelo conteido sanguineo do hospedeiro no tudo digestivo do carrapato.
Relacionando a positividade dos 12 carrapatos a area de origem, 83,33% (n=10/12) foram
obtidos de cdes domiciliados em areas rurais e 16,67% (n=2/12) em area urbana do municipio
de Seropédica. As amostras urbanas positivas foram provenientes de R. sanguineus. Estes
dados demonstram a alta positividade de Babesia canis em carrapatos do meio rural, e
portanto, um aumento das frequéncias de positividade para B. canis neste meio em questao.

Comparando-se o diagnostico positivo para B. canis nos carrapatos (n=12) com a
positividade do mesmo agente em cdes, ambos através da técnica de PCR em tempo real,
constatou-se que dos nove carrapatos R. sanguineus positivos, apenas um veio de cao positivo
para Babesia canis. O Unico exemplar adulto de 4. cajennense positivo para B. canis foi
colhido de um cao positivo para o agente, ¢ as duas ninfas positivas de A. cajennense, também
originaram-se de caes positivos para Babesia canis.

M’ghirbi e Bouattour (2008) pesquisaram em areas rurais da Tunisia, Babesia spp.
através de Hibridizagdo PCR/RLB para detec¢do e analise em cdes naturalmente infectados e
carrapatos recuperado a partir dos caes. Das 180 amostras de sangue coletadas dos caes
domésticos em quatro aldeias situadas em diferentes zonas bioclimaticas, 12 (6,7%) foram
positivas para Babesia canis vogeli e, de um total de 160 exemplares de Rhipicephalus
sanguineus analisados, apenas um exemplar (macho) apresentou-se infectado por B. canis
vogeli. DNA de Babesia nao foi detectado no sangue do cdo que deu origem ao carrapato.
Esta baixa frequéncia de infec¢do no carrapato foi explicada pela quantidade substancial de
inibidores de PCR presentes no DNA extraido dos carrapatos. Este foi o primeiro relato sobre
a detec¢d@o de DNA de B. canis vogeli em caes domésticos e em R. sanguineus na Tunisia.

Inokuma et al. (2003) em seus trabalhos de detecgdo e anélise de espécies Babesia em
carrapatos recuperados a partir de caes do Japao através de diagndstico pela PCR e andlise da
sequéncia de nucletideos com base no gene do rRNA 18S, verificaram e relataram pela
primeira vez num total de 1.136 carrapatos (Haemaphysalis flava, Rhipicephalus sanguineus,
e Ixodes ovatus), DNA de Babesia canis vogeli em seis carrapatos (dois Haemaphysalis sp.,
dois H. longicornis, um H. flava e um R. sanguineus ¢ DNA de Babesia gibsoni Asia-1 em
quatro carrapatos).

O presente estudo verificou positividade nos carrapatos coletados dos caes e ressalta a
importancia das técnicas moleculares no diagnodstico de patogenos em vetores, corroborando
as idéias de René et al. (2012), que em seus estudos na Franca para obtencdo de maiores
conhecimentos acerca da prevaléncia de Babesia canis vogeli em caes e carrapatos
R. sanguineus, realizaram um estudo em clinica veterindria do sul da Franca, onde doze
amostras sanguineas de caes e 36 carrapatos R. sanguineus foram analisados por PCR e
posterior seqiienciamento. Quatro caes (33,3%) e oito carrapatos (22,2%) foram encontrados
infectados por B. vogeli. Esta abordagem revelou pela primeira vez um conjunto de casos de
babesiose canina causada por B. vogeli na Franca e destacou a necessidade de fazer de forma
sistematica o diagndstico de patogenos potencialmente responsaveis pela babesiose canina
utilizando ferramentas moleculares adequadas.

5.7 Avaliaciao dos Parametros Hematologicos dos Caes com Diagnostico Positivo para B.
canis pela Técnica de PCR em Tempo Real

Os parametros hematologicos sao indicativos fisiologicos de extrema importancia para
a avaliacdo do estado de satde dos animais. Estes indices sdo utilizados como uma excelente
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ferramenta bioldgica na rotina clinica, tanto na area médica, como veterinaria, auxiliando o
diagnodstico de uma gama de enfermidades, dentre estas, as hemoparasitoses (WEISS;
WARDROP, 2010). Logo, este tipo de exame pode auxiliar diretamente o médico veterinario
na tomada de decisdo, quanto a melhor medida de tratamento, para os individuos acometidos,
assim como na avaliacdo quanto a gravidade da infec¢do. Manifestagdes hematologicas nos
casos de babesiose provocada por B. canis incluem anemia hemolitica e trombocitopenia,
sendo os parasitas raramente vistos no sangue periférico de animais com a infec¢do subclinica
(WEISS; WARDROP, 2010).

