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Objetivou-se determinar a ocorréncia de Babesia canis vogeli
em cdes e no carrapato vetor de ambiente urbano e rural da
microrregido de Imperatriz, mesorregido do Oeste
Maranhense, verificando-se 0s possiveis fatores de risco
associados a infeccdo por esse agente. Foram coletadas
amostras de sangue e espécimes de carrapatos de 300 cdes
provenientes da &rea urbana e rural da microrregido de
Imperatriz. Foram realizadas extracdo do DNA do sangue e
dos carrapatos. Posteriormente, as amostras foram
submetidas a ensaios de reacdo em cadeia pela polimerase,
utilizando-se  oligonucleotideos iniciadores subespécie-
especifico para B. c. vogeli. A PCR a partir de amostras de
sangue revelou que 3,33% (10/300) dos cdes estavam

RESUMO

positivos para B. c. vogeli, sendo que 1,0% (3/300) era da
area urbana e 2,33% (7/300) da area rural. Ndo foram
verificadas associacBes entre ambiente de coleta, grupo
racial, sexo e controle de carrapatos; contudo, a taxa de
positividade para B. c. vogeli foi maior entre os cées jovens.
Os carrapatos coletados foram identificados como
Rhipicephalus sanguineus, sendo seis (2,56%) positivos para
B. c. vogeli, com 1,28% (3/235) provenientes de caes da area
urbana e 1,28% (3/235) de cées da area rural. Este estudo
confirmou a presenca de B. c. vogeli em cées e em R.
sanguineus na area urbana e rural da microrregido de
Imperatriz-MA.
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MOLECULAR DETECTION OF Babesia canis vogeli IN DOGS AND IN Rhipicephalus
sanguineus FROM THE MIDDLE-WEST REGION OF MARANHAO, NORTHEAST
BRAZIL

The objective of this study was to determine the occurrence
of Babesia canis vogeli in dogs and in the tick vector from
urban and rural environment of the microregion of
Imperatriz, middle-west of Maranh&o, evaluating risk factors
associated with infection by this agent. Samples were
collected from blood and tick specimens from 300 dogs from
urban and rural areas of the microregion of Imperatriz. DNA
was extracted from blood samples and ticks, and tested by
polymerase chain reaction assays using subspecies-specific
initiating oligonucleotides for B. c. vogeli. PCR from the
blood revealed that 3.33% (10/300) of dogs were positive for

ABSTRACT

B. c. vogeli, and that 1.0% (3/300) came from urban and
2.33% (7/300) from rural area. No association was verified in
relation to the environment, race group, sex and tick control;
however young animals were more frequently positive to the
infection. Ticks collected were identified as Rhipicephalus
sanguineus, and six (2.56%) were positive for B. c. vogeli, of
which 1.28% (3/235) were collected in the urban area and
1.28% (3/235) from dogs in rural areas. This study confirmed
the presence of B. c. vogeli in dogs and in R. sanguineus in
urban and rural microregion of Imperatriz-MA.

KEYWORDS: B. canis vogeli; molecular epidemiology ; PCR; R. sanguineus.
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Deteccdo molecular de Babesia canis vogeli em cées...

INTRODUCAO

A Dbabesiose é wuma enfermidade de
distribuicdo cosmopolita de grande importancia em
cdes causada por espécies do género Babesia, mais
frequentemente por Babesia canis e Babesia gibsoni
(DANTAS-TORRES & FIGUEREDO, 2006). A
doenca apresenta maior ocorréncia em regides
tropicais e subtropicais e é transmitida por carrapatos
(CARRET et al., 1999).

Estudos tém demonstrado heterogeneidade
entre isolados de Babesia canis vogeli de diferentes
regides geograficas, o que levou a reclassificacdo da
espécie B. canis em trés subespécies (Babesia canis
canis, Babesia canis rossi e B. c¢. vogeli), com base
na auséncia de imunidade cruzada, teste sorolégico,
especificidade do vetor e filogenia molecular
(ZAHLER et al., 1998; CARRET et al., 1999).

Estudos realizados com isolados brasileiros
de babesias de cdes mostraram que, no Brasil, a
babesiose canina é causada predominantemente pela
B. c. vogeli (PASSOS et al., 2005; SA et al., 2006;
DUARTE et al., 2008a) com relatos de ocorréncia de
B. gibsoni no sul do pais (TRAPP et al., 2006a;
TRAPP et al., 2006b). No Brasil, o principal vetor de
B. c. vogeli é o carrapato Rhipicephalus sanguineus
(PASSOS et al., 2005). Nesses carrapatos ocorrem
transmissdes transovariana e estadial, permitindo a
transmissdo do protozodrio em todos o0s estagios,
sendo as ninfas e os adultos mais eficientes na
transmisséo (TABOADA, 1991).

