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BRAGA, J. F. V. Babesiose canina em Teresina, Piaui. 2011. 60f. Dissertacdo (Mestrado em
Ciéncia Animal) — Programa de Pos-graduacdo em Ciéncia Animal, Universidade Federal do
Piaui, Teresina, 2011.

A babesiose canina € uma importante doenga que acomete cdes no Brasil, onde o principal
agente é Babesia canis vogeli. No Piaui, estudos sobre a doenca sdo escassos, embora as
condic@es climaticas sejam favoraveis ao desenvolvimento do carrapato vetor. Esta pesquisa teve
por objetivo determinar a atual situacdo da doenca em Teresina, Piaui, e comparar métodos de
diagndstico direto e indireto, bem como identificar os fatores epidemioldgicos, sinais clinicos e
alteracbes hematoldgicas mais frequentes em cdes infectados pelo agente. Para isto, foram
avaliados 315 cées atendidos em clinicas e hospital veterinario, sob qualquer suspeita clinica e
independente de sexo, raca, idade. Desses animais, foram colhidos 10 mL de sangue por
venopuncao jugular para avaliagdo hematoldgica, Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)
e Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR). Além disso, foram confeccionadas laminas de
esfregacos de sangue periférico para pesquisa direta do parasita. 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. A
concordancia entre métodos de diagnostico direto esfregaco sanguineo e PCR foi considerada
moderada (k=0,44). Os cées infestados por carrapatos apresentaram 1,82 vezes mais chance de
possuirem anticorpos anti-B. canis. Cdes cuja contagem de hemacias e volume globular
encontravam-se dentro da normalidade apresentaram 1,88 e 1,91 vezes mais chances de serem
soropositivos para B. canis, enquanto as alteracdes leucocitarias ndo constituiram fator de risco a
soropositividade para a babesiose canina. O sequenciamento de amostras positivas a PCR
resultou em um fragmento de 603 pb, cujo alinhamento e analise da sequéncia revelaram 99% de
homologia com outros isolados de Babesia canis vogeli. Este estudo permite concluir que a
babesiose é endémica em cdes de Teresina, nordeste do Brasil, e que a PCR pode ser empregada
para diagndstico da doenca nessas areas. Além disso, ressalta-se a necessidade de estudos que
esclarecam a importancia da co-infeccdo da babesiose canina com outras enfermidades
endémicas nesta cidade, como leishmaniose visceral canina, erliquiose e anaplasmose caninas.

Palavras-chave: cdes; Babesia canis; diagndstico; sinais clinicos; alteracdes hematoldgicas



BRAGA, J. F. V. Canine babesiosis in Teresina, Piaui. 2011. 60f. Dissertation (Master of
Science in Animal Science) — Post Graduate Program in Animal Science, Federal University of
Piaui, Teresina, 2011.

Canine babesiosis is an important disease that affects dogs in Brazil, where the primary agent is
Babesia canis vogeli. In the state of Piaui, studies about the disease are scarce, although climatic
conditions are favorable for the development of the tick vector. This study aimed to determine
the current disease situation in Teresina, Piaui and compare methods of direct and indirect
diagnosis, beyond to identify epidemiological factors, clinical signs and hematological changes
more frequent in dogs infected by the agent. To this end, we evaluated 315 dogs attended in
veterinary hospital and clinics, under any clinical suspicion and regardless of gender, breed and
age. From these animals, 10 mL of blood were collected by jugular venipuncture for hematologic
evaluation, Immunofluorescence Assay (IFA) and Polymerase Chain Reaction (PCR). In
addition, peripheral blood smears slides were prepared for direct search of parasites.
The percentage of positive animals was 48.57% (153/315) in IFA, 4.76% (15/315) in PCR and
2.2% (07/315) in blood smear. The agreement between the direct diagnosis methods, blood
smear and PCR, was considered moderate (k=0.44). Dogs infested with ticks were 1.82 times
more likely to have anti-B. canis antibodies. Dogs with blood counts and packed cell volume
were within normality were 1.88 and 1.91 times more likely to be seropositive for B. canis, while
the leukocytic changes were not a risk factor for canine babesiosis. The sequencing of PCR
positive samples resulted in a fragment of 603 bp, whose alignment and sequence analysis
revealed 99% of homology with other isolates of Babesia canis vogeli. This study indicates that
babesiosis is endemic in dogs in Teresina, northeast Brazil, and that PCR can be used to
diagnostic the disease in these areas. Furthermore, we emphasize the need for studies to
enlighten the co-infection importance of canine babesiosis with other diseases endemic in city, as
canine visceral leishmaniasis, ehrlichiosis and anaplasmosis.

Keywords: dogs, Babesia canis, diagnosis, clinical signs, hematological changes
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1 INTRODUCAO

As doencas caninas transmitidas por vetores (DCTV), que envolvem artropodes, incluem
diversas enfermidades (OTRANTO; DANTAS-TORRES; BREITSCHWERDT, 2009a) e afetam
cées domesticos em todo o mundo (DE CAPRARIIS et al., 2010). Essas doengas representam
um problema histérico e emergente em muitas partes do mundo devido a sua prevaléncia,
relevancia veterindria e potencial zoono6tico (DANTAS-TORRES, 2008), sendo algumas
consideradas problemas de saude publica.

Uma vez acometidos por estas enfermidades, os animais exibem, em sua maioria, sinais
clinicos inespecificos (FRANK; BREITSCHWERDT, 1999). Cées doentes com histérico de
exposicao a vetores devem ser submetidos a exames que confirmem o agente etiologico, como
citologia, sorologia ou métodos moleculares (DE CAPRARIIS et al., 2010). Entretanto, muitas
sdo as limitacbes quanto a disponibilidade dessas técnicas diagnosticas, ja que a maioria exige
mé&o-de-obra e/ou equipamento laboratorial especializado (DANTAS-TORRES; FIGUEREDO,
2006). Esta situacdo tem estimulado médicos veterinarios a recorrer a exames hematoldgicos e
bioquimicos para dar suporte a suspeita clinica de DCTV, apesar das alteracdes detectadas por
estes exames serem frequentemente imprevisiveis (OTRANTO; DANTAS-TORRES;
BREITSCHWERDT, 2009b). Este comportamento adotado pelos clinicos veterinarios aumenta a
possibilidade de diagnostico equivocado da doenca e conducdo de terapéutica inadequada,
abreviando a possibilidade de cura do animal ou agravando o quadro clinico.

Entre as DCTV, a babesiose canina destaca-se por sua distribuicdo mundial (SA et al.,
2006). Acomete espécies domésticas, silvestres e o0 homem (BOOZER; MACINTIRE, 2003;
RIOS et al., 2003), sendo atualmente considerada uma zoonose (OLICHESKI, 2003). No Brasil,
a doenca € de grande importancia veterindria (DANTAS-TORRES, 2008a) por seu carater
endémico em todo o pais e prevaléncia crescente em certas areas (BASTOS, MOREIRA,
PASSOS, 2004), o que esta associado a alta incidéncia do carrapato vetor Rhipicephalus
sanguineus (VIDOTTO; TRAPP, 2004), cuja prevaléncia e intensidade de infestagdo vém
aumentando em cdes do pais (LABRUNA, 2004).

O Estado do Piaui apresenta condi¢fes favoraveis ao desenvolvimento desse artropode,
com clima tropical, estacdes meteoroldgicas bem definidas, chuvas de dezembro-abril e seca de
maio-novembro, temperatura variando de 19-36°C e umidade relativa do ar de 40-80%

(MEDEIROS, 2004). Apesar disso, estudos sobre a babesiose canina no Estado séo escassos,
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embora trabalhos recentes tenham revelado alta frequéncia de cées de populacdo hospitalar
infectados por Ehrlichia canis e Anaplasma platys, transmitidos pelo mesmo vetor ixodideo
(SILVA, 2010). A somar, estudos prévios realizados com cées de populacdo hospitalar em Minas
Gerais revelaram soropositividade de 66,9% dos animais (RIBEIRO et al., 1990) e foi
demonstrado que cées soropositivos para Babesia canis vogeli foram mais propensos a ser
soropositivos para Ehrlichia canis (TRAPP et al., 2006).

Diante do exposto, buscou-se: 1) Conhecer a atual situacdo epidemiologica da babesiose
canina em Teresina; 2) Identificar os principais fatores epidemioldgicos, sinais clinicos e
alteraces hematoldgicas associados a infeccdo em cées naturalmente infectados; e 3) Comparar
métodos diretos e indiretos no diagnostico da doenga.
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1.1 AGENTES ETIOLOGICOS

A babesiose canina é uma enfermidade causada por protozoarios pertencentes ao filo
Apicomplexa, classe Piroplasmea, ordem Piroplasmida, familia Babesiidae, género Babesia.
Atualmente, sdo conhecidas mais de 100 espécies de Babesia (CHAUVIN et al., 2009), das quais
18 causam doenca em mamiferos domésticos (OZAKI, 1996), mas somente B. canis e B. gibsoni
tém sido responsabilizadas por infectar cdes causando a babesiose canina (TABOADA,;
MERCHANT, 1997; DANTAS-TORRES; FIGUEREDO, 2006), embora haja relato de caso de
infeccdo por Babesia caballi (FRITZ, 2009).

As espécies de Babesia spp. séo classificadas em grandes ou pequenas, de acordo com o
tamanho dos merozoitos. Das espécies que acometem o0s canideos, B. canis € uma grande babesia
(3-5um) possuindo, aproximadamente, o dobro do tamanho da B. gibsoni (0,5-2,5um). Os
merozoitos de B. gibsoni sdo pleomérficos, sendo encontrados com maior frequéncia na forma
oval, podendo adquirir formato de anel (TABOADA; MERCHANT, 1997), enquanto os de B.
canis podem ser encontrados em formato arredondado, piriforme, eliptico, em cruz ou irregular,
frequentemente ocorrendo em pares, mas oito ou mais podem estar presentes no mesmo
eritrocito (LOBETTI, 1998; NEVES, 2000).

