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RESUMO:

O presente estudo avaliou a presenca de DNA para Babesia vogeli em amostras de
sangue de 510 cdes do municipio de Cuiaba, por meio da Reag¢do em Cadeia pela
Polimerase, para o gene 18S rRNA. Foram observados 47 (9,21%) animais positivos
para B. vogeli, sendo 13 fémeas, 25 machos e 9 ndo apresentaram esse dado. Com
relacdo a raga destes cdes, a maior frequéncia foi observada em cées sem raga definida,
seguido por Rottweiler e Dachshund. Quanto a idade, 25,5% destes cdes tinham até 12
meses. Varidveis relacionadas ao ambiente demonstraram que dentre os positivos,
59,5% tinham contato com outros animais, 38,3% tinham acesso a rua e 65,9%
recebiam dieta mista. O resultado deste estudo indica uma prevaléncia consideravel,
tendo em vista a populagdo de estudo, além de confirmar a espécie de Babesia presente
na regido. Medidas de controle do vetor sdo importantes, a fim de evitar a disseminag&o
do agente.

Palavras-chave: Piroplasmose; PCR; carrapato

MOLECULAR DETECTION OF Babesia vogeli IN DOGS FROM MUNICIPALITY
CUIABA, STATE OF MATO GROSSO

ABSTRACT:

The present study evaluated the presence of DNA for Babesia vogeli in blood samples
from 510 dogs from the city of Cuiaba, through the Polymerase Chain Reaction, for the
18S rRNA gene. There were 47 (9.21%) positive animals for B. vogeli, 13 females, 25
males and 9 did not present this data. Regarding the breed of these dogs, the highest
frequency was observed in non-breed dogs, followed by Rottweiler and Dachshund. As
for age, 25.5% of these dogs had up to 12 months. Variables related to the environment
showed that among the positive ones, 59.5% had contact with other animals, 38.3% had
access to the street and 65.9% received a mixed diet. The result of this study indicates a
considerable prevalence, considering the study population, besides confirming the
species of Babesia present in the region. Vector control measures are important in order
to avoid the spread of the agent.

Keywords: Piroplasmosis; PCR; tick
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INTRODUCAO

A babesiose ¢ uma enfermidade cosmopolita causada por diferentes espécies de
protozoarios do género Babesia, podendo acometer diversas espécies de animais
domésticos e selvagens, incluindo o homem, e nos ultimos anos tem sido considerada
uma importante zoonose emergente (RIOS et al., 2003). Trata-se de um protozoario
intra-eritrocitario obrigatdrio, transmitido por carrapatos e pertencente ao Filo
Apicomplexa, Classe Sporozoida, Ordem Piroplasmida, Familia Babesiidae e Género
Babesia (O DWYER & MASSARD, 2002).

Quatro espécies sdo conhecidas por causar a babesiose canina em todo o mundo,
Babesia canis, Babesia vogeli, Babesia rossi e Babesia gibsoni. B. canis € transmitida
pelo carrapato Dermacentor reticulatus, espécie encontrada na Europa (BOOZER &
MACINTIRE, 2003), ja B. vogeli possui como vetor o carrapato marrom do cdo,
Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.), que ¢ encontrado nos Estados Unidos e em
regides tropicais e subtropicais de todo o mundo, incluindo o Brasil (PASSOS et al.,
2005). B. rossi ¢ a mais virulenta, sendo transmitida por Haemaphysalis spp, um
carrapato encontrado na Africa (LOBETTL 1998), enquanto B. gibsoni ¢ transmitido
por Haemaphysalis longicornis € R. sanguineus s.1. (UILENBERG, 2006).

No Brasil, a babesiose canina é mais comumente causada por B. vogeli, sendo
descrita no Sul (SHIGUERU et al., 2008; MALHEIROS et al., 2016), Sudeste (LEMOS
et al.,, 2012; CARDINOT et al., 2016), Centro-Oeste (DUARTE et al., 2011;
SPOLIDORIO et al., 2011; MELO et al., 2015), Nordeste (RAMOS et al., 2010;
SILVA et al., 2012; COSTA et al., 2015) e Norte (MORAES et al., 2015). Além disso,
houve alguns relatos de B. gibsoni do sul do pais (TRAPP et al., 2006; SHIGUERU et
al., 2008). Ambas as espécies sdo transmitidas pelo R. sanguineus s.l. no Brasil
(DANTAS-TORRES & FIGUEREDO, 2006).