No presente estudo, observou-se que os caes infectados (n=37) apresentaram valores
médios de niimero de eritrdcitos, hematodcrito e concentragdo de hemoglobina inferior em
relacdo aos caes negativos (P<0,05), sendo observado também um quadro de anemia leve,
com valores médios abaixo dos valores de referéncia. Esta anemia nos cdes infectados ¢
confirmada ao se observar que a frequéncia de caes com o nimero de eritrocitos diminuido,
hematocrito baixo e a concentracdo de hemoglobina diminuida foi maior (P<0,05) nos caes
infectados. Estes achados corroboram os estudos de Furlanello et al. (2005), que
demonstraram em infecgdes naturais de B. canis, ocorrer anemia, de leve a moderada.

Além disso, pode se observar que o valor médio do hematocrito foi um pouco abaixo
dos indices de referéncia, no grupo de animais negativos. Este achado, neste grupo de animais
pode estar associado a questdes de deficiéncia ou caréncia nutricional.

Os achados do presente estudo corroboram os resultados de Miranda et al. (2008) que
observaram que o tipo de anemia mais frequentemente encontrado na babesiose canina ¢ a do
tipo normocitica normocromica. Contudo, Vasconcelos (2010) observou que 39,5% dos caes
com babesiose residentes na regido periurbana de Brasilia ndo apresentaram anemia. Da
mesma forma, Zygner et al. (2007) observaram que o quadro de anemia esteve presente em
uma minoria de caes diagnosticados com babesiose, o que pode estar intimamente relacionado
a subespécie de Babesia canis envolvida na infeccdo (REYERS et al. 1998).

Neste estudo, observou-se uma anemia leve, com valores médios préximos aos limites
inferiores, indicando que os animais provavelmente apresentavam-se na fase cronica da
doenca. Mas, apesar de apresentarem uma anemia leve, a freqiiéncia de cdes positivos com
estas alteragdes hematologicas foi significativa (p<0,05). Braga (2011) ressalta que animais
com estes parametros dentro da faixa de normalidade também nido devem ter excluida a
possibilidade de estarem infectados por B. canis.

Em relagdo ao niimero de plaquetas, tanto a média dos animais positivos, quanto a
frequéncia de caes neste grupo avaliado (81,1%, n=30/37) apresentaram o0 mesmo
comportamento hematoldgico de diminui¢do, sendo estatisticamente diferentes do grupo
negativo (P<0,05) Os resultados da presente avaliacdo corroboram as afirmagdes referentes a
tendéncia de ocorréncia da trombocitopenia em cies com babesiose (GUIMARAES et al.,
2004; FURLANELLO et al., 2005; GOPEGUI et al., 2007).

Os mecanismos da trombocitopenia na babesiose canina ndo sdo suficientemente
claros, mas a trombocitopenia tem sido atribuida mais comumente a ocorréncia de coagulagao
intravascular disseminada (CID) que pode ter como causas predisponentes hemolise,
vasculite, acidose, hipdxia, dentre outros, sendo estas alteragdes clinicas comuns na babesiose
(CAMPOS et al., 2002). Alteracdes na hemostasia podem ser devido a uma resposta de fase
aguda e dano endotelial induzido pela hemolise, bem como a interagdo de eritrdcitos
parasitados com as células endoteliais (SCHETTERS, 2005).

Apesar da alta frequéncia de trombocitopenia entre os cades positivos, ao exame fisico
ndo foram observados sinais desta alteracdo, provavelmente por se tratar de uma
trombocitopenia moderada. Isto difere dos achados de Gopegui et al. (2007) que verificaram
sinais em todos os caes positivos para babesiose. Contudo, vale ressaltar que, a diferencga no
presente estudo pode estar associada a caracteristica inerente ao tipo de delineamento
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experimental, que utilizou animais ao acaso, por conveniéncia, com a presenca marcante de
caes assintomaticos para babesiose.