A B. canis apresenta classificacdo trinominal em subespécies B. canis vogeli, B. canis
canis e B. canis rossi, cuja diferenciacdo é baseada na especificidade do vetor, imunidade
cruzada e patogenicidade (UILENBERG, 2006). Fundamentados nesses critérios, estudos
sugeriram que as subespécies de B. canis poderiam ser elevadas a posicao de espécies (CARRET
etal., 1999).

No Brasil, a doenca € causada por B. canis vogeli e B. gibsoni (DANTAS-TORRES,
2008; TRAPP et al., 2006), as quais possuem patogenicidade distintas. Enquanto B. gibsoni é
altamente patogénica (SHAW et al., 2001), B. canis subespécie vogeli é considerada de
patogenicidade moderada, cursando com infeccdo clinicamente inaparente e responsiva a terapia
antibabesial. B. canis rossi € a mais patogénica das subespécies e causa infec¢cdo normalmente
fatal, enquanto B. canis canis possui patogenicidade variavel, geralmente com infeccéo
responsiva as drogas babesiais (UILENBERG et al., 1989; ZAHLER et al., 1998).

Segundo alguns autores, as espécies de Babesia spp. sdo usualmente hospedeiro-
especificas (TABOADA; MERCHANT, 1997). Entretanto, com advento do diagndstico
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molecular tem-se revelado que a especificidade de piroplasmideos pelos hospedeiros é menor do
que se supunha anteriormente (JEFFERIES et al., 2003; FRITZ, 2009).

1.2 EPIDEMIOLOGIA

A distribuicdo geografica do parasita e, consequentemente, desta enfermidade estdo
relacionadas diretamente a distribuicdo dos carrapatos vetores (SOLANO-GALLEGO et al.,
2008), ocorrendo principalmente nas regides tropicais e subtropicais (TABOADA,;
MERCHANT, 1997; ANDEREG; PASSOS, 1999).

A B. gibsoni é encontrada com maior frequéncia no sudeste e extremo leste da Africa,
Asia, alguns casos nos EUA (TABOADA; MERCHANT, 1997) e Brasil (TRAPP et al., 2006) e
raramente na Europa (TABOADA; MERCHANT, 1997). Esta espécie tem como vetores
conhecidos os carrapatos Haemaphysalis longicornis e H. bispinosa. Entretanto, estes artropodes
ndo sdo encontradas no Brasil, o que levou Dantas-Torres (2008), baseado na detec¢do do agente
no pais (TRAPP et al., 2006) e respaldado em estudos de autores, a sugerir que R. sanguineus
possa ser um vetor para B. gibsoni. B. canis ¢ distribuida mundialmente, ocorrendo na Africa,
Europa, EUA e Asia, sendo frequente nos paises tropicais e subtropicais (BRANDAO;
HAGIWARA, 2002). A subespécie B. canis vogeli € transmitida por R. sanguineus e encontrada
na América do Norte, América do Sul (PASSOS et al., 2005), Europa e Asia, enquanto B. canis
canis tem como vetor Dermacentor reticulatus e é mais comum na Europa (FINIZIO et al.,
2010). Ja B. canis rossi foi identificada apenas na Africa, aonde é transmitida pelo carrapato H.
leachi (UILENBERG et al., 1989; ZAHLER et al., 1998; UILENBERG, 2006).

No Brasil, o principal agente etiolégico da babesiose canina € a B. canis vogeli, o que esta
associado a alta incidéncia do carrapato vetor R. sanguineus (PASSOS et al., 2005; VIDOTTO;
TRAPP, 2004), o qual apresenta prevaléncia e intensidade de infestagdo crescentes em cées do
pais (LABRUNA, 2004). Estudos revelaram que este ixodideo pode realizar até quatro
geragBes/ano no Brasil, indicando que as condi¢cdes ambientais sdo favoraveis a ocorréncia de
infestacdo por este vetor em todas as estacdes do ano (LOULY, 2003).

O R. sanguineus €, provavelmente, a espécie de carrapato de maior distribuicdo mundial.
E um parasito quase exclusivamente cies, mas pode ocasionalmente ser encontrado em outros

hospedeiros como cavalos, bovinos ou humanos. Além do desconforto e perda sanguinea, este
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artropode pode transmitir patégenos como B. canis, Ehrlichia canis, Anaplasma platys,
Hepatozoon canis e Haemobartonella canis (TABOADA; MERCHANT, 1997). Acredita-se que
o principal vetor da babesiose canina em areas urbanas seja este artropode, conhecido como
carrapato marrom do cdo (SHAW et al., 2001).

Este ectoparasita tem importancia para satde publica devido a sua capacidade de carrear
certos patdgenos e transmiti-los aos homens, pois apesar de sua antropofilia relativamente baixa
(PALMAS et al., 2001), ha relatos de parasitismo humano por esta espécie (DANTAS-TORRES;
FIGUEREDO; BRANDAO-FILHO, 2006).

Pouco se sabe sobre os possiveis fatores de risco da babesiose canina no Brasil
(DANTAS-TORRES; FIGUEREDO, 2006). Alguns estudos demonstram que ndo ha
predisposicdo de raca ou sexo a infeccdo (RIBEIRO et al., 1990; GUIMARAES; OLIVEIRA,
SANTA-ROSA,; 2002; BASTOS; MOREIRA; PASSOS, 2004; COSTA-JUNIOR et al., 2009).
Entretanto, em estudo realizado com cées de populacdo hospitalar, foi constatado que animais
com mais de um ano de idade, vivendo em &reas urbanas e apresentando sangramento superficial
s80 mais propensos a apresentar anticorpos anti-Babesia canis vogeli (TRAPP et al., 2006).
Dantas-Torres; Figueredo (2006) observaram que, a doenca acontece com maior frequéncia em
caes com idade superior a dois anos de idade, embora animais jovens com historia de visita a
praia e primeira exposicao a carrapatos também tenham sido afetados pela doenca.

Em estudo conduzido com cdes em zona rural do semiarido brasileiro ndo houve
correlacdo entre prevaléncia da infeccdo e idade ou sexo dos animais, porém 0s animais mesticos
apresentaram maior chance de adquirir a infeccdo quando comparados aos cdes de raca pura
(MAIA et al., 2007). Costa-Junior et al. (2009), estudando cées na zona rural de Minas Gerais,
observaram que a raca ndo constituiu um fator de risco relacionado a soroprevaléncia de B. canis
vogeli, assim como sexo e volume globular abaixo de 30%. Além disso, esses autores
verificaram que a soroprevaléncia da infeccdo esteve diretamente relacionada a idade dos

animais e infestagéo por carrapatos, logo quanto mais velho o animal, maior a soroprevaléncia.

1.3 TRANSMISSAO E CICLO BIOLOGICO DA Babesia spp.

O ciclo do agente se inicia quando o carrapato infectado, ao realizar o repasto sanguineo,

inocula no cdo sadio os esporozoitos combinados aos componentes salivares (UILENBERG,
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2006). Uma vez na circulacdo sanguinea, essas formas aderem-se & membrana do eritrocito e
invadem essas células do hospedeiro vertebrado. Os trofozoitos intraeritrocitarios multiplicam-se
e formam dois ou trés merozoitos e um ciclo, aparentemente, ilimitado de reproducéo assexuada
é estabelecido, apesar do rapido desenvolvimento de resposta imunoldgica. A multiplicacdo
intracelular acelerada leva a destrui¢do do eritrécito parasitado, com liberagdo de novos parasitas
e subsequente infeccdo e destruicdo de outros eritrécitos (VIAL; GOREFLOT, 2006). Um
pequeno percentual de merozoitos ndo entra em divisao e tornam-se grandes gamontes esféricos,
0s quais permanecem dentro dos eritrocitos (MACKENSTEDT et al., 1990).

O vetor, ao se alimentar no céo infectado, ingere vérias formas do parasita presentes nas
hemacias, mas somente 0os gamontes sdo capazes de evoluir no intestino do carrapato (NEVES,
2000) e tornam-se gametocitos, ocorrendo a fecundacdo que dara origem aos zigotos. Esses
invadem as células intestinais €, na forma de esporocinetos, atingem diversos érgdos, inclusive
ovario e glandulas salivares, através da hemolinfa. No ovério, podem invadir os ovos, que
originam larvas infectadas, promovendo a transmissdo transovariana para a proxima geracao de
carrapatos. Os esporocinetos que chegam as glandulas salivares multiplicam-se e formam
esporozoitos que serdo inoculados em cdes sadios, caracterizando a transmissdo transestadial
(URQUHART et al., 1998; BRANDAO; HAGIWARA, 2002; VIDOTTO; TRAPP, 2004;
NEVES, 2000; UILENBERG, 2006). A manutencdo e persisténcia no carrapato vetor sdo
asseguradas pelas transmissdes transovariana e transestadial, as vezes persistindo por varias
geracOes de carrapato (CHAUVIN et al., 2009).

1.4 RESPOSTA IMUNOLOGICA

A imunidade protetora aos protozoarios do género Babesia spp. é mediada pelas repostas
inata e adaptativa, além de producdo balanceada de citocinas, uma vez que essas nao estao
envolvidas apenas no controle da infeccdo, mas podem contribuir com o progresso da doenga.
Enquanto a primeira envolve a participacdo de macrofagos e células natural killer, a Gltima
produz interferon-y (INF-y) requerido para ativagdo de macréfagos, que irdo exibir maior
expressao de receptores, atividade fagocitaria e producdo de mediadores de acdo toxica, como o
Oxido nitrico. Além disso, INF-y esta envolvido na producdo de anticorpos 1gG2 opsonizantes

(AHMED, 2002).
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Recentemente foi demonstrado que a formac&o de ligacdo de 1gG e IgM a membrana do
eritrocito por mecanismos imunes parece estar presente na maioria das infeccdes por B. canis
vogeli, porém nédo naquelas causadas por B. canis canis (CARLI et al., 2009).

N&o ha imunidade cruzada entre as subespécies de B. canis (UILENBERG, 2006) e a
resposta imune humoral se inicia sete dias apos a infeccdo (BRANDAO; HAGIWARA,;
MYIASHIRO, 2003) com os titulos de anticorpos decrescendo gradualmente até quatro a cinco
meses (VERCAMMEN; DEKEN; MAES, 1997).

