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H.A., Sanavria A., Massard C.L. & Faccini J.L.H. [Clinical-hematological changes due
to Babesia canis vogeli infection in dogs from Seropédica, Rio de Janeiro, Brazil]. Al-
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de Seropédica, Estado do Rio de Janeiro, Brasil. Revista Brasileira de Medicina Veterina-
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Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Campus Seropédica, BR 465,
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The Canine babesiosis is a disease caused by hemoparasite protozoa of the genus
Babesia spp., distributed worldwide, and transmitted by Ixodidae ticks. This study ai-
med to determine the clinical and hematological aspects in dogs from Seropédica, RJ,
with babesiosis diagnosed by real time PCR and RFLP. Were collected blood samples
of 311 dogs. The diagnosis revealed the frequency of 11.90% (n=37/311) and the subs-
pecies was identified as Babesia canis vogeli. The clinical parameters showed no as-
sociation in the infection. As for hematological parameters were observed normocytic
normochromic anemia, hemoglobinemia and thrombocytopenia (P<0.05), being signs
common in babesiosis caused by B. c. vogeli. The results showed that B. c. vogeli af-
fects dogs of this region with considerable frequency, and should be considered as an
important pathogen, which is underdiagnosed, mainly due to complications in coinfec-

tions and for clinical signs common to other diseases.
KEY WORDS. PCR, Babesia spp., clinical, hematology.

RESUMO. A babesiose canina ¢ uma hemopara-
sitose causada por protozoarios do género Babesia
spp., mundialmente distribuida, e transmitida por
carrapatos Ixodidae. O presente trabalho objetivou
determinar os aspectos clinico-hematologicos de
caes do municipio de Seropédica, RJ, com babesio-
se diagnosticada pela PCR em tempo real ¢ RFLP.
Foram coletadas 311 amostras sanguineas de caes.

O diagnéstico revelou uma frequéncia de 11,90%
(n=37/311) e a subespécie identificada foi Babesia
canis vogeli. Os parametros clinicos avaliados nao
apresentaram associacdo com a infec¢do. Quanto
aos parametros hematologicos, foram observados
anemia normocitica normocrémica, hemoglobi-
nemia e trombocitopenia (P<0,05), os quais apre-
sentaram associacdo estatistica, sendo sinais co-
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muns em babesiose por B. c. vogeli. Os resultados
demonstraram que B. c¢. vogeli acomete caes desta
regido com frequéncia consideravel, e deve ser con-
siderado como um importante patégeno, que ¢ sub-
diagnosticado, principalmente por complicacdes
em coinfecgdes e por ter sinais clinicos comuns a
outras doengas, ressaltando a importancia do diag-
noéstico para um tratamento clinico adequado.

PALAVRAS-CHAVE. PCR, Babesia spp., clinica, hematolo-
gia.

INTRODUCAO

Entre as doencas transmitidas por carrapatos em
cdes a babesiose destaca-se por sua distribuicdao
mundial (S4 et al. 2006), sendo causada por Babesia
canis (subespécies B. canis canis, B. c. vogeli e B.
c. rossi) e Babesia gibsoni. No Brasil, destaca-se B.
canis, sendo B. c. vogeli a principal subespécie que
acomete os caes (Vidotto & Trapp 2004), porém, B.
gibsoni ja foi isolada no Brasil (Trapp et al. 2006).
A doenga ¢ de importancia veterinaria (Dantas-Tor-
res 2008) e esta associada a alta incidéncia do vetor
Rhipicephalus sanguineus (Labruna 2004).

No Brasil, a forma subclinica ¢ predominante nos
caes com babesiose (Vidotto & Trapp 2004) e tem
importancia relevante na manutengao dessa enfermi-
dade, ja que esses animais geralmente apresentam-
-se normais ao exame fisico (Maia 2005). Os caes
exibem, em sua maioria, sinais clinicos inespecifi-
cos como: anemia hemolitica, hipertermia, ictericia,
anorexia, depressdo, vOmito, diarreia, hemoglobi-
naria e hepatoesplenomegalia (Almosny 2002).
Portanto, caes doentes com historico de exposi¢ao a
vetores devem ser submetidos a exames que confir-
mem o agente etiologico (De Caprariis et al. 2010).