Em relagdo aos valores médios da série branca, observou-se diferenca significativa
(P<0,05) entre os animais positivos e negativos quanto ao nimero de leucécitos totais, sendo
o valor médio inferior nos caes positivos. Contudo, vale destacar que os mesmos valores nao
estiveram fora da faixa de normalidade de referéncia para a espécie. Da mesma forma, o valor
médio do niimero de monodcitos nos caes positivos foi menor (P<0,05), em relacao aos
animais negativos, mas mantiveram-se dentro dos limites de referéncia para a espécie. Apesar
da leucopenia ou leucocitose ser descrita em diferentes estagios da babesiose canina
(GUELFI; CANDEBAT, 1998), ndo foi evidenciada diferenca significativa (P>0,05) entre as
frequéncias de caes positivos com estas alteracdes, frente aos caes negativos.

Também ndo houve diferenga (P>0,05) entre a freqiiéncia de cdes com alteragdes no
numero de linfocitos, neutréfilos bastonetes, neutrofilos segmentados, mondcitos e
eosindfilos, entre o grupo de animais positivos e negativos. Estes resultados diferem dos
achados de Vasconcelos (2010), o qual observou que 86,04% dos cdes infectados com B.
canis spp., em seu estudo, apresentaram monocitose. E importante destacar que, estas
alteragdes sdo observadas em cdes na fase aguda da doenca, com sintomatologia clinica
presente. Neste estudo, a maioria dos animais apresentou-se assintomatico para babesiose, €
desta forma, o grupo de cdes positivos provavelmente se encontrava na fase cronica da
infeccdo, ndo demonstrando tantas alteragdes na série branca conforme observado na
literatura.

Em relagdo a contagem de eosindfilos, os resultados do presente estudo corroboram os
achados de Zygner et al. (2007), que também nao evidenciaram alteragdes no numero de
eosinodfilos em caes infectados por Babesia spp. em relagdo aos valores de referéncia para a
espécie.
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6 CONCLUSAO

O diagnostico pela técnica de PCR em tempo real comprovou ser bastante sensivel e
especifico para B. canis e a técnica de PCR-RFLP ¢ de grande importancia para a
discriminacao das subespécies deste agente etioldgico, nas diferentes regides de sua
ocorréncia, demonstrando que devem ser utilizadas em conjunto com outras técnicas
diagnosticas em estudos epidemioldgicos.

Os resultados do estudo realizado nas areas rurais e urbanas de Seropédica, RJ, Brasil,
permitem concluir que a babesiose canina ocorre com freqiiéncia nesta regido e atualmente,
apenas uma subespécie de Babesia canis acomete os caes desta regido: Babesia canis vogeli.

A falta de conhecimento dos proprietarios e/ou aqueles que estdo em contato com os
cdes, sobre a importancia dos carrapatos, doengas transmitidas e controle adequado, sdo
importantes fatores que podem propiciar a babesiose canina.

A alta frequéncia do carrapato R. sanguineus nas areas rurais ¢ resultante da mudanga
dos habitos na criacdo de caes neste meio, que passaram a ter abrigos em alvenaria facilitando
o ciclo ndo parasitdrio deste vetor, que apresenta habito nidicola, associada a pequena
extensdo do municipio que permite o deslocamento constante dos caes com seus carrapatos
vetores e agentes patogénicos entre as areas rurais e urbanas.

Poucos caes positivos apresentaram sinais clinicos de babesiose, como
trombocitopenia, justificando a importancia do diagnostico laboratorial, também como um
exame de rotina nos animais e auxilio para diagndstico diferencial.

Os aspectos epidemiologicos sdo importantes ferramentas para avaliacdo
soroepidemioldgica da babesiose canina e tomada de decisdes para o manejo profilatico dos
cdes da Baixada Fluminense do Estado do Rio de Janeiro, e as seguintes varidveis que
apresentaram associa¢cdo com a soropositividade para Babesia canis podem ser utilizadas para
esse meio: area de residéncia, definicdo racial, idade, infestagdo por carrapatos, locais de
acesso do cdo, contato com outras espécies animais, habito de vida do cdo, ambiente que o
animal passa a maior parte do tempo, condicdo de limpeza do ambiente, falta de assisténcia
veterinaria, presenca de abrigo, origem do animal e comportamento clinico.