Na auséncia do parasita, a duracdo da resposta imune a B. canis € normalmente curta
(VERCAMMEN; DEKEN; MAES, 1997). Entretanto, os cdes podem entrar em estado de
“premuni¢do” (WLOSNIEWSKI et al., 1997) caracterizado pela manutencdo do agente no
organismo na auséncia de sinais clinicos, com altos titulos de anticorpos anti B. canis e aparente
resisténcia a infeccBes subsequentes (MASUDA; BABA; ARAKAWA, 1983) por um periodo de
até um ano, o que pode ser resultado de imunidade protetora efetiva (MARTINOD;
BROSSARD; MOREAU, 1985).

1.5 PATOGENIA E PATOLOGIA

A parasitemia pode envolver de 0,2 a 45% dos eritrocitos, dependendo da espécie de
Babesia envolvida (URQUHART et al., 1998) e a destruicdo do eritrocito parasitado ocorre
paralelamente a multiplicacdo do parasita no sangue, apesar da infeccdo por B. canis ser excecao,
pois o animal continua perdendo células vermelhas apds o declinio da parasitemia (MAHONEY,
1977).

Diferentes mecanismos de hemdlise sdo propostos (ONISHI et al., 1990). Acredita-se que
a destruicdo dos eritrocitos pode ser causada pela acdo mecéanica de B. canis nas células
parasitadas (MAEGRAITH; GILLES; DEVAKUL, 1957), caracterizando a hemdlise
intravascular vista predominantemente no inicio da infecgdo (BOUNOUS; HOSKINS;
BOUDREAUX, 1993). Nas ceélulas 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. A presenca de anticorpos anti-membrana
eritrocitaria em cées infectados por B. gibsoni foi relatada (ADACHI et al., 1995), entretanto as

informagdes relacionadas a infeccdo por B. canis sdo escassas. Estudos recentes revelaram
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aparente auséncia de anemia hemolitica imune na infeccdo por B. canis canis, diferentemente
daquelas causadas por B. gibsoni e, provavelmente, B. canis vogeli (CARLI et al., 2009).

A lise das hemacias produz mediadores inflamatorios de acdo sistémica que, em
processos hemoliticos graves, causam vasodilatacdo periférica e hipotensdo (BRANDAO;
HAGIWARA, 2002), logo a hipotensdo é induzida e dependente do numero de eritrocitos
infectados por B. canis (SCHETTERS et al., 2009). O 6xido nitrico também contribui para a
vasodilatacdlo em quadros hipotensivos na babesiose canina complicada (BRANDAO;
HAGIWARA, 2002). Além disso, ha agregacdo de eritrocitos (VALLI, 2007) e interacdo entre
eritrécitos infectados e o tecido endotelial, facilitada pela hipotensdo (SCHETTERS et al., 1998).

A babesiose é uma doencga multissistémica (JACOBSON, 2006), cuja forma complicada
inclui manifestacGes que ndo podem ser explicadas diretamente pela hemdlise, mas parecem ser
resultado da resposta inflamatéria do hospedeiro ao parasita, e ndo desde por si sé
(MATIJATKO et al.,, 2010). Isto é evidenciado pela inflamacdo sistémica e hipotensdo
associadas a diminui¢do ndo-hemolitica do volume globular, seguida de distlrbios do sistema de
coagulacdo e sindrome da disfuncdo mdltipla de 6rgdos (SDMO) na fase aguda da doenca,
descritas por Schetters et al. (2009) e Matijatko et al. (2010). Nessa fase, os caes infectados
desenvolvem severas complicacdes clinicas, as quais poderiam estar correlacionadas as
atividades bioldgicas de antigenos solUveis do parasita e via da calicreina-cinina (FINIZIO et al.,
2010).

A 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 oxigenacédo tecidual, o
que contribui para a SDMO (BRANDAO; HAGIWARA, 2002) que ocorre, principalmente, nos
rins, figado, musculos, pulmao e cérebro. Enquanto a presenca de SRIS apresenta pobre valor
progndstico, a SDMO pode ser um excelente indicador de resolucdo da doenga, uma vez que a
taxa de mortalidade aumenta com o nimero de 6rgdos em faléncia (MATIJATKO et al., 2010).

Pode ocorrer degeneragdo das células endoteliais dos pequenos vasos sanguineos, anoxia,
acumulo de produtos metabdlicos toxicos, fragilidade capilar e, eventualmente, perda de
eritrocitos e hemorragia macroscopica (LEVINE, 1985). A grande concentracdo de eritrocitos
parasitados no interior dos capilares do sistema nervoso central parece causar as manifestacfes
neuroldgicas ocasionalmente vistas na doenca (BRANDAO; HAGIWARA, 2002).
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A morte € devido a faléncia do organismo e choque sistémico, ndo sendo apenas devido a
destruicdo dos eritrdcitos, mas também devido a obstrucdo dos capilares de varios 6rgaos por
células parasitadas e parasitas livres (LEVINE, 1985), consequéncia dos tampdes celulares
formados pela ativagdo do sistema de coagulacdo (SCHETTERS et al., 1998; HOMER et al.,
2000).

A necropsia, 0s animais infectados por B. canis podem estar emaciados, anémicos e
ictéricos. A injdria vascular é evidenciada por hemorragias e edema, que pode ser severo nos
pulmdes. O baco pode estar aumentado de tamanho e firme, com polpa vermelha hiperémica e
corpusculos proeminentes, enquanto os rins apresentam coloracdo marrom escura. O figado pode
estar aumentado de volume e marrom-amarelado e, na vesicula biliar, observa-se bile espessada
e abundante. Em casos severos, pode-se observar coagulacdo intravascular disseminada
(LEVINE, 1985). Histologicamente, podem-se observar eritrcitos parasitados obstruindo

capilares do cortex cerebral, além de microtrombos em vérios tecidos do animal (VALLI, 2007).

1.6 SINAIS CLINICOS

Os sinais clinicos da babesiose canina tém sido bem descritos. Alguns cdes sao
aparentemente mais resistentes a infeccdo, sem demonstrar sinais de parasitemia (BRANDAO;
HAGIWARA; MYIASHIRO, 2003).

A severidade das manifestacGes clinicas observadas na doenca esté relacionada ao grau
de multiplicacdo 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 classificacgio da doenca em descomplicada ou
complicada (JACOBSON, 2006). Além disso, outros fatores podem influenciar na apresentacao
da doenca, como imunidade do hospedeiro, idade e doencas concorrentes (LOBETTI, 1998),
como demonstrado em estudo realizado por Solano-Gallego et al. (2008), em que a maioria dos
casos de infeccdo por B. canis vogeli foram observados em animais adultos ou idosos com
manifestacdo clinica apresentavam fatores predisponentes, como esplenomegalia ou condicgdes
imunossupressoras.

Os sinais clinicos tipicos da doenca descomplicada sdo devido & anemia hemolitica e

incluem membranas mucosas palidas, febre, taquipnéia, taquicardia, esplenomegalia, ictericia,
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anorexia e depressdo (TABOADA; MERCHANT, 1997; LOBETTI, 1998). A manifestacdo
clinica da forma complicada é variavel e decorrente da intensa crise hemolitica ocasionada pelo
parasita e da liberacdo sistémica de fatores inflamatorios (BRANDAO; HAGIWARA, 2002).
Neste caso, h& envolvimento adicional de 6rgdos que resulta em anemia, coagulopatia, ictericia,
insuficiéncia renal aguda, hepatopatia, sindrome da angustia respiratéria aguda, sinais nervosos,
lesbes miocardicas, hemoconcentracdo e choque (LOBETTI, 1998; LOBETTI; DVIR;
PEARSON, 2002).

A doenca também pode ser descrita como hiperaguda, aguda, crénica ou subclinica
(LOBETTI, 1998), podendo causar desde infeccdo inaparente até quadro clinico grave
culminando em 6bito (MAIA, 2005).

A forma hiperaguda da doenca € incomum e mais observada em filhotes, estando
geralmente associada a intensa parasitemia e histérico de alta infestacdo por carrapatos
(LEISEWITZ et al., 2001), com os animais acometidos manifestando resposta inflamatoria
sistémica severa, choque endotdxico ou coagulagdo intravascular disseminada, hemoglobindria e
ictericia (HARVEY; TABOADA; LEWIS, 1988; OHNISHI et al., 1990; DASEY et al., 2001). A
forma aguda é observada principalmente em infecgdes por B. gibsoni ou B. canis rossi
(LEISEWITZ et al., 2001) e seus sinais clinicos incluem anemia, trombocitopenia, ictericia,
esplenomegalia, hemoglobinaria e febre (PAGE, 1998).

Cées que se recuperam da forma aguda da infeccdo, podem tornar-se portadores crénicos,
mantendo baixa parasitemia, sem deteccdo do agente ao esfregaco sanguineo (TODOROVIC,
1975). Entretanto, quando desafiados por condi¢Ges imunossupressoras ou outras infecgoes,
esses animais podem desencadear febre intermitente, anorexia, perda de peso, anemia, edema
(NELSON; COUTO, 2001; FURLANELLO et al., 2005), fraqueza, esplenomegalia e mais
raramente hemoglobindria, petéquias e ictericia (SLOSS; KEMP, 1999; NELSON; COUTO,
2001; ALMOSNY, 2002). Alguns desses animais podem desenvolver sinais de outras
enfermidades cronicas, como evidéncias patoldgicas de doenca hepéatica e/ou glomerulonefrite
(TABOADA, 1998). Dependendo do estagio de infeccdo, podem surgir ainda disturbios
nervosos, como decubito com movimentos de pedalagem e coma (McGAVIN; ZACHARY,
2009), associados a agregacéo de eritrocitos nos capilares cerebrais (VALLI, 2007). No Brasil, a
forma subclinica é provavelmente a apresentacdo predominante nos cdes com babesiose
(VIDOTTO; TRAPP, 2004) e tem importancia relevante na manutencdo dessa enfermidade, ja

gue esses animais apresentam-se normais ao exame fisico e a pesquisa direta do parasita em
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esfregaco sanguineo, o que os torna importantes fontes de infecgdo para outros animais (MAIA,
2005).