Estudos em diferentes regides do Brasil tém de-
monstrado grande diversidade de alteragdes hema-
tologicas decorrentes da babesiose canina. Dentre
as alteragdes, as de maior frequéncia sdo: anemia
normocitica normocrémica, policromasia, anisoci-
tose, leucocitose por neutrofilia, monocitose, linfo-
penia e trombocitopenia (Guimaraes et al. 2004).

Tendo em vista a ampla distribuigdo da babesio-
se canina no Brasil, a falta de diagndstico e o tra-
tamento incorreto, principalmente em coinfec¢des
com outros patdogenos e desconhecimento sobre a
subespécie que ocorre na microrregido de Itaguai,
RJ, impulsionou realizar o diagndstico molecular
de subespécies de B. canis e correlaciona-lo as al-
teragdes clinico-hematoldgicas mais frequentes em
caes desta microrregido.

MATERIAL E METODOS

O estudo foi realizado no municipio de Seropé-
dica, Estado do Rio de Janeiro, Brasil, realizando-se
amostragem por conveniéncia nao probabilistica. A
prevaléncia esperada utilizada para o calculo foi de
40%, com margem de erro de 6%, resultando em
amostra minima de 256 caes. Foram coletados 5
mL de sangue em tubo com anticoagulante EDTA
(acido etileno diamino tetraacético) de 311 caes,
através de venopungao cefalica. As amostras foram
identificadas, conservadas e enviadas ao Laborato-
rio de Hemoparasitos e Vetores da Estacdo Experi-
mental para Pesquisas Parasitologicas W. O. Neitz,
Departamento de Parasitologia Animal, Instituto de
Veterinaria, UFRRJ, Campus Seropédica, RJ, para
serem submetidas as analises.

A anamnese ¢ os aspectos clinicos como: com-
portamento do animal, hidratacdo, coloragdo de
mucosas oral e ocular, disturbios de coagulagdo
atuais e pregressos, perfusdo capilar, escore corpo-
ral, temperatura retal, ausculta cardiaca e ausculta
pulmonar foram realizados em cada animal antes da
coleta de sangue.

As amostras de sangue foram submetidas a ana-
lise hematoldgica utilizando-se contador automati-
co de células (ABC VET, Horiba ABX). A conta-
gem diferencial de células brancas foi realizada por
microscopia Optica, através da analise de esfregacos
sanguineos. Os so6lidos totais foram determinados
através de refratometria. Aliquotas de sangue foram
acondicionadas em microtubos mantidos a -20°C
até a realizagdo da extracdo de DNA.

A extracdo do DNA foi realizada a partir de
200puL de sangue total através do kit Wizard Ge-
nomic DNA Purification (Promega®, Madison, WI,
USA) de acordo com as recomendacodes do fabri-
cante. As amostras de DNA foram submetidas a
SYBR Green PCR em tempo real para a amplifica-
¢ao de um fragmento especifico de aproximadamen-
te 71 pb do gene 18S rRNA das espécies do género
Babesia. Para esta andlise, utilizaram-se os oligo-
nucleotideos iniciadores Babesia Real-F (5’-CT-
TTTGACCGCGTTTATTAGTTTG-3") e Babesia
Real-R (5 -TGCGATTCGCCAGTTTATTATG-3)
(Lisbda 2010). Foram consideradas positivas amos-
tras com limiar de detecgdo (C,) inferior a 35 ciclos.
As amostras positivas na PCR em tempo real foram
novamente submetidas a amplificagdo com os oli-
gonucleotideos iniciadores PIRO-A 5’- AGGGAG-
CCTGAGAGACGGCTACC-3’ e PIRO-B 5°- TTA
AATACGAATGCCCCCAAC-3’ (Foldvari et al.