Os resultados do presente estudo sugerem um diferente perfil de parasitismo nas areas
menos urbanizadas, indicando que Babesia canis vogeli deve ser considerada como um
importante patogeno nestas areas da Baixada Fluminense do Estado do Rio de Janeiro e
ressalta a importdncia do desenvolvimento adequado de medidas de controle do vetor e
avaliacdo dos riscos aos quais os animais € humanos estdo expostos.
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ANEXO A. Questionario epidemiologico e termo de livre esclarecimento aplicados aos

proprietarios de caes domiciliados no municipio de Seropédica, Rio de Janeiro, Brasil.

Ficha de Propriedade e Proprietario

Data: / / Propriedade N° Zona: () Rural () Urbana
Localidade: Coord. Geograf.:

Proprietario:

Endereco:

Pt de referéncia: Temperatura ambiente:

Tel: e-mail:

Tipo de residéncia: ( ) pau a pique ( ) alvenaria ( ) madeira ( ) outros:
Ha parasitismo por carrapatos em pessoas: ( ) sim ( )ndo ( )jaocorreu

Tipo de vegetacdo predominante:

Quantos caes na propriedade?

Pratica alguma agdo para controle de carrapato? sim ( ) ndo ( ) Qual?

Leva o cdo ao veterinario? sim () ndo () Qual a periodicidade?

Presenca de outras espécies domésticas:
( ) gatos ( ) bovinos ( )equinos ( ) outros: Quais?..................
Presenca de animais silvestres:

( ) gamba ( )roedores ( ) outros: Quais?

Proprietario informado sobre os riscos das doengas Transmitidas por Carrapatos?

O proprietario conhece alguma doenga transmitida por carrapatos? Qual?

() Nunca ouviu falar ( ) Ja ouviu falar () Sabe da relagdo com o cdo ( )Sabe da
relagdo com o carrapato

Conhece algum sintoma () sim () ndo. Se sim, qual?

Proprietario informado sobre os riscos dos carrapatos? () sim () ndo
Conhece o nome do vetor () Conhece a forma de transmissao ()
Conhece algum caso na localidade de “doenca do carrapato” em humanos?
( )sim ( )ndo

Condi¢do econdmica (observacional): () baixa ( )média ( )alta
Escolaridade:

( ) Nunca frequentou a escola

() 1° grau incompleto
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() 1° grau completo
() 2° grau incompleto
() 2° grau completo
() superior

Que produtos de limpeza utiliza no ambiente?

Utiliza produtos inseticidas no ambiente? () sim () ndo
Quais? Intervalos?
Utiliza métodos Fisicos de limpeza no ambiente (Ex: Vassoura de fogo)?

()sim ( )ndo Quais? Intervalos?

Outras obs relevantes:

FICHA INDIVIDUAL ANIMAL N°
Data: / /  Propriedade N°  Zona: () Rur () Urb Localidade:

Proprietério:

Nome do animal: Sexo: () Macho ( ) Fémea

Raga: Cor:

Animal nascido na propriedade? ( ) sim ( )nao

Se ndo, de onde veio o animal?

Ha qt tempo estd com o animal?  Histdrico de carrapatos antes: () sim () ndo
Historico de carrapatos na vizinhanga: () sim () nao

Pélo: ( )curto ( )médio ( )longo Porte: ( )peq ( )méd ( ) grande

Escore: ( )caquético ( )magro ( )normal ( )obeso

Comportamento: () triste ( ) ativo/normal ( ) agitado

Idade: ( ) <6 meses ( )6mesesa2anos( )2aSanos( )5al0anos ( )>10 anos

Temperatura: Pulso: FR: FC: TPC: turgor:

Mucosa ocular: () hipocorada ( ) normocorada ( )ictérica ( ) congesta
Mucosa oral: () hipocorada ( )normocorada ( )ictérica ( ) congesta

Outras alteragOes sanitarias atuais:

Disttrbios atuais de coagulagdo na pele: () petéquias ( ) equimoses ( ) outros: Histérico
de epistaxe, rinorragia, gengivorragia: () sim ( ) nao

Animal vive dentro da residéncia: ( ) sim ( )nao ( )asvezes

Acesso do animal: () pastagens ( ) corregos ( ) matas () ambiente urbano

Contato direto com outras sp animais: () sim ( ) ndo Quais?