Entretanto, a maioria dos sinais clinicos associados a babesiose canina sao comuns a
outras enfermidades, como a erliquiose canina. Uma vez que os agentes dessas enfermidades
podem ser transmitidos pelo carrapato R. sanguineus, a co-infec¢do é comum, o que agrava a

sindrome clinica ou mascara uma a outra enfermidade (KORDICK et al., 1999).

1.7 ALTERACOES HEMATOLOGICAS

Anemia e trombocitopenia sdo as anormalidades hematoldgicas primarias na babesiose
canina (HAGIWARA; YAMAGA, 1987; ABDULLAHI et al., 1990). Anemia hemolitica pode
ser vista em casos da doenca complicada (LOBETTI, 1998), mas também em infec¢des por B.
canis vogeli em cées jovens (SOLANO-GALLEGO et al., 2008).

Os cées infectados por B. canis podem apresentar anemia que varia de normocitica
normocrdmica (FURLANELLO et al., 2005) a hipocrdmica (GUIMARAES et al., 2004), sendo
a primeira comumente de baixa intensidade nos primeiros dias ap6s a infec¢do, podendo tornar-
se macrocitica e hipocrémica a medida que a moléstia progride (TABOADA; MERCHANT,
1997). Além disso, estudos recentes revelaram que cdes infectados por B. canis canis
apresentaram anemia ndo-regenerativa, enquanto aqueles infectados por B. canis vogeli
revelaram anemia regenerativa (CARLI et al., 2009). Além disso, pode-se observar policromasia,
anisocitose (GUIMARAES et al., 2004), diminuicdo do volume globular (DANTAS-TORRES;
FIGUEREDO, 2006) e reticulocitose, a qual é proporcional a gravidade da anemia
(GUIMARAES et al., 2004).

A trombocitopenia na doenca tem sido descrita por diversos autores, embora sua causa
ainda nfo esteja completamente elucidada (BRANDAO; HAGIWARA, 2002; GUIMARAES et
al., 2004; DANTAS-TORRES; FIGUEREDO, 2006). Acredita-se que 0S mecanismos mais
provaveis sdo a destruicdo mediada por anticorpos e o consumo acelerado em decorréncia de
uma vasculite endotelial ou do sequestro esplénico (BRANDAO; HAGIWARA, 2002).

As anormalidades leucocitarias sao variaveis, podendo a contagem de globulos brancos
estar aumentada ou diminuida (HAGIWARA; HOLZCHUH, 1987; DELL"PORTO; OLIVEIRA;

MIGUEL, 1993). Isso se confirma pelos relatos de leucocitose com neutrofilia, monocitose,
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linfopenia (GUIMARAES et al., 2004) ou linfocitose e eosinofilia (TABOADA; MERCHANT,
1997) e leucopenia (SCHETTERS et al., 2009) com neutropenia, monaocitopenia e linfopenia
(FURLANELLO et al., 2005).

Os testes bioquimicos sdo inespecificos, podendo ser observadas azotemia e acidose
metabdlica geralmente causadas pela desidratagdo e/ou choque (BRANDAO; HAGIWARA,
2002). Hipoalbuminemia foi observada em 31% dos casos de babesiose canina avaliados por
Furlanello et al. (2005). A hiperbilirrubinemia é um achado consistente durante a fase aguda da
infeccdo por Babesia canis, mas ndo por B. gibsoni (HOSKINS; BOUDREAU; BOUNOUS,
1993). As enzimas hepaticas podem estar aumentadas durante a doenca complicada em
consequéncia da hipoxia anémica do 6rgdo (TABOADA; MERCHANT, 1997). Na urinlise,
podemos observar bilirrubindria (FURLANELLO et al., 2005) e hemoglobinuria, acompanhada
ou ndo de proteindria, cilindrdria granular e presenca de células do epitélio renal, indicativa de
lesdo renal aguda decorrente da hemoglobindria ou hipoperfusio do 6rgdo (BRANDAO;
HAGIWARA, 2002).

1.8 DIAGNOSTICO

O diagnostico clinico da babesiose canina baseia-se na anamnese e em sinais clinicos
(ABDULLAHI; MOHAMMED; TRIMNELL, 1990), porém ndo € seguro, uma vez que existem
varias doencgas com sinais clinicos semelhantes a ela. Nesse contexto, o diagnostico laboratorial
direto ou indireto destaca-se por fornecer maior confiabilidade ao clinico veterinario (BOSE et
al., 1995).

Durante a fase aguda da doenca, o esfregaco sanguineo realizado a partir de uma gota de
sangue periférico pode ser utilizado como método de diagndstico (BOSE et al., 1995; PASSOS
et al., 2005), o qual baseia-se no tamanho e aparéncia morfoldgica das formas intraeritrocitérias
visualizadas (COSTA-JUNIOR et al., 2009). O corante de elei¢do para este tipo de diagndstico
da enfermidade é o Giemsa (OLICHESKI, 2003), pelo qual o citoplasma do protozoario se cora
em azul-claro e o nicleo em vermelho-violeta (ANTONIO; OLIVEIRA; ZAPPA, 2009). Embora
seja caracterizado por rapidez, baixo custo e alta especificidade, este método apresenta baixa
sensibilidade quando a parasitemia encontra-se reduzida (DANTAS-TORRES; FIGUEREDO,

2006), pois em infecgdes cronicas, subclinicas, animais tratados ou em fase inicial da doenca a
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presenca de Babesia spp. é escassa e a auséncia de parasitas no esfregaco sanguineo ndo exclui a
possibilidade de infeccdo (WLOSNIEWSKI et al., 1997; BOOZER; MACINTIRE, 2003;
MAIA, 2005; PASSOS et al., 2005).

Diante dessas limitacGes, os métodos soroldgicos tém sido usados para diagnostico de
infeccBes com baixos niveis de parasitemia, crénicas ou subclinicas (BOOZER; MACINTIRE,
2003; VERDIDA et al., 2004). Entre as técnicas soroldgicas, 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 epidemioldgicas (BOSE et
al., 1995; ABOGE et al., 2007). Entretanto, sua especificidade é limitada uma vez que podem
ocorrer falso-positivos por exposi¢do prévia ao parasita, permanéncia de anticorpos colostrais em
filhotes até cinco meses apds o nascimento, nao reversao do status soroldgico do animal para
negativo apos autoesterelizacdo ou quimioesterelizacdo (MAIA, 2005), apés a qual o cdo pode
permanecer soropositivo por longos periodos (DANTAS-TORRES; FIGUEREDO, 2006) e a
ocorréncia de reagdes cruzadas (BOBADE; ODUYE; AGHOMO, 1989; MAIA, 2005). Também
podem ocorrer resultados falso-negativos em infeccGes recentes, uma vez que sdo necessarios de
cinco a 10 dias ap6s a infeccdo para deteccdo de anticorpos anti-Babesia (TABOADA;
MERCHANT, 1997).

A Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) alia especificidade e sensibilidade (BOSE et
al., 1995), proporcionando a deteccdo do agente em infec¢BGes 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 diagndstico (BOSE et al., 1995). Esta técnica pode ser
aplica, ainda, no monitoramento de terapia e em estudos epidemioldgicos sobre a distribui¢do
geografica deste patdgeno (PERSING et al., 1992). Devido as suas vantagens, tem-se sugerido o
emprego deste método de diagnéstico 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 a pesquisa (DANTAS-TORRES; FIGUEREDO, 2006). Outras técnicas de biologia
molecular que vém sendo utilizadas para diagnéstico e estudo da babesiose canina sdo a Nested
PCR, semi-nested PCR, o polimorfismo por tamanho de fragmento de restricdo (RFLP-PCR) e
PCR em tempo real (MATSUU et al., 2005).
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1.9 TRATAMENTO

O Dipropionato de Imidocarb é uma das drogas disponiveis para tratamento da babesiose
em cdes (VIAL; GORENFLOT, 2006) e apresenta efeito direto sobre o agente, alterando a forma
do nucleo e a morfologia citoplasmatica e interrompendo a parasitemia e os sintomas clinicos 24
a 48 horas ap6s sua aplicacido (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 utilizagdo de atropina (0,04 mg/kg) 10 minutos
antes de sua aplicacio (BRANDAO; HAGIWARA, 2002).

Outra possibilidade de tratamento é com o aceturato de diminazeno (TABOADA, 1998),
cuja acdo interfere na glicdlise aerdbica e a sintese de DNA do parasita. Para tratamento de B.
canis a dose Unica de 3,5mg/kg, via intramuscular ou subcuténea, é efetiva, enquanto para B.
gibsoni o procedimento deve ser repetido apos 24 horas (BRANDAO; HAGIWARA, 2002).

Ha relatos clinicos de tratamento bem sucedido com clindamicina na dose de 25 mg/kg,
duas vezes ao dia, e azitromicina na dose de 5 a 10 mg/kg, via oral, duas vezes ao dia, porém
faltam estudos controlados sobre a eficicia destes medicamentos. O uso de 0,25 mg/kg de sulfato
de quinuronio, aplicado via subcutinea, a cada 48 horas, demonstrou boa efetividade no
tratamento para a B. canis, entretanto sua acdo é desconhecida para a B. gibsoni (TABOADA,
1998). Os quimioterapicos utilizados para tratamento da babesiose causada por B. gibsoni
parecem incapazes de eliminar completamente a doenca na dose recomendada, apenas limitando
a mortalidade e a severidade dos sinais clinicos (TABOADA; MERCHANT, 1997;
BIRKENHEUER et al., 1999). Além disso, terapias de suporte como fluidoterapia e transfuséao
sanguinea devem ser empregadas para tratamento da doenca, quando necessarias.