O diagnoéstico da babesiose canina
geralmente se baseia na identificacdo dos parasitas
no interior dos eritrocitos ou livres no plasma, por
microscopia do esfregaco sanguineo (UNGAR DE
SA et al., 2007). Entretanto, essa técnica é limitada
pela baixa sensibilidade e impossibilidade de se fazer
a distincdo morfoldgica precisa entre algumas
espécies e subespécies; para isso tem sido aplicada
metodologia com base em Biologia Molecular
(BIRKENHEUER et al., 2004).

Outros métodos, mais sensiveis, estdo sendo
cada vez mais utilizados no diagnéstico dessa
enfermidade, como a prova da Imunofluorescéncia
Indireta (RIFI) e Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)
(BOOZER & MACINTIRE, 2003). Esses testes
sorologicos sdo Uteis para se identificar animais
portadores assintomaticos e diagnosticar infeccdes
cronicas quando o nivel de parasitemia geralmente
estd baixo ou ndo detectavel no esfregaco de sangue
periférico (FURUTA et al., 2009); no entanto, eles
apenas indicam a exposicdo ao agente, nao
informando sobre o estdgio atual da infeccdo
(WAGNER et al., 1992). Assim, testes moleculares,
especialmente a Reagdo em Cadeia da Polimerase
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(PCR), vém sendo cada vez mais utilizados em
estudos epidemiologicos.

O conhecimento da frequéncia e distribuicéo
de cées potencialmente portadores de babesias tem
valor epidemioldgico significativo, principalmente
em locais onde o nimero de cdes suscetiveis ¢ alto e
carrapatos ixodideos sdo amplamente distribuidos,
possibilitando que a doenca seja facilmente
disseminada (YAMANE et al., 1994).

No  Maranhdo,  especificamente  na
mesorregido do Oeste Maranhense, estudos sobre a
infeccdo por esses parasitas sdo escassos, embora as
condigbes  climaticas sejam  favoraveis ao
desenvolvimento do carrapato vetor. Diante disso, o
presente estudo teve como objetivo determinar a
ocorréncia de B. c. vogeli em cdes e carrapatos
vetores de ambiente urbano e rural na microrregido
de Imperatriz por meio da PCR, verificando-se os
possiveis fatores de risco associados & infeccdo por
esse agente.

MATERIAL E METODOS

A mesorregido do Oeste Maranhense &
formada por trés microrregides: Gurupi, Imperatriz e
Pindaré. A microrregido de Imperatriz foi escolhida
para a realizacdo deste estudo. Essa regido apresenta
vegetacdo variada com caracteristicas tanto de
cerrado como de floresta amazonica, apresentando
dois periodos bem definidos: seco e chuvoso.

Foram amostrados, randomicamente, 100
cdes nos municipios de Imperatriz, Davinopolis e
Governador Edison Lobao, divididos em 50 animais
na area urbana e 50 na area rural por municipio,
totalizando 300 animais. A pesquisa foi aprovada
pelo Comité de Etica e Experimentacio Animal
(CEEA)/UEMA com parecer N° 29/2010.

De cada animal foram coletados 5 mL de
sangue total, em tubos contendo anticoagulante
(EDTA), por meio da punc¢do das veias cefélica ou
jugular. As amostras foram aliquotadas em duplicata,
em microtubos de 1,5 mL livre de DNase/RNase,
identificadas, congeladas a temperatura de -20°C
para posterior extracdo de DNA.

Os cées amostrados foram inspecionados
quanto a presenca de carrapatos. Os especimes de
carrapatos foram coletados manualmente e
acondicionados, por hospedeiro amostrado, em
microtubos livre DNase/RNase e conservados em
alcool a 70%. A identificacdo foi realizada
utilizando-se a chave pictérica modificada de
ARAGAO & FONSECA (1961) e PRATT (1961).

A pesquisa de B. c. vogeli nas amostras
sanguineas e nos carrapatos foi realizada no
Laboratério de Patologia Molecular da Universidade


http://pt.wikipedia.org/wiki/Microrregi%C3%A3o
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Estadual do Maranhdo/UEMA, Sao Luis-MA.

Para a extracdo de DNA, utilizou-se o kit
Wizard® Genomic DNA Purification (PROMEGA),
seguindo-se as recomendagOes do fabricante para
300 pL de sangue.