64

Rev. Bras. Med. Vet., 35(1):63-68, jan/mar 2013



Alteragoes clinico-hematologicas da infecgdo por Babesia canis vogeli em cdes do municipio de Seropédica, Estado do Rio de Janeiro, Brasil

2005) que amplificam 450pb. As amostras positivas
amplificadas na PCR (os produtos da PCR) foram
submetidas a restri¢ao, utilizando-se as enzimas de
restri¢ao Hinf'1 e Taq 1 (Promega Corporation®, Ma-
dison, EUA), conforme recomendagdes do fabri-
cante para distingao das subespécies de B. canis de
acordo com o perfil de digestao (Carret et al. 1999).
Os produtos digeridos foram visualizados em gel de
agarose a 3% corado com brometo de etidio.

As frequéncias de caes com alteracoes clinicas
e hematolodgicas dentre os animais positivos e ne-
gativos para B. canis foram comparadas através do
teste Qui-quadrado ou pelo teste exato de Fisher
em nivel de 5% de significancia. Os valores médios
dos parametros hematologicos dos caes positivos e
negativos, com distribui¢do normal dos dados, fo-
ram submetidos a analise de variancia e compara-
dos pelo teste F, em nivel de 5% de significancia.
Quando estes dados ndo apresentaram distribui¢ao
normal, foi utilizado o teste Mann Whitney, a 5%
de significancia. As analises estatisticas foram rea-
lizadas através do programa BioEstat 5.0 (Ayres et
al. 2007).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Do total de 311 cdes avaliados no municipio,
11,90% (n=37) foram positivos para B. canis, atra-
vés da PCR em tempo real. A partir da anélise de
restricao do fragmento amplificado pela PCR das
amostras positivas, pode-se diagnosticar a subespé-
cie B. c. vogeli (Carret et al. 1999). Este achado
esta de acordo com os resultados de Passos et al.
(2005) ao diagnosticar a mesma subespécie no ter-
ritorio nacional.

Em relagdo aos aspectos clinicos observados, nao
se evidenciou diferenca significativa entre os sinais
caracteristicos da doenga entre os caes positivos e
os negativos na PCR. Apesar de alguns cdes posi-
tivos apresentarem febre (n=5/37), apatia (n=2/37)
e mucosas hipocoradas (n=7/37), nao houve dife-
renca significativa (P>0,05) frente ao percentual de
caes negativos com estes mesmos achados clinicos.
Este resultado pode estar relacionado a outras coin-
feccdes nos animais avaliados, principalmente no
grupo de caes negativos para B. canis, o que acarre-
taria alteragoes clinicas nestes animais, mas nao em
virtude da infec¢do por este hemoparasito. Os as-
pectos clinicos comumente verificados na babesiose
canina incluem febre, anorexia, depressao, oliguria,
hemoglobinuria, vomito, letargia, desidratacdo, ic-
tericia, mucosas palidas, esplenomegalia e dispnéia

(Irwin 2009). Apesar de a maioria destes sinais nao
terem sido evidenciados nos animais positivos, €
importante destacar que a doenca pode apresentar-
-se de forma subclinica, justificando, portanto, a au-
séncia de sinais clinicos nos caes infectados. Vale
destacar também que a auséncia de sinais clinicos
nos caes infectados pode estar associada com a su-
bespécie de B. canis envolvida na infec¢ao (Caccio
et al. 2002). Tem sido observado que as subespécies
B. c. canis e B. c. vogeli possuem de baixa a mode-
rada patogenicidade, com animais apresentando pa-
rasitemia transiente e infec¢ao inaparente (Schetters
et al. 1997).