E importante considerar os beneficios do tratamento visto que, em infecgdo experimental,
cdes tratados com dipropionato de imidocarb eliminaram a infeccdo, mas tornaram-se mais
susceptiveis a reinfeccdo devido a inibicdo da manutencdo de anticorpos protetores
(BRANDAO; HAGIWARA; MYIASHIRO, 2003). Além disso, os proprietarios devem estar
cientes de que cées que sobrevivem a babesiose podem permanecer infectados subclinicamente e
podem sofrer recidivas da doenca no futuro ou servir como fonte de infeccdo para a propagacéo
da doenca em determinada &rea (VIAL; GORENFLOT, 2006).
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1.10 CONTROLE E PROFILAXIA

A prevencdo da babesiose canina ndo é uma tarefa facil, como todas as doencas
transmitidas por carrapatos. Uma vacina foi desenvolvida e encontram-se disponiveis
comercialmente na Europa e, embora ndo previna a infeccdo, é capaz de limitar o
desenvolvimento da parasitemia, a reducdo do hematdcrito e esplenomegalia apds desafio com
cepa homologa (SCHETTERS et al., 1997). Entretanto, o uso de vacina € limitado pelas
diferencas antigénicas entre os isolados (VERCAMMEN; DEKEN; MAES, 1996). No Brasil,
ndo ha vacinas contra a doenca, logo as tentativas para evitar sua ocorréncia tém se concentrado
no combate a infestacdo por carrapatos (MARTINOD; BROSSARD; MOREAU, 1985;
BRANDAO; HAGIWARA, 2002; VIDOTTO; TRAPP, 2004). E importante ressaltar que de
Caprariis et al. (2010) observaram que a prevaléncia da babesiose por B. canis vogeli em cées
que receberam tratamento acaricida foi 17,6%, enquanto nos animais ndo tratados a prevaléncia
foi de 5,9%.

O clima do Brasil é favoravel ao carrapato R. sanguineus, possibilitando o
desenvolvimento de até quatro geragcdes por ano, logo os proprietarios devem ser instruidos para
manter seus cdes livres desses artropodes através da inspecdo frequente da pele e pélos do animal
e remocdo dos carrapatos, além da realizacdo de tratamento acaricida (MARTINOD;
BROSSARD; MOREAU, 1985; DANTAS-TORRES; FIGUEREDO, 2006) realizado nos cées e
no ambiente (LABRUNA; PEREIRA, 2001). O uso indiscriminado de carrapaticida pode gerar
efeitos indesejaveis, como poluicdo ambiental e desenvolvimento de resisténcia por esses
artrépodes (VIDOTTO; TRAPP, 2004). Pode-se associar a injecdao intramuscular de imidocarb
para prevencdo da doenca por B. canis, na dose de 4-6 mg/kg, por duas a seis semanas
(BOURDOISEAU, 2006).

Outra medida para prevencdo da doenca inclui a realizacdo de testes sorolégicos em
animais recém-adquiridos para evitar a introducdo de animais portadores assintomaticos em
canis livres da doenca. Além disso, como o agente pode ser transmitido por transfusdo
sanguinea, recomenda-se que cdes doadores sejam submetidos a exames para certificar que
estejam livres da infeccdo (FREEMAN et al., 1994).
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Baseados na importancia do estudo de enfermidades caninas, nos propomos a estudar a
babesiose nesta espécie. O objetivo deste estudo foi determinar a situacdo da babesiose canina em
Teresina, Piaui e descrever o0s aspectos epidemioldgicos, sinais clinicos e alteracfes
hematoldgicas associados a infeccdo. Além disso, comparar métodos diretos e indiretos no
diagnédstico da doenga. Os resultados produzidos encontram-se descritos no capitulo | desta
dissertacdo, o qual representa o artigo cientifico intitulado “Deteccdo molecular, soroldgica e
parasitologica de Babesia canis vogeli e achados clinicos associados a doenca em cées de
populacdo hospitalar no Nordeste do Brasil” a ser encaminhado para publica¢do na revista

Parasitology Research estruturados de acordo com as normas da mesma.
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2 CAPITULO 1
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Deteccdo soroldgica, parasitologica e molecular de Babesia canis vogeli e achados clinicos associados a doenca
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Resumo: Estudos sobre a babesiose canina séo escassos no nordeste do Brasil, apesar das condi¢des climaticas
favoraveis ao carrapato vetor. Esta pesquisa objetivou determinar a situagdo da doenca em Teresina, nordeste do
Brasil, além de comparar métodos diretos e indiretos de diagndstico e identificar os fatores epidemiolégicos, sinais
clinicos e alteragcdes hematoldgicas mais frequentes em cdes infectados por B. canis vogeli. Para isto, foram
avaliados 315 cées atendidos em clinicas veterinarias, sob qualquer suspeita clinica, dos quais foi colhido sangue por
venopuncao jugular para avaliagdo hematologica, Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) e Reacdo em
Cadeia pela Polimerase (PCR). Além disso, esfregacos de sangue periférico foram realizados para pesquisa direta do
parasita. 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. A concordancia entre métodos de diagndstico direto esfregaco sanguineo e PCR foi
considerada moderada (k=0,44). Os cdes infestados por carrapatos apresentaram 1,82 vezes mais chance de
possuirem anticorpos anti-B. canis. C8es cuja contagem de hemacias e volume globular encontravam-se dentro da

normalidade apresentaram 1,88 e 1,91 vezes mais chances de serem soropositivos para B. canis. As alteracfes
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leucocitarias, entretanto, nao constituiram fator de risco a soropositividade para a babeiose canina. O
sequenciamento de amostras positivas a PCR resultou em um fragmento de 603 pb, cujo alinhamento e analise da
sequéncia revelaram 99% de homologia com outros isolados de Babesia canis vogeli. Este estudo permite concluir
gue a babesiose canina é endémica em cées de Teresina, nordeste do Brasil, e que a PCR pode ser um método de

escolha para diagnostico da doenca nessas areas.

Keywords: Canis familiaris; babesiose canina; diagndstico, sinais clinicos; alteracdes hematoldgicas.

Introducgédo

A Babesiose canina é uma enfermidade emergente em todo o mundo (Jefferies et al. 2007) causada por
protozoarios parasitas intraeritrocitarios do género Babesia e transmitida por carrapatos ixodideos de diferentes
géneros e espécies. A B. gibsoni e B. canis sdo responsaveis por infectar cdes (Dantas-Torres e Figueredo 2006),
sendo a Ultima classificada nas subespécies B. canis canis, B. canis rossi e B. canis vogeli, cuja diferenciacdo é
baseada na distribuigdo geografica, especificidade do vetor, patogenicidade (Uilenberg et al. 1989) e caracteristicas
genéticas (Zahler et al. 1998).

Os sinais clinicos da babesiose canina incluem anemia, hemoglobindria, linfadenomegalia, esplenomegalia,
letargia, anorexia (Bourdoiseau 2006; Carli et al. 2009) e ictericia (Furlanello et al. 2005). Entretanto, podem variar
dependendo da espécie ou isolado envolvido, imunidade do hospedeiro, idade, doengas concomitantes e localizagdo
geografica (Uilenberg 2006; Gopegui et al. 2007). No Brasil, a apresentagdo predominante da babesiose canina é
uma doenca relativamente branda (Caccio et al. 2002), relatada em praticamente todas as regides do Brasil e causada
por Babesia canis vogeli (Dantas-Torres 2008a), cujo Unico vetor conhecido é o carrapato Rhipicephalus sanguineus
(Dantas-Torres 2008b). Entretanto, ha relatos de infeccdo pela espécie B. gibsoni em cdes no sul do pais (Trapp et
al. 2006a), a qual apresenta alta patogenicidade (Shaw et al. 2001) e tem como vetores conhecidos os carrapatos
Haemaphysalis longicornis e H. bispinosa. No entanto, esses artrépodes ndo sdo encontrados no Brasil, o que levou
Dantas-Torres (2008a) a considerar a possibilidade de R. sanguineus ser transmissor da espécie.

Entre as alteragbes hematolégicas mais observadas, destaca-se anemia hemolitica normocitica
normocrémica discreta na fase inicial que evolui para macrocitica hipocrémica com o progresso da enfermidade
(Furlanello et al. 2005; Carli et al. 2009). Trombocitopenia moderada a severa pode ser observada com frequéncia,
independente da subespécie envolvida (Carli et al. 2009).

A resposta imune celular é a mais importante no combate as infec¢fes por Babesia spp. (Vidotto e Trapp
2004), entretanto ndo ha imunidade cruzada entre as subespécies de B. canis (Uilenberg 2006). Anticorpos podem
ser detectados cinco a doze dias pés-infecgdo, alcancando um valor méximo em torno do 21° dia (Bourdeau et al.
1995) e a imunidade subespécie-especifica dura aproximadamente cinco meses, estando o hospedeiro susceptivel a
reinfeccdo apds este periodo (Vercammen et al. 1997).

O diagnostico pode ser realizado com base no tamanho e morfologia de formas intraeritrocitarias em
esfregacos de sangue periférico (Passos et al. 2005), as quais podem ser mais facilmente visualizadas durante a

parasitemia, especialmente em cées febris (Guimardes et al. 2004). Os testes sorolégicos sdo Uteis na identificacdo
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de infecgdes subclinicas e cronicas, nas quais a parasitemia pode ser baixa e ndo detectavel em esfregacos de sangue
periférico. Entretanto, mesmo apo6s a eliminagdo do agente, os cdes podem permanecer soropositivos (Dantas-Torres
e Figueredo 2006), o que torna a demonstragdo do DNA de B. canis um método mais seguro por possibilitar a
deteccdo do agente e a diferenciacdo de espécies (Martin et al. 2006).

A cidade de Teresina, localizada no Nordeste do Brasil, apresenta condi¢cBes favoraveis ao
desenvolvimento desse artrépode, com clima tropical, temperatura variando de 19-36°C e umidade relativa do ar de
40-80% (Medeiros 2004). Apesar disso, estudos sobre a babesiose canina nesta cidade sdo escassos, embora
trabalhos recentes tenham revelado alta frequéncia de cdes de populagéo hospitalar infectados por Ehrlichia canis e
Anaplasma platys, transmitidos pelo mesmo vetor ixodideo (Silva 2010).