De cada animal infestado por carrapatos,
foram escolhidos trés exemplares (macho, fémea e
ninfa) para a extragdo do DNA. Os carrapatos foram
retirados do &lcool etilico e submetidos a secagem a
temperatura ambiente para total evaporacdo do
alcool. Posteriormente, foi extraido o DNA
empregando-se isotiocianato de guanidina, de acordo
com o protocolo descrito por CHOMEKZYNSKI
(1993) e adaptado por SANGIONI et al. (2005).

Na PCR das amostras de sangue e dos
carrapatos para B. c. vogeli foram utilizados
oligonucleotideos iniciadores, previamente descritos
por DUARTE et al. (2008b), que amplificam uma
regido de aproximadamente 590 pares de base (pb).
O iniciador senso BAB1 (5°-GTG AAC CTT ATC
ACT TAA AGG-3’) ¢é especifico para uma regido
conservada do gene 18S rRNA de Babesia spp. e 0
anti-senso BAB4 (5’-CAA CTC CTC CAC GCA
ATC G-3), para uma regido especifica da subunidade
maior do rRNA de B. c. vogeli. O programa de
amplificacdo foi realizado em termociclador
(Biocycler), consistindo em: desnaturagéo inicial de
94°C durante 2 min, seguida por 35 ciclos de 94°C
por 30s, 56°C durante 30s e 72°C durante 1 min, com
uma extensdo final de 72°C durante 5 min. Os
produtos amplificados da reacdo de PCR foram
visualizados, através de um transiluminador
ultravioleta, em gel de agarose a 1,5% (150 mL TBE
0,5%; 2,25g agarose UltraPure™  Agarose
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Invitrogen™) contendo brometo de etideo (0,5
ug/mL). Utilizou-se marcador de peso molecular
1Kb Plus DNA Ladder Invitrogen (100 a 12.000 pb).
Os resultados foram analisados através de
tabelas de contingéncias com as diferentes variaveis
(area, sexo, faixa etaria, raca e controle de
carrapatos). A comparagdo dos dados foi realizada
pelo Teste Exato de Fisher e calculo das Odds Ratio
para cada variavel, com nivel de significancia de 5%
(p<0,05). As anélises foram realizadas com o auxilio
do programa computacional Epilnfo version 3.4.7.

RESULTADOS E DISCUSSAQ

Durante inspecdo, verificou-se que 95
(31,67%) caes estavam infestados por carrapatos, dos
quais 42 (14,0%) eram da area urbana e 53 (17,67%)
da éarea rural. R. sanguineus foi a Unica espécie de
carrapato identificada em ambas a areas, sendo
coletado um total de 369 espécimes (150 machos,
168 fémeas e 51 ninfas).

Das 300 amostras sanguineas caninas
analisadas pela PCR, 3,33% (10/300) foram positivas
para B. c. vogeli, com bandas visualizadas em 590 pb
(Figura 1), sendo 1,0% (3/300) da &rea urbana e
2,33% (7/300) da area rural. Dessas amostras
positivas, um animal era proveniente da area rural de
Imperatriz e outro animal da é&rea urbana de
Governador Edison Lobdo, e os oito restantes eram
do municipio de Davinopolis (2 animais da area
urbana e 6 da éarea rural). Ndo foi observada
diferenca significativa (p>0,05) entre presenca de B.
c. vogeli com a area de procedéncia do animal
(Tabela 1).
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Figura 1: Géis de agarose 1,5% corado com brometo de etideo, mostrando produtos de PCR, utilizando os
oligonucleotideos iniciadores BAB1 e BAB4, que amplificam uma regido de 590 pb, referente ao gene 18S rRNA,

especifico para Babesia canis vogeli.

A e B: Linhas 1 e 17: marcador de peso molecular 1Kb; linhas 2 e 18: controle positivo; Linhas 3 e 19: controle
negativo; Linhas 4 e 20: controle do Mix; Linhas 6, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 21, 22 e 23: correspondem a amostras
sanguineas caninas positivas para B. c. vogeli, coletadas na Microrregido de Imperatriz-MA.
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Este estudo demonstra a presenca de B. c.
vogeli em cées provenientes de ambiente urbano e
rural na microrregido de Imperatriz. Os métodos
moleculares tém contribuido para a delimitagédo
entre as espécies e subespécies de Babesia spp.,
como descrito em estudos epidemioldgicos em
diferentes paises (ZAHLER et al., 1998; CACCIO
et al., 2002; MATIJILA et al., 2004).