Historico de patologias anteriores:
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Animal teve “doenca do carrapato™? ( ) sim ( )ndo qual?

Como diagnosticou? ( ) clinicamente ( ) laboratorialmente ( ) outras
Foi tratado? ( ) sim ( )nao

Tipo de alimentacdo: ( ) comida ( ) ragdo ( ) ambos

Possui 4gua e comida a disposi¢do o tempo todo? ( ) sim ( )ndo

Vermifugagdo: ( )sim ( )ndo Ha qto tempo? Qual produto?

Critério para escolha: () indica¢ao ( ) balconista ( ) veterinario ( ) propaganda
Possui ectoparasitos? () sim () nao

Quais e quantidade?

( )pulgas

() piolhos

() sarnas

() carrapatos Fases: espécies:

Faz tratamento? ( ) sim ( )ndo Qual produto?

Se nao trata, qual motivo?

Critério para escolha do produto:
( ) indica¢do ( ) balconista ( ) veterinario ( ) propaganda
Dermatopatias? () sim ( ) nado Sinais de otite? ( ) sim ( ) nao

Outros tipos de lesoes:

Habito do animal?

() sempre preso

() preso de dia e solto a noite
() solto

Apresenta abrigo? ( ) sim ( )nao Tipo:

Tipo de ambiente do animal:

() cimentado

( ) deterra

( ) gramado

() outros

Condic¢do de limpeza do ambiente do animal: ( ) ruim ( ) moderada ( ) satisfatéria
Frequéncia de recolhimento e limpeza das fezes:

( ) diariamente ( )2 a3 xporsem ( )l x porsemana ( )ndo faz

Tem assist Vet? () sim () ndo

Frequéncia? ( )acada6 meses ( )1 xporano ( )soéqd fica doente
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Animal ¢ vacinado? ( )sim ( )ndo Quais vacinas?

Banho: () semanal ( ) quinzenal ( ) mensal ( ) outros

Usa produtos parasiticidas? ( ) sim ( )nao Quais?

Outras obs relevantes:

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Eu, CPF/RG:

endereco:

,itelefone: recebi explicagdes sobre o projeto do curso de Pos-

Graduacdao em Ciéncias Veterinarias da UFRRJ, visando estudos epidemiomoleculares de
hemoparasitos em caes, autorizo a coleta de material biologico em meus caes, estando ciente
que minha identidade sera preservada, que ndo havera danos nos animais decorrentes da
coleta do material e auséncia de custos na realizacao dos exames.

Em / / Assinatura:

ANEXO B. Protocolo de ELISA para a detec¢do de anticorpos IgG ANTI-Babesia canis.

1. Sensibilizar a placa (Polysorp®, Nunc Ltda) com o antigeno na concentragdo de 5 pg/mL,
diluindo-o em tampao PBS pH 7,2. Colocar 100 uL/well, exceto no branco da placa;

2. Incubar “overnight” em camara umida (4°C — geladeira);

3. Lavar 3x com PBS Tween 20 (NAO ECONOMIZAR!!!).Secar bem a placa;

4. Bloquear com PBS Tween 20 + 5% leite em p6 (Molico), colocando 200 pL/well;

5. Incubar em cadmara imida, a 37°C, durante 2 horas;

6. Lavar 3x com PBS Tween 20;

7. Diluir os soros em PBS Tween 20 + 5% de leite em p6 desnatado (Molico®), na diluigdo
de 1:50. Colocar 100 /well;

8. Incubar em camara umida a 37°C, durante 1h30min;
9. Lavar 3x com PBS Tween 20. Secar bem a placa;

10. Adicionar o conjugado anti-cao diluido em PBS Tween 20 + 5% leite em p6 desnatado
(Molico®), colocando 100 pL/well;
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Conjugado utilizado: Sigma anti-dog IgG Alkaline Phosphatase Conjugate — dilui¢ao 1:2000
11. Incubar em cadmara umida, a 37°C, durante 1 h 30 min horas
12. Lavar 3x com PBS Tween 20

13. Adicionar o substrato para fosfatase alcalina, o P-nitrofenilfosfato, colocando 100
pL/well. Diluir 2 comprimidos do substrato (5 mg cada comprimido) em 10 mL de Tampao
dietanolamina. Usar frasco escuro ou enrolar em papel aluminio.