Diante do exposto, este estudo teve por objetivo determinar a situacdo da babesiose canina causada por B.
canis vogeli na cidade de Teresina, nordeste do Brasil, além de descrever os fatores epidemioldgicos, sinais clinicos
e alteracdes hematoldgicas mais frequentes na infeccdo e comparar métodos diretos e indiretos no diagnéstico da

doenca.

Material e Métodos

Animais

Trezentos e quinze cdes foram avaliados durante atendimento clinico no Hospital Veterinario (CCA/UFPI)
e clinicas veterinarias particulares da cidade de Teresina (Piaui, Brasil) independente de suspeita clinica, idade,
género ou padrdo racial, no periodo de abril de 2008 a junho de 2010. A amostra foi definida considerando-se uma
prevaléncia de 55% observada a Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI) em estudo prévio (Carvalho et al.
2001), com intervalo de confianca de 95% e margem de erro de 10% (Centro Panamericano de Zoonoses 1973).
Este trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimental com Animais da Universidade Federal do Piaui
sob 0 n° 048/2010.

Coleta de dados e amostras

Informacdes sobre idade, género e padréo racial foram registradas em ficha individual e o exame clinico foi
conduzido por médicos veterinarios, buscando identificar a presenga de ectoparasitas, avaliar mucosas visiveis e
temperatura corpérea do animal e quaisquer outras alteragdes. Para analise soroldgica foram colhidas amostras
sanguineas em tubos a vacuo sem anticoagulante, por venopuncdo jugular. Apds centrifugacdo, os soros obtidos
foram conservados a -20°C até a realizacdo da RIFI. Foram ainda colhidas amostras sanguineas em tubo a vacuo

contendo acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) destinadas a analise hematoldgica e extracdo de DNA.

Pesquisa de Babesia spp. em esfregagos sanguineos
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Esfregacos de sangue capilar obtido por puncdo do pavilhdo auricular foram confeccionados, fixados em

alcool metilico e corados por Giemsa para pesquisa do parasito sob imersdo em objetiva de 100X.

Anélise hematoldgica

A determinacdo da contagem global de hemacias (Hg), concentracdo de hemoglobina (Hb), volume
globular (VG), volume globular médio (VGM), concentracdo hemoglobinica globular média (CHGM) e nimero de
plaquetas foi realizada por técnica automatizada (Vet ABC). A contagem diferencial de leucécitos foi realizada por
observagdo de esfregaco sanguineo corado por May-Grunwald-Giemsa, visualizado sob microscopia de luz em
objetiva de 100X. Os valores de referéncia utilizados para andlise do hemograma foram descritos por Meinkoth e

Clinkenbeard (2000). A anemia foi considerada quando o hematécrito encontrava-se abaixo de 37%.

Deteccéo de anticorpos anti-Babesia canis vogeli

A pesquisa de anticorpos anti-Babesia canis foi realizada através de RIFI, como descrito por 1ICA (1987).
As laminas foram examinadas em microscopio de epifluorescéncia (Olympus BX41 Laboratory Microscope) em
objetiva de 40X, sendo consideradas positivas as reacfes com fluorescéncia em torno dos parasitos e animais cujo

soro apresentou titulo maior ou igual a 1:40.

Deteccdo do DNA de Babesia canis vogeli

Os DNA das amostras sanguineas foram extraidos por meio do kit Illustra blood genomicPrep Mini Spin
Kit (GE Heathcare) e quantificados em espectofotdmetro (NanoDrop 2000/2000c, Thermo Scientific). Para a
Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR) foram utilizados iniciadores de amplificacdo especificos para a
subespécie Babesia canis vogeli, com o primer foward BAB1 (5’-GTG AAC CTT ATC ACT TAA AGG-3") e o
reverse BAB4 (5°-CAA CTC CTC CAC GCA ATC G-3’), sendo primer foward selecionado de uma regido
conservada da extremidade 3" do gene 18S rRNA de género Babesia e o reverse de genes rRNA da grande
subunidade de Babesia canis vogeli (Duarte et al. 2008).

A mistura foi constituida por 1x Taq buffer; 0,2 mM de cada ANTP (Promega); 1,0mM MgCI2; 0,4puM de
cada primer; 1,5 U de Taq DNA polimerase (Promega) e agua ultrapura suficiente para 25ul de reacdo. O volume de
amostra variou em 3ul (> 80ng/ul), 5ul (31 > 80 ng/ul) ou 10ul (< 30ng/ul), visando obter de 200 a 500ng de DNA
na amostra para a reacdo. A amplificacdo do DNA do agente foi realizada em termociclador (Mastercycler Personal,
Eppendorf). A desnaturagdo inicial foi realizada a 94 °C por dois minutos, seguido de 35 ciclos de 94 °C por 30
segundos, 58 °C por 30 segundos, 72 °C por um minuto e extensdo final a 72 °C por cinco minutos. Os produtos
obtidos da amplificagdo foram visualizados em gel de agarose a 1,2% corado com brometo de etideo e registrados
em fotodocumentador MiniBis Pro (DNR Bio-Imaging Systems). Foram considerados positivos aqueles produtos

com aproximadamente 603 bp.
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Sequenciamento genético

Os produtos amplificados em gel de agarose foram aleatoriamente selecionados, purificados utilizando-se o
QlAquick® Gel Extraction kit (Qiagen) e clonados no vetor pGEM-T (Promega). A extracdo plasmidial foi
realizada por meio do kit QIAprep®Spin Miniprep kit (Qiagen) e analisada em gel de agarose 1,0% em TAE 1X,
apos coloracdo em solugdo de brometo de etidio. As reagdes foram realizadas utilizando o kit APBiotech DYEnamic
ET Dye Terminator Cycle Sequencing e sequenciador automatico ABI 3100 DNA Sequencer (Applied Biosystems,
EUA). As sequéncias obtidas foram analisadas com auxilio do software Chromas Lite version 2.01 ® e, em seguida,

comparadas as sequéncias depositadas no GenBank, com auxilio do programa Blast.

Anédlise estatistica

Os dados de frequéncia de babesiose canina foram dispostos em tabelas de distribuicdo de frequéncia
simples. Para avaliar a concordancia entre os métodos de diagndstico direto foi utilizado o teste Kappa, com
resultados interpretados segundo Landis e Koch (1977). O teste do Qui-quadrado (x?) foi empregado para analise da
associacdo entre animais positivos a RIFI e as variaveis idade, género, padrdo racial, infestacdo por carrapatos,
sinais clinicos e alteracbes hematoldgicas; probabilidade menor que 0,05 (P<0,05) foi considerada estatisticamente
significativa. Odds Ratio (OR) e valor de P foram calculados separadamente para cada varidvel e a regressdo
logistica foi realizada com probabilidade menor que 0,20 (P<0,20) das varidveis em analise univariada usando o

software Minitab 14 for Windows.
Resultados
Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta
A deteccdo de anticorpos anti-Babesia canis (Fig. 1) ocorreu em 48,6% (153/315) dos cédes analisados.

Entretanto, em apenas 2,6% (4/153) dos animais que possuiam anticorpos foram visualizadas formas de Babesia

spp. ao esfregaco sanguineo e em 6,5% (10/153) houve amplificacdo do DNA do agente.
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Fig. 1 Formas de Babesia canis marcadas por fluorescéncia (setas)

indicando positividade a Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta.
Objetiva de 40x

Esfregagos sanguineos

Trofozoitos e/ou merozoitos de Babesia spp. (Fig. 2) foram visualizados em 2,2% (7/315) dos animais
estudados, dos quais 71,4% (5/7) tiveram DNA do agente amplificado a PCR. Além disso, 57,1% (4/7) dos animais
com inclusfes intraeritrocitarias compativeis com o agente apresentavam anticorpos anti-Babesia canis vogeli e
tiveram o DNA do agente detectado a PCR. Foram observadas ainda formas amastigotas de Leishmania spp. em
10,8% (34/315) dos cdes, inclusdes intracelulares de Ehrlichia spp. em 1,6% (5/315) dos esfregagos sanguineos,
Anaplasma platys em 1,3% (4/315) e Corpusculo de Lentz em 0,3% (1/315).

Fig. 2 Merozoitos de Babesia spp. em eritrocito de esfregaco
sanguineo periférico de cdo naturalmente infectado. Giemsa,
objetiva de 100x
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Reacdo em Cadeia pela Polimerase

Em 4,8% (15/315) das amostras sanguineas foi detectado DNA de B. canis vogeli (Fig. 3). Dos animais
avaliados, o agente foi identificado a PCR e ao esfregaco sanguineo em 1,6% (5/315), demonstrando que em apenas
33,3% (5/15) dos casos positivos a PCR foi possivel a identificacdo do agente por pesquisa direta do parasita. A

concordancia entre a técnica do esfregaco sanguineo e a PCR foi considerada moderada (k=0,44).

Fig.3 Eletroforese em gel de agarose a 1,2% revelando os produtos
da Reacdo em Cadeia pela Polimerase para deteccdo do gene 18S
rRNA de Babesia canis vogeli. Linha PM, Peso molecular 100pb.
Linha C+, Controle positivo. Linhas 1-4, amostras positivas.