A infec¢do por B. vogeli parece estar disseminada no Brasil de acordo com a
ampla distribuicdo de seu vetor, R. sanguineus s.l., especialmente em areas urbanas e
periféricas urbanas (LABRUNA & PEREIRA, 2001). O carrapato € capaz de transmitir
o0 protozoario em qualquer um dos trés estagios de vida (larva, ninfa ou adulto), e ocorre
no momento do repasto sanguineo (IRWIN, 2010). Segundo BASTOS (2004), no Brasil
a babesiose canina possui importante relevancia na saude animal, pois se trata de uma
doenga endémica em vérias regides do pais, € com incremento da prevaléncia em certas

areas.
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O quadro clinico da doenga em canideos domésticos e silvestres incluem febre,
depress@o e anemia (KUTTLER, 1988). Todas as espécies de Babesia podem causar
pirexia, anorexia, esplenomegalia, anemia e grave trombocitopenia, no entanto, seus
sinais sdo, muitas vezes, inespecificos (IRWIN, 2010).

Um dos métodos de diagndstico convencionalmente utilizado ¢ o esfregacgo
sanguineo com sangue periférico, corado com Giemsa ou Pandtico. Este ¢ um método
de diagndstico conclusivo, viavel e de baixo custo, mas ndo necessariamente confiavel
para diferenciacdo entre espécies, ja que ndo consegue diferenciar de outras espécies de
piroplasmideos (DUARTE et al., 2008a). Somando-se a isso, o esfregaco sanguineo ¢
de dificil diagnostico em pacientes com parasitemias brandas ou estdgios cronicos ou
subclinico da doenca (HOMER et al., 2003). Dessa forma, o diagnéstico molecular por
meio da Reagdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) vem se mostrando como um método
eficaz, ja que é capaz de distinguir por meio de andlises filogenéticas, as diferentes
espécies (UILENBERG, 2006), além de permitir a deteccdo em baixa parasitemia,
estagios cronicos ou subclinicos, devido a sua alta sensibilidade (IRWIN, 2010).

Tendo em vista a importancia clinica dessa doenga e a ampla distribui¢do do seu
vetor na area estudada, o presente trabalho teve como objetivo determinar a prevaléncia

de Babesia vogeli nos cdes da cidade de Cuiaba por meio da técnica molecular de PCR.

MATERIAL E METODOS
LOCAL DE ESTUDO E AMOSTRAGEM

As amostras de sangue dos cées foram obtidas entre os meses de dezembro de
2008 a dezembro de 2009, sendo estes cdes domiciliados na area urbana do municipio
de Cuiaba (15°35°56”S e 56°06°0170). Essas amostras sdo provenientes de um estudo
anterior sobre a neosporose em cdes de Cuiaba (MELO et al. 2012), onde foi aprovado
pelo Comité de Etica de Uso Animal da Universidade Federal de Mato Grosso sob o
numero 23108.040913/08-2.

Para o célculo do nimero de amostras, utilizou-se o total da populagdo canina na
cidade de Cuiaba (estipulada pelo Centro de Controle de Zoonoses em 2007) de 96.504
cées. Considerando a prevaléncia esperada de 10%, erro estatistico de 3% e intervalo de
confiangca de 95%, e com auxilio do programa Epiinfo 3.5.3, chegou-se ao numero
minimo de 386 animais amostrados. Para abranger um niimero maior de residéncias

optou-se por coletar 510 cdes. As coletas foram realizadas de forma aleatoria
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envolvendo as quatro regides administrativas de Cuiabd, regides Norte, Sul, Leste e
Oeste.

Durante a coleta de sangue aplicou-se um questionario com os proprietarios ou
residentes, onde abordaram questdes relativas a caracterizacdo dos cles (sexo, raca e
idade), comportamento e ambiente (contato com outros animais, acesso a rua e habitos
alimentares). As amostras foram obtidas de cdes de ambos os sexos e independente de
raca ou idade. O sangue foi coletado por meio da puncdo da veia jugular e armazenado

em tubos com EDTA e mantidos a -20° C, até o processamento.

EXTRACAO DO DNA GENOMICO E ANALISE MOLECULAR

Para a obtengdo do DNA foi utilizado o método de extracdo com fenol-
cloroformio, segundo SAMBROOK & RUSSEL (2001), ressuspendendo em 50ul de
Tris-EDTA (pHS,0) e armazenando a -20°C, até a posterior analise.

As amostras de DNA foram submetidas a PCR para amplificagdo de um
fragmento de 590 pares de bases (pb) do gene 18S rRNA especifico para B. vogeli, com
o uso dos oligonucleotideos Bab 1 (5’-GTGAACCTTATCACTTAAAGG-3") ¢ Bab 4
(5- CAACTCCTCCACGCAATCG’-3’), segundo DUARTE et al. (2008b). Para cada
reacdo foi utilizado uma amostra de céo infectado. naturalmente, como controle positivo
e agua ultrapura como controle negativo. O produto da PCR foi visualizado por meio da
eletroforese em gel de agarose (1,5%), coradas com GelRedTM Nucleic Acid Gel Stain
e analisadas em ChemiDoc XRSTM.