No Brasil, pesquisas sobre os aspectos
epidemioldgicos em cdes de &reas urbanas tém
sido realizadas, porém poucos estudos tém sido
realizados em é&reas rurais (PASSOS et al., 2005;
COSTA-JUNIOR et al., 2009), principalmente
comparando-se as duas areas. Trabalhos dessa
natureza sao escassos no Maranhdo (ROCHA et
al., 2011). Estudos no Brasil utilizando-se métodos
moleculares relataram a presenca de infec¢do por
Babesia spp. em 8% dos cédes de areas rurais do
estado de Sdo Paulo (O’ DWYER et al., 2009). Na
regido Nordeste, RAMOS et al. (2010) observaram
positividade de 7,31% de animais por PCR para B.
c. vogeli em Pernambuco.

Os resultados obtidos no presente estudo
permitem afirmar que os animais dos ambientes
urbano e rural tém chances iguais de adquirirem a
infeccdo, uma vez que ndo houve diferenca
significativa entre 0s animais positivos nos
ambientes estudados. A auséncia de diferenca
significativa entre presenca de B. c. vogeli nos
ambientes rural e urbano pode ser justificada pela
ocorréncia de R. sanguineus, principal transmissor
da B. c. vogeli no Brasil, nos cdes de ambos os
ambientes. E possivel que esse fato esteja
relacionado ao numero consideravel de cées terem
seus locais de repouso junto as residéncias dos
proprietarios, favorecendo, assim, infestacbes por
R. sanguineus. Esse carrapato apresenta habito
nidicola, gerando uma condi¢do ecoldgica
favoravel ao parasitismo nos cdes, mesmo que 0
cdo esteja em ambiente rural. SZABO et al. (2001)
também observaram ocorréncia de R. sanguineus
tanto em cdes de areas urbanas quanto rurais.
SHIMADA et al. (2003) observaram que 0 R.
sanguineus também esteve associado a infestacfes
em areas urbanas e suburbanas. O presente estudo
mostrou que os animais de ambas as areas estdo
expostos & infec¢do por B. c. vogeli, visto que o
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parasita e o vetor se fazem presentes na regido.

Nédo foi observada diferenca significativa
(p>0,05) entre presenca de B. c. vogeli com as
varidveis sexo, grupo racial e controle de
carrapatos (Tabela 1). Em relacdo a faixa etaria,
observou-se que ndo houve diferenca significativa
entre animais com idade inferior a 12 meses em
comparacao a animais com idade entre 1 a 3 anos.
No entanto, houve diferenca significativa (p<0,05)
de animais com idade inferior a 12 meses quando
comparados com animais com idade superior a 3
anos. Dessa forma, os animais com idade inferior a
12 meses apresentaram uma chance maior
(OR=8,06) de apresentar a infeccdo por B. c.
vogeli detectavel por PCR, quando comparados
aos animais com idade superior a 3 anos (Tabela
1). Por esse motivo, a idade inferior a 12 meses foi
considerada um fator de risco para a infecgdo por
B. c. vogeli. Os resultados aqui apresentados
concordam com TABOADA & MERCHANT
(1997), visto que a idade é um importante
determinante de resisténcia, e que 0s cdes jovens
sdo mais susceptiveis a infeccdo por babesia do
qgue o0s adultos. Entretanto, outros trabalhos
demonstraram que, geralmente, ndo ha diferenca
estatistica em relacdo & idade (BOBADE et al.,
1989; UNGAR DE SA et al., 2007).

Com relagdo as varidveis sexo, grupo
racial e controle de carrapatos, observou-se que 0s
animais, independentemente do sexo e do grupo
racial, tiveram oportunidades iguais para se
infectarem com B. c. vogeli, confirmando que o
sexo e 0 grupo racial ndo sdo fatores de risco para
a infeccdo. O mesmo foi observado em relagéo aos
animais que eram submetidos ao controle de
carrapatos. Embora o controle de carrapato seja
feito por alguns proprietarios, possivelmente, ele
ndo é realizado de forma que permita de fato o
controle da populagdo do vetor, quer seja pela
falha no tratamento ou utilizacdo de dosagens
inadequadas. Os achados em relagdo ao sexo e ao
grupo racial concordam com a maioria dos estudos
epidemioldgicos realizados para babesiose canina
(YAMANE et al., 1994; GUIMARAES et al.,
2002; MAIA et al.,, 2007; GUIMARAES et al,
2009).
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Tabela 1: Distribui¢do da frequéncia das varidveis area, sexo, faixa etéria, raca, controle de carrapatos em
cdes positivos para Babesia canis vogeli da microrregido de Imperatriz-MA