Linhas 5-8, amostras negativas. Linha C-, controle negativo

Sequenciamento dos produtos amplificados

O sequenciamento resultou em um fragmento de 603 pb (Fig. 4) com 99% de homologia com os isolados
de Babesia canis vogeli em Recife, Brasil (FJ588003.1), Twain (EF180055.1) e Cabo Verde (GC395377.1).
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Fig. 4 Plasmidio recombinante pGEM-T- BCV-TWN1 de Babesia
canis vogeli, visualizado em gel de agarose 1% apds clivagem
com as enzimas de restricdo Apal e Notl e produto de PCR. PM=
Peso Molecular; C+ (controle positivo da reacdo de PCR); CC1,;
CC2; CC4; CC5 (fragmento de 3000 pb corresponde ao plasmideo
pGEM-T e somente o fragmento de 603 pb corresponde ao BCV-
TWN1); C1, C2,C4 e C5 (produtos de PCR de 603 pb
correspondente ao BCV-TWN1)

Perfil epidemioldgico

A maior parte dos animais que possiam anticorpos anti-B. canis encontraram-se na faixa etaria de trés a oito
anos e representaram 37,6% (56/149) dos cées, seguida de animais com idade entre um e trés anos, 30,9% (46/149),
animais com idade inferior a um ano, 24,8% (37/149) e com mais de oito anos, 6,7% (10/149). A frequéncia de
animais machos soropositivos foi 59,5% (91/153), superior as fémeas que representaram 40,5% (62/153) dos casos.
Os cées sem raca definida (SRD) representaram 54,9% (84/153) dos animais soropositivos, enquanto aqueles de
raca pura foram 45,1% (69/153) dos casos. As varidveis idade, género e padrdo racial ndo representam fatores de

risco a soroprevancia de B. canis (Tab. 1).
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Tab. 1 Frequéncia e fatores de risco associados a soropositividade para B. canis em cées

de populacdo hospitalar no nordeste do Brasil

Fator de risco Sorologia

% Prevaléncia (+/n)  Oddsratio  Valor de P IC 95%
Idade
<lano 43,8 (35/80) Ref. Ref. Ref.
1-3 anos 50,0 (45/90) 1,280 0,50 0.70-2.35
> 3 anos 50,8 (62/122) 1,32 0,40 0.75-2.34
Género
Macho 49,70 (82/165) 1,100 0,760 0.69-1.75
Fémea 47,24 (60/127) Ref. Ref. Ref.
Raca
Raga Pura 43,14 (66/153) Ref. Ref. Ref.
SRD 54,68 (76/139) 1,590 0,060 1.00-2.52

+: ndmero de animais positivos; n: nimero de amostras por variavel; Valor de P: probabilidade; IC 95%:

intervalo de confianca de 95%; Ref.: variavel utilizada como valor de referéncia.

Sinais clinicos e Alteragdes hematoldgicas

A frequéncia de animais soropostivos que apresentaram, no minimo, um dos 13 sinais clinicos registrados
foi 92,7% (140/151), sendo os mais frequentes linfadenopatia (63,6%), presenca de carrapatos (61,0%), alteraces
dermatolégicas (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
hemoglobindria (0,7%). A anélise estatistica revelou que apenas presenca de carrapatos contituiu-se em fator de
risco para infeccdo por B. canis, em que os cdes infestados apresentaram 1,82 vezes mais chance de possuirem
anticorpos anti-B. canis.

A maioria dos animais que possuiam anticorpos anti-B. canis exibiram contagem de hemécias e volume
globular abaixo do valor de referéncia, 51,4% (75/146) e 62,3% (91/146), respectivamente. Entretanto, a andlise
estatistica revelou que aqueles cdes com estes parametros hematoldgicos dentro da normalidade apresentaram 1,88 e
1,91 vezes mais chances de serem soropositivos para B. canis. A trombocitopenia, embora observada em 41,1%
(60/146) dos cdes sororeagentes, ndo alterou o risco de infeccdo para babesiose canina. Dente as alteracGes
leucocitérias, linfopenia e eosinopenia esteveram presentes em 6,2% (9/146) e 11,6% (17/146) dos animais

soropositivos, porém ndo foram estatisticamente significativas (Tab. 2).
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Tab. 2 AlteragBes hematologicas e leucocitarias associadas a soropositividade para

babesiose canina em populacdo hospitalar no Nordeste do Brasil

Fator de risco Sorologia

% Prevaléncia (+/n)  Odds ratio  Valor de P IC 95%
Hemacias
<55 42,1 (72/171) Ref. Ref. Ref.
55-85 57,8 (70/121) 1,88 0,01 1.17-3.02
VG
<37 44,4 (91/205) Ref. Ref. Ref.
> 37 60,4 (55/91) 1,91 0,01 1.15-3.16
Bastonetes
0-300 49,5 (144/291) 1,46 0,97 0.24-8.92
>300 40,0 (2/5) Ref. Ref. Ref.
Hb
<12 45,0 (76/169) 0,690 0,150 0.43-1.10
12--18 54,1 (66/122) Ref. Ref. Ref.
>18 0,0 (0/1)
VGM
<60 50,6 (45/89) 1,14 0,69 0.69-1.88
60-77 47,3 (95/201) Ref. Ref. Ref.
>77 100,0 (2/2)
CHGM
<32 45,4 (10/22) 0,69 0,56 0.27-1.71
32-36 54,7 (70/128) Ref. Ref. Ref.
>36 43,7 (62/142) 0,64 0,09 0.39-1.03
Plaguetas
<200 46,3 (57/123) 0,84 0,55 0.52-1.35
200-500 50,6 (79/156) Ref. Ref. Ref.
>500 46,2 (6/13) 0,83 0,98 0.26-2.59
Leucdcitos
< 6000 46,2 (18/39) 0,900 0,910 0.45-1.80
6000 - 17000 48,7 (91/187) Ref. Ref. Ref.
> 17000 50,0 (33/66) 1,05 0,96 0.60-1.84
Neutrdfilos
<3000 46,4 (13/28) 0,860 0,870 0.39-1.91
3000 - 11500 50,0 (101/202) Ref. Ref. Ref.
> 11500 45,2 (28/62) 0,82 0,6 0.46-1.45
Linfécitos
<1 26,7 (8/30) 0,360 0,020 0.15-0.85
1-48 50,0 (110/220) Ref. Ref. Ref.
> 4.8 57,1 (24/42) 1,33 0,49 0.68-2.59
Eosindfilos
<100 33,3 (16/48) 0,470 0,030 0.24-0.92
100 - 1250 51,1 (112/219) Ref. Ref. Ref.
> 1250 56,0 (14/25) 1,21 0,8 0.52-2.79
Mondcitos
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<150 36,8 (14/38) 0,580 0,180 0.29-1.18
150 - 1350 49,8 (124/249) Ref. Ref. Ref.
> 1350 80,0 (4/5) 4,03 0,37 0.44-36.58

+: ndmero de animais positivos; n: nimero de amostras por varidvel; Valor de P: probabilidade; IC 95%:

intervalo de confianca de 95%; Ref.: variavel utilizada como valor de referéncia.

Discussao

Em um pequeno percentual de cdes foi possivel a deteccdo do agente pela técnica do esfregaco sanguineo,
por outro lado a maioria dos casos em que 0 DNA do agente foi amplificado ndo houve visualizacdo de Babesia spp.
a pesquisa direta. De maneira semelhante, porém estudando cdes da zona rural, O’Dwyer et al. (2009) observaram
que a prevaléncia de animais infectados por B. canis ao esfregaco sanguineo foi inferior & PCR. Miranda et al.
(2008) também encontraram baixa prevaléncia da doenca ao esfregaco sanguineo em cées domiciliados de Campos
dos Goytacazes. A positividade ao esfregago sanguinero inferior a andlise molecular deve-se ao fato de que, embora
0 parasitismo do sangue capilar seja normalmente superior ao do sangue venoso (Bicalho et al. 2002), a baixa
parasitemia expressa pelo animal apés a fase aguda da doenca (Todorovic 1975) tornam as hemacias parasitadas um
achado inconstante na circulagdo sanguinea (Bicalho et al. 2002), o que ndo exclui a possibilidade de infec¢do
(Passos et al. 2005). Além disso, quando aparecem os sinais clinicos, o pico de parasitemia ocorreu ha
aproximadamente sete dias (Assis 1993), comprometendo o diagndstico por esfregaco. Deve-se considerar que as
amostras deste estudo foram provenientes de cdes de populagdo hospitalar, com grande chance do pico de
parasitemia ja haver ocorrido.

Aproximadamente metade dos cées deste estudo revelaram soropositividade a RIFI, superior a frequéncia
observada por Trapp et al. (2006b) em cées de populacdo hospitalar de Londrina. Ribeiro et al. (1990) encontraram
soropositividade superior & observada nesta pesquisa em cées atendidos em hospital de Belo Horizonte a RIFI,
enquanto Spiewak (1992), estudando cdes atendidos em clinicas e cdes de rua da mesma cidade, observou maior
soropositividade na ultima categoria, e atribuiu esse achado a maior exposicdo dos cdes errantes aos carrapatos
vetores de B. canis.

A frequéncia de cdes infectados por B. canis vogeli & PCR na populagdo hospitalar estudada pode ser
considerada baixa, apesar de 51,4% (161/313) dos animais amostrados encontrar-se infestados por carrapatos no
momento da coleta. Resultados semelhantes foram encontrados M’ghirbi e Bouattour (2008) que obtiveram DNA de
B. canis vogeli amplificado em poucas amostras sanguineas, embora a maioria dos animais estivessem infestados
por R. sanguineus a coleta. Brown et al. (2006) ressalta que ensaios de PCR podem subestimar a prevaléncia de B.
canis vogeli quando o grau de parasitemia estiver abaixo do nivel de deteccdo. Além disso, em areas endemicamente
estaveis onde, em condigdes ideais, ha grande quantidade de carrapatos vetores infectados, os animais jovens obtém
imunidade passiva e 0s hospedeiros adquirem uma tolerancia natural e relacionada a idade contra a infeccdo, o
impacto da doenca pode tornar-se baixo (Uilenberg, 2006). Isso nos leva a acreditar que muitas vezes os cédes
infectados por B. canis vogeli foram levados a atendimento clinico por outros disturbios e a detec¢do do DNA do

agente foi um achado ocasional, fato também sugerido por Cardoso et al. (2008).
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O sequenciamento genético de amostras positivas para B. canis vogeli a PCR revelou similaridade de 99%
com isolados de Recife (FJ588003.1), Taiwan (EF180055.1) e Cabo Verde (C395377.1). Pouco tempo antes da
primeira caracterizacdo molecular de B. canis vogeli (Passos et al. 2005) realizadas a partir de amostras de S&o
Paulo e Minas Gerais, Bicalho et al. (2002) produziram infeccéo experimental com amostras de B. canis isoladas da
regido mineira e observaram baixa parasitemia associada a auséncia de manifestacfes clinicas, o que os levou a
concluir que as amostras presentes naquele meio exibiam baixa patogenicidade. Apesar da baixa homologia com
este isolado de Minas Gerais (AY371196.1), podemos inferir que as amostras de B. canis vogeli isoladas e
caracterizadas neste estudo também exibiam baixa patogenicidade, considerando a ocorréncia de variagdes de cepas
entre regides, as frequéncias e achados clinicopatoldgicos descritos neste estudo.