RESULTADOS

Das 510 amostras de sangue de cées, 47 (9,21%) foram positivas para B. vogeli.
Destes animais, 13 fémeas, 25 machos e nove animais ndo foi obtida a informagéo. Os
dados relativos a idade, racga, acesso a rua, contato com outros animais e dieta, sdo

apresentados na tabela 1.

Tabela 1: Variaveis de idade, raga, contactante, acesso a rua ¢ dieta analisadas dos cées

positivos para Babesia vogeli do municipio de Cuiaba, MT.



N° %/ positivos

positivos/Total
Idade Até 12 meses 12/47 25.5%
12 a 24 meses 4/47 8,5%
24 a 48 meses 8/47 17%
48 a 72 meses 8/47 17%
> 72 meses 6/47 12,7%
Nao respondeu 9/47 19,1%
Raga Sem raca definida 27/47 57.4%
Labrador 1/47 2,1%
Poodle 2/47 4.2%
Pit Bull 1/47 2,1%
Rottweiler 3/47 6,3%
Boxer 1/47 2.1%
Dachshund 3/47 6,3%
Nao respondeu 9/47 19,1%
Contactante Sim 28/47 59,5%
Nio 19/47 40,4%
Acesso arua Sim 18/47 38.3%
Nao 29/47 61,7%
Dieta Mista 31/47 65,9%
Comida caseira 7/47 14,9%
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Com relacdo ao questionamento de contato com outros animais, 28 caes
apresentavam contactante, sendo que, 17 tinham contato com outros cées, 3 tinham

contato com felinos, 1 com aves, 3 com bovinos, 2 com equinos e 2 com suinos.

DISCUSSAO

O diagnostico molecular, por meio da PCR, permitiu a identificagdo conclusiva
de B. vogeli, mostrando-se assim um método eficaz para o diagnostico e identificagdo
do protozoario. SPOLIDORIO et al. (2011) ja havia testado amostras de céaes

provenientes de Cuiaba, MT, por meio da PCR, e observou a sua presenca nos cdes da

regido.
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A prevaléncia observada (9,21%) ¢ um pouco mais elevada quando comparada
com outros estudos realizados com amostragem semelhante. COSTA et al. (2015),
também avaliando uma populacdo de cdes do municipio de Chapadinha no Maranhio,
encontraram 0,9% (3/332) cées positivos para B. vogeli. JA MELO et al. (2015), também
avaliando uma populacdo de cédes de Poconé, Mato Grosso, encontrou 3,13% (10/320)
cdes com B. vogeli. Estudos realizados com animais oriundos de Hospitais Veterinarios
apresentam uma ocorréncia de B. vogeli mais elevada. MORAES et al. (2015) avaliando
cées com sinais clinicos de hemoparasitoses e tratados no Hospital Veterinario de uma
Universidade em Belém, Para, encontrou 15,7% (27/172) cées positivos para a presenca
deste protozoario.

ROTONDANO et al. (2015) avaliando 100 cdes atendidos em um Hospital
Veterinario de uma Universidade no municipio de Patos na Paraiba, encontrou 10% de
animais positivos para B. vogeli, sendo observada que a idade como um fator de risco
para a presenca do protozodrio. Animais jovens, entre 6 e 12 meses de idade
apresentaram maior risco de adquirir a babesiose em compara¢do as demais idades
(p<0,05). No presente estudo, apesar de ndo ter sido realizada uma andlise estatistica
para verificar a associagdo com as variaveis, podemos observar que os animais mais
jovens também representam o maior percentual de animais infectados (25,5%). De
acordo com BROWN et al. (2006), os cédes jovens ¢ desmamados sdo particularmente
mais susceptiveis e estdo expostos a doengas concomitantes, além de desnutri¢do
também predispor a infecgao.

No Brasil, B. vogeli e B. gibsoni sao as espécies identificadas em cées até o
momento. Por outro lado, R. sanguineus s.l. esta amplamente distribuido no Brasil e se
adapta bem as areas, o que pode contribuir para o estado endémico da babesiose em
algumas regides (COSTA et al., 2015). Além disso, foi observado um elevado numero
de cées positivos que apresentam contactantes, sendo que 17 tinham contato com outros
cées. Dessa forma, a presenca do agente associado a presenga do vetor pode contribuir
para a sua disseminagdo em populacdes de cdes, ja que a transmissdo ocorre pela saliva

do carrapato (IRWIN, 2010).
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CONCLUSAO

O diagnostico molecular possibilitou a identificagdo de B. vogeli em sangue de
céles, utilizando uma PCR especifica para o agente. B. vogeli foi a espécie comum nos

cées do municipio de Cuiaba, assim como relatado na maioria dos cées no pais.
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