Cuidado ao usar a multicanal, pois podera faltar substrato para os ultimos pocinhos;

14. Fazer a leitura da placa em filtro de 405 nm, apoés incubagdo a temperatura ambiente
durante 55 minutos.

ANEXO C. Protocolo de extracdo de DNA das amostras sanguineas de cdes com auxilio do

kit de extragdo de DNA (Wizard Genomic DNA Purification Kit — Promega).

Bateria com 12 amostras demora cerca de 3 horas.

Colocar etanol 100% e 70% no freezer antes de iniciar a bateria.

1. Separar 24 tubos eppendorffs de 1,5mL; identificar.

2. Pipetar 900uL da solucao de lise celular nos primeiros 12 tubos;

3. Adicionar um a um, 300puL de sangue, homogeneizando com a pipeta vagarosamente;

4. Incubar por 10 minutos, invertendo os tubos durante este tempo;

5. Centrifugar em velocidade méaxima (14,5rpm) por 45seg.

6. Descartar o sobrenadante invertendo o tubo e sacudindo com cuidado; o que ficara no
fundo ¢ um grumo um pouco mais claro que o sangue;

7. Adicionar 400puL de solugdo de lise nuclear (pode colocar em todos de uma vez),
misturando com a ponteira de ImL, até dissolver o grumo que se formara (ele deve entrar e
sair da ponteira de ImL com facilidade, sem entupir);

8. Adicionar 200uL da solugdo de precipitagdo protéica, um a um, misturando com a ponteira
de 1mL, até dissolver o grumo que se formara (ele deve entrar e sair da ponteira de 1mL com
facilidade, sem entupir);

9. Centrifugar em velocidade maxima por 4 minutos;

10. Transferir 500uL do sobrenadante para o tubo definitivo correspondente (1,5mL) — este
volume pode ser variavel, porém ¢ importante ndo aspirar nenhum resquicio do sedimentado;

11. Adicionar ao sobrenadante transferido, 600uL de etanol 100% gelado (freezer);
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12. Homogeneizar por inversao de tubo, verificando a formagao da “nuvem” de DNA;

13. Centrifugar em velocidade maxima por 2 minutos;

14. Descartar o sobrenadante com cuidado, invertendo o tubo de forma que o precipitado nao
desprenda e caia no descarte;

15. Adicionar 600uL de etanol 70% gelado (freezer), homogeneizando por inversdo lenta;

17. Centrifugar em velocidade maxima por 2 minutos;

16. Repetir etapa 15 e 16;

17. O etanol que sobrar ao redor do “pellet” no fundo do tubo deve ser aspirado com pipeta
(100 ou 200uL);

18. Deixar o “pellet” secar no ambiente com o tubo aberto por poucos minutos (10 min),
sempre observando;

19. Adicionar 200uL de solugdo de rehidratagdo de DNA ao tubo contendo o “pellet”,

misturando com “petelecos”.

ANEXO D: Protocolo de extracao de DNA de Carrapato

1. Ligue o banho-maria a 62,5°C. Prepare trés conjuntos idénticos de tubos devidamente

identificados.

2. Para cada extracdo serdo utilizados 700 pL de tampao de extracdo. Calcule a quantidade
total necessaria de tampdo de extracdo com alguns mililitros a mais para seguranca.
Adicione 2-mercaptoetanol a quantidade necessaria de tampao na proporc¢ao de 2 pL de
2-mercaptoetanol para cada mililitro de tampao de extragdo. Mantenha o tampao de

extracao aquecido em banho-maria a 62,5 °C.
3. Pese 50 a 100 mg de tecido de carrapato diretamente dentro do microtubo.

4. Mergulhe o microtubo contendo o tecido de carrapto dentro de um recipiente contendo
nitrogénio liquido e espere até que o tecido fique bem congelado (crocante) antes de

iniciar a maceracgao.

5. Dentro de um microtubo de 2,0mL macere o tecido utilizando um bastio de vidro por uns
20 a 40 segundos até o tecido se mostrar bem pulverizado. Ao tecido recém macerado

adicione 700 pL de tampao de extracao.
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10.