Houve grande variacdo na idade dos animais acometidos, como também observado em estudo realizado por
Solano-Gallego et al. (2008), porém esta variavel ndo representou fator de risco a soropositividade para babesiose
canina, como também observado por Maia et al. (2007). Costa-Janior et al. (2009) e Trapp et al. (2006b), entretanto,
observaram menor soroprevaléncia para B. canis vogeli em animais com idade inferior a dois anos e um ano,
respectivamente. O género também nédo alterou o risco dos animais serem soropositivos para B. canis, como
verificado em estudos conduzidos por Costa-Junior et al. (2009), Maia et al. (2007) e Trapp et al. (2006b). De
maneira similar, o padrdo racial ndo constituiu fator de risco a soroprevaléncia para B. canis, como observado por
Solano-Gallego et al. (2008) e Costa-Junior et al. (2009). Estudo conduzido por Maia et al. (2007), entretanto,
relevou maior soroprevaléncia de B. canis vogeli entre cdes sem raga definida, os quais teriam 1,8 vezes mais
chances de adquirir babesiose do que animais de raga pura.

Sabe-se que B. canis vogeli é a menos patogénica das subespécies de B. canis (Solano-Gallego et al. 2008)
e normalmente produz desde uma infeccdo subclinica a doenca relativamente branda (Caccid et al. 2002), o que
talvez justifique a escassez de informagfes sobre as anormalidades clinicopatoldgicas observadas em cdes com
babesiose canina causada por esta subespécie (Solano-Gallego et al. 2008). As alteracdes exibidas com maior
frequéncia pelos animais soropositivos foram inespecificas, como normalmente descrito para a doenca (Bourdoiseau
2006; Dantas-Torrres e Figueredo 2006; Furlanello et al. 2005). Entretanto, por serem comuns a outras enfermidades
e, consequentemente, em animais de populacdo hospitalar, ndo representaram fator de risco a soropositividade para
B. canis, exceto a presenca de carrapatos, como previamente observado por Trapp et al. (2006b) e Costa-Junior et al.
(2009). Segundo Martinod et al. (1985), animais infectados que possuem anticorpos anti-B. canis geralmente nédo
apresentam sinais clinicos da doenca por um periodo de até um ano, o que poderia justificar a elevada
soropositividade aliada a escassez de sinais clinicas associados a doenca observada neste estudo. Além disso, como
os sinais clinicos mais frequentes em cées soropositivos neste estudo foram inespecificos e comuns a muitas
enfermidades, reforcamos a necessidade de adocdo de métodos de diagndstico adequados que proporcionem a
identificacdo do agente para implementacdo de terapéutica adequada.

Postula-se que, na infeccdo por B. canis vogeli, o parasita esta presente sem evidenciar alteragdes clinicas
até que outros eventos ocorram, como esplenectomia e doengas concomitantes (Taboada e Lobetti 2006; Solano-
Gallego et al. 2008), entretanto ainda ha escassez de informagdes sobre a associagdo de babesiose causada por esse
agente e condicBes imunossupressoras ou doengas concorrentes em cdes adultos (Solano-Gallego et al. 2008).

Apesar de ser comum a co-infec¢do entre Babesia canis, Ehrlichia canis e/ou Anaplasma platys (Suksawat et al.
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2001), houve apenas um caso de co-infeccdo entre Babesia spp. e Ehrlichia spp. ao esfregaco sanguineo, porém é
necessario destacar que este método apresenta as limitagcSes de diagndstico ja relacionadas, podendo subestimar o
ntmero de casos (Castro et al. 2004; Brown et al. 2006). Vale ressaltar que, em estudo conduzido por de Caprariis et
al. (2010), as alteracdes 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 0s agentes pode agravar o quadro clinico e deve ser considerada a realizacdo do diagndstico em éareas
endémicas. Alguns estudos revelaram que os cdes infectados pelo agente frequentemente exibiam patologias
concomitantes severas que provavelmente contribuiram para a agdo patogénica do agente (Carli et al. 2009), como a
leishmaniose visceral canina (Solano-Gallego et al. 2008). E importante ressaltar que esta enfermidade é endémica
em cdes e humanos da cidade de Teresina (Werneck et al. 2008), o que foi evidenciado neste estudo pela alta
frequéncia de cdes em que foram visualizadas formas amastigotas de Leishmania spp., mesmo ndo sendo a pesquisa
em esfregagos de sangue periférico considerada a ideal para visualizar o parasita (Laurenti 2009).

Apesar das alteracdes hematoldgicas terem sido bastante variaveis nos cles soropositivos deste estudo,
como também observado por Dell’Porto et al. (1993), a anemia foi a anormalidade mais frequente observada no
hemograma desses animais. Supomos que a alta frequéncia de desordens clinicas que cursam com anemia, como
erliquiose, anaplasmose e leishmaniose caninas, ndo permitiu que a analise estatistica detectasse associa¢do entre
este pardmetro e a babesiose canina. Além disso, anemia nem sempre é vista em animais sororeagentes para B.
canis, como observado por Taboada e Merchant (1997), os quais ndo detectaram anormalidades hematol6gicas em
adultos assintomaticos sorologicamente positivos. Corroborando esses achados, em estudo conduzido por Costa-
Junior et al. (2009) em cées sadios, hematdcrito abaixo de 30% néo se constituiu um fator de risco relacionado a
soroprevaléncia de B. canis vogeli. E importante ressaltar que, uma vez que os cdes com contagem de hemécias e
hematécrito dentro da normalidade foram mais propensos a soropositividade para babesiose, aqueles animais com
estes pardmetros normais ndo devem ter excluida a possibilidade de infecgdo por B. canis.

Embora ndo tenha constituido fator de risco para soropositividade a B. canis neste estudo, a
trombocitopenia foi um achado frequente nos cées sororeagentes. Interessantemente, em estudo conduzido com caes
de populagdo hospitalar, Trapp et al. (2006b) observaram que aqueles animais apresentando sagramento superficial
tiveram 12,3 vezes mais chance de exposicdo prévia a B. canis vogeli. Esses dados reforcam a necessidade do
diagndstico diferencial das hemoparasitoses, uma vez que B. canis, E. canis e A. platys pode originar
trombocitopenia em cées (Macieira et al. 2005; Ueno et al. 2009).

As alteracBes leucocitérias foram varidveis entre animais soropositivos e ndo constituiram fator de risco
para a babesiose canina, como também observado por Dell"Porto et al. (1993), cujo estudo ndo detectou associacdo
entre alteracOes leucocitarias especificas e animais sororeagentes & RIFI. Em estudo conduzido por Zygner et al.
(2007), 7,2% dos animais com babesiose canina exibiram linfopenia, percentual semelhante ao observado neste
estudo. Segundo Meinkoth e Clinkenbeard (2000), eosinopenia ¢ um achado frequente em processos inflamatorios
ou infecciosos agudos e embora ndo esteja vinculada diretamente aos animais soropositivos do estudo, pode estar
associada a enfermidades concorrentes comuns, como a erliquiose canina em que esta alteracdo leucocitaria é

comum (Mendonga et al. 2005).
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A alta frequéncia de animais soropositivos aliada a discreta deteccdo do agente a PCR e ao esfregaco
sanguineo observados neste estudo, nos permitem concluir que a babesiose é endémica em cées do Estado do Piaui,
nordeste do Brasil, onde a doenca parece nao afetar severamente a salide dos caes infectados. Além disso, a deteccédo
do DNA de B. canis vogeli apresenta-se como ferramenta de diagndstico da doenga promissora em areas endémicas,
uma vez que apresenta sensibilidade superior a pesquisa direta e a presenca de anticorpos nao implica em prejuizos a

sanidade do animal.
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APENDICE |

| Babesiose canina em Teresina, Piaui |

IDENTIFICACAO

ANIMAL Ne: NOME: RG: SEXO:
COR: RACA:

PESO: IDADE:

PROPRIETARIO: FONE:

ENDERECO:

SUSPEITA CLINICA:

HISTORICO DO ANIMAL

PERGUNTA SIM NAO Observacdes

Tem acesso a rua?

Convive com outros animais?

Sadios?

Historico de carrapatos?

EXAME CLINICO

ALTERACAO CLINICA | SIM NAO Observacdes

Sem alteracdes

Ectoparasitas

Febre

Apatia

Anorexia/hiporexia

Perda de peso

Desidratacéo

Edema

Mucosas hipocoradas

Ictericia

Petéquias

Hemorragia nos coxins




Esplenomegalia

Hepatomegalia

Linfadenopatia

Hemoglobinuria

Alteracdes nervosas

Outras
RESULTADO DOS EXAMES
TESTE POSITIVO | NEGATIVO Observacéo
PARASITOLOGICO
RIFI
PCR
OBSERVACOES:
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ANEXO Il

Parametros hematologicos e valores de referéncia para hemograma de céo, segundo
Meinkoth; Clinkenbeard (2000)

PARAMETRO

VALOR DE REFERENCIA

Hemacias x10°/ uL
Volume Globular (%4)
WVCM (fL)

Hgb (g/dL)
CHCM (%)
Leucocitos x10°/ puL

Basafilo / pL
Eosinafile / pL

Bastonetes / uL
Meutrofilos / pL
Linfocito / uL
Mondecito [ ul

Plaguetas x 10°/ plL

5,5-8.5
37-55
G077
12-18
32-36
G.000-17.000

Raros
100-1.250

0-300
3.000-11.500
[.000-4,800
150-1.350
200.000-500.000
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