Positivo

Negativo

Variavel Babesia canis vogeli Babesia canis vogeli Total OR IC
N % N %
Area Urbana 3 2 147 98 150 0,42% 0,08-1,83
Rural 7 4,66 143 95,34 150
Sexo M 8 4,62 165 95,38 173 3,032 0,58-21,04
F 2 1,57 125 98,43 127
<1ano 5 8,48 54 91,52 59 8,06 ** 0,88-187,23
Faixa etaria 1 -3 anos 4 2,62 149 97,38 153
> 3 anos 1 1,14 87 98,86 88
Raca SRD 9 3,30 263 96,70 272 0,922 0,11-20,20
CRD 1 3,57 27 96,43 28
Controle de ¢, 3 182 162 98,18 165 0,34° 0,07-1,49
carrapatos
Né&o 7 5,18 128 94,82 135

(M) machos, (F) fémeas, (a) Exato de Fisher, (*) Diferenca significativa p<0,05, OR=0dds ratio, IC= Intervalo de Confianca,

(SRD)= Sem raga definida, (CRD)= Com raga definida

Cdes com raga definida apresentaram
chances iguais de contrair a infeccdo quando
comparados aos cées sem raga definida, concordando
com YAMANE et al. (1994) ao relatarem que, sob o
mesmo manejo, eliminando-se as particularidades
inerentes a rotina diaria de atividades as quais 0s
cdes sdo submetidos, provavelmente ndo seriam
observadas diferencas de susceptibilidade de acordo
com as ragas. Essas observagdes também concordam
com os resultados de GUIMARAES et al. (2009).

Dos 369 espécimes de R. sanguineus
identificados, 235 foram submetidos a PCR para
pesquisa de B. c. vogeli. Destes, 6 (2,56%) estavam
positivos para B. c. vogeli (Figura 2), sendo 1,28%
(3/235) provenientes de caes da area urbana e 1,28%

(3/235) de cédes da area rural. No municipio de
Imperatriz, um carrapato era da area urbana e dois
carrapatos da area rural. Em Davinopolis, um
carrapato era da area rural e outros dois provenientes
da &rea urbana. N&o houve carrapato positivo para a
pesquisa de B. c. vogeli no municipio de Governador
Edison Lob&o.

Em relacdo ao sexo dos carrapatos, 0s seis
exemplares positivos para B. c. vogeli eram machos.
As seis espécimes de carrapatos positivos para B. c.
vogeli foram coletados de cées que apresentaram
PCR do sangue negativo. Provavelmente, esses
espécimes de carrapatos, foram coletadas dos caes
antes da inoculacdo do agente pelo carrapato.

8C 8C 10C

11C 12C

Figura 2: Gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo, mostrando resultados de produto amplificado
de PCR, utilizando-se os oligonucleotideos iniciadores BAB1 e BAB4, que amplificam uma regido de 590
pb, referente ao gene 18S rRNA, especifico para Babesia canis vogeli. Linhas 1C e 12C: marcador de peso
molecular 1Kb; Linha 2C: controle positivo; Linha 3C: controle negativo; Linha 4C: controle do Mix; Linhas
5C, 6C, 7C, 9C, 10C e 11C: correspondem a amostras de Rhipicephalus sanguineus positivas para B. c.
vogeli, coletadas de cées da Microrregido de Imperatriz-MA.
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A deteccdo de espécies do género Babesia
por PCR em espécies de carrapatos tem sido
amplamente utilizada em estudos epidemioldgicos
em diversos paises (INOKUMA et al., 2003;
MATJILA et al, 2005 MGHIRBI &
BOUATTOUR, 2008), mas, estudos envolvendo a
pesquisa de B. canis diretamente no vetor sdo
escassos no Brasil. M"GHIRBI & BOUATTOUR
(2008), em estudo realizado na Tunisia, obtiveram
prevaléncia de 0,6% (1/160) de R. sanguineus
infectados com B. c. vogeli, sendo inferior & obtida
neste estudo. Contudo, a dindmica de populacBes de
carrapatos € dependente das condig¢bes climaticas
afetando, assim, a transmissdo da Babesia spp. e,
consequentemente, a sua manuten¢do na natureza
(FRIEDHOFF, 1988). Ressalta-se que a
microrregido de Imperatriz apresenta condigdes
favoraveis para o ciclo de vida do vetor embora com
diferencas sazonais.

CONCLUSAO

Este estudo confirmou a presenga de B. c.
vogeli em cées e em R. sanguineus na éarea urbana e
rural da microrregido de Imperatriz, Estado do
Maranh&o. Nao foram verificadas associagdes entre
ambiente de coleta, grupo racial, sexo e controle de
carrapatos; contudo, a infeccdo foi mais
frequentemente detectada por PCR nos animais
jovens.
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