11.

12.

13.

14.

15.

Misture o tecido no tampao com o auxilio do vortex. Incube os tubos em banho-maria a
uma temperatura de 62,5 °C por um minimo de 60 minutos. Esta incubagdo pode se
prolongar at¢ 90 minutos. Durante a incubacdo agite os tubos a cada 15 minutos para

homogeneizar a suspencao.

Retire os tubos do banho-maria. Deixe-os esfriar. Em capela de exaustdo, faga a primeira
extracdo com solvente organico adicionando 600 puL de CIA (Cloroféormio-alcool
isoamilico 24:1). Agite os tubos durante 5 minutos, invertendo-os no minimo 20 vezes ou

até fazer uma emulsdo homogénea.

Centrifugue os tubos em microcentrifuga a velocidade maxima 18.000xg durante 5

minutos.

Retire os tubos da centrifuga cuidadosamente. Evitando perturbar a interface entre as

duas fases formadas, pipete a fase superior (aquosa) para um novo tubo (~500 pL).

A fase aquosa no novo tubo adicione 1/5 do volume (~100 pL) de uma solu¢do 5%
CTAB, 0.7M NaCl. Misture bem durante 5 minutos até homogeneizar a solugdo. Repita a
extracao com 600 uL de CIA (Passos 7, 8 ¢ 9) Retire novamente a fase aquosa superior €

transfira-a para um novo tubo.

Adicione 2/3 do volume da solucdo aquosa (~400 pL) de isopropanol frio (-20°C).
Misture gentilmente para precipitar os acidos nucléicos. Se o precipitado ndo for visivel,

coloque o tubo a -20°C por 30 minutos ou mais.

Este ¢ um ponto adequado para parar o procedimento de extracdo se nao for possivel

continuar no mesmo dia.

Centrifugue os tubos a 12.000xg em microcentrifuga durante 5 minutos, para formar um
pellet. Se o pellet nao for visivel coloque o tubo a -20°C por 30 minutos ou mais, €

centrifugue novamente.

Gentilmente descarte 0 maximo possivel de sobrenadante sem perder o pellet. Este em
geral serd difuso e solto e estara no fundo ou ao longo da parede do tubo dependendo do

angulo do rotor utilizado.

Lave o pellet com 1 mL de etanol 70%. Deixe o pellet imerso por 5 a 10 minutos.

Geralmente o pellet fica mais branco a este ponto. Retire o etanol 70%.
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16. Lave o pellet uma vez em 1 mL de etanol 95% (ou etanol absoluto) durante 2 a 3
minutos. Retire 0 méximo possivel de etanol por capilaridade ou mesmo usando a pipeta.
Deixe o pellet secar ao ar durante alguns minutos se possivel em fluxo laminar, ou seque-

os em centrifuga a vacuo.

17. Ressuspenda o pellet em 25 a 100 puL (dependendo do seu tamanho) de tampao TE

contendo 10 pg/mL de RNAse A. Incube a 37°C por 30 a 120 minutos para a digestdo de
RNA.

120



ANEXO E: Parecer da Comissao de Etica na Pesquisa da UFRRJ / COMEP

SERVICO PUBLICO FEDERAL
UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO RIO DE JANEIRO
PRO-REITORIA DE PESQUISA E POS-GRADUACAO
COMISSAO DE ETICA NA PESQUISA DA UFRR] / COMEP

Protocolo N° 126/2011

PARECER

O Projeto de Pesquisa intitulado “Aspectos epidemiologicos de Babesia canis I
Ehrlichia canis em cdes de dreas rurais e urbanas do municipio de Seropédica, Rio de
Janeiro” sob a responsabilidade do Prof Dr. Jodo Luiz Horacio Faccini do
Departamento de parasitologia Veterinaria do Instituto de Veterinaria, processo
23083.006049/2011-60, atende aos principios basicos para pesquisa envolvendo o uso
de animais e esta de acordo com 0s principios éticos e praticos do uso de animais em

experimentacao.

UFRR]J, 11/08 /2011.

C\/’v\’ — ‘@C——\-"\_k_/\_‘_ﬂ ﬁ/( P L\\/\_

Profa. Dra. Aurea Echevarria Neves Lima

Pro-reitora de Pesquisa ¢ Pos-graduagio
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