Manifestagdes hematoldgicas nos casos de ba-
besiose causada por B. canis incluem anemia he-
molitica e trombocitopenia, sendo os parasitas rara-
mente vistos no sangue periférico de animais com
a infecc¢ao subclinica (Weiss & Wardrop 2010). No
presente estudo, observou-se que os caes infectados
(n=37) apresentaram valores médios de nimero de
eritrocitos, hematocrito e concentragao de hemoglo-
bina inferior em relagdao aos caes negativos, sendo
observado também um quadro de anemia leve, com
valores médios abaixo dos valores de referéncia
(Tabela 1). Esta anemia ¢ confirmada ao observar
que a frequéncia de cdes com o nimero de eritroci-
tos diminuido, o hematocrito baixo e a concentra-
cdo de hemoglobina diminuida foi maior (P<0,005)
dentre os caes infectados (Figura 1). Estes achados
corroboram os de Furlanello et al. (2005), que de-
monstraram em infec¢des naturais por B. canis, a
ocorréncia de anemia, de leve a moderada. Contu-
do, Zygner et al. (2007) observaram que o quadro
de anemia esteve presente em uma minoria de caes
diagnosticados com babesiose, o que pode estar in-
timamente relacionado a subespécie de Babesia ca-
nis envolvida na infeccao (Reyers et al. 1998).

Em relagao ao niimero de plaquetas, tanto a mé-
dia dos animais positivos, quanto a frequéncia de
caes neste grupo avaliado (81,1%, n=30/37) apre-
sentaram 0 mesmo comportamento hematoldgico
de diminui¢ao, sendo estatisticamente diferentes do
grupo negativo (P<0,05). Os resultados da presen-
te avaliagcdo corroboram as afirmagdes referentes a
ocorréncia de trombocitopenia em cdes com babe-
siose (Guimaraes et al. 2004, Furlanello et al. 2005).

A alteracdo da hemostasia pode ocorrer devi-
do a uma resposta de fase aguda e dano endotelial
induzido pela hemolise, bem como a interagdo de
eritrocitos parasitados com as células endoteliais
(Schetters et al. 2009). Apesar da alta frequéncia
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Tabela 1. Eritrograma e sélidos totais de caes positivos na PCR em tempo real para Babesia canis em

caes do municipio de Seropédica, Rio de Janeiro.

Parametros Resultado N Média DP EP Valores limites Valores
Min. Max. Referenciais™

He (x10%/mm3)’ Positivo 37 4,972 1,12 0,18 3,10 7,90 5,50 - 8,50
Negativo 274 5,69° 1,50 0,09 1,00 10,00

HB (g/dL)’ Positivo 37 11,432 2,74 0,45 7,50 18,10 12,00 - 18,00
Negativo 274 12,920 3,43 0,21 2,90 25,00

HT (%) Positivo 37 31,202 8,09 1,33 17,80 54,80 37,00 - 55,00
Negativo 274 36,23° 10,41 0,63 7,80 70,00

VCM (fm?) Positivo 37 62,592 4,85 0,80 50,00 71,00 60 -77
Negativo 274 63,372 5,33 0,32 43,00 80,00

HCM (pg) Positivo 37 23,022 1,49 0,25 20,10 26,80 22,00 - 27,00
Negativo 274 22,752 2,85 0,17 7,00 29,90

CHCM (g/dL) Positivo 37 36,952 3,32 0,55 31,50 46,20 32,00 - 36,00
Negativo 274 35,952 4,12 0,25 11,80 43,00

ADH (%) Positivo 37 16,012 1,62 0,27 13,20 19,60 14,00 - 17,00
Negativo 274 15,842 1,88 0,11 4,90 22,00

PLAQ (x10% mm?3) Positivo 37 142,032 9554 15,71 22,00 438,00 200 - 500
Negativo 274 204,82> 132,74 8,02 15,00 900,00

MPV (fm?) Positivo 37 10,002 1,79 0,29 7,80 17,40 6,70 - 11,10
Negativo 274 9,772 1,64 0,10 3,10 16,70

Solidos Totais (g/dL)  Positivo 37 7,642 1,24 0,20 5,40 10,40 6,00 - 8,00
Negativo 274 7,922 1,24 0,07 4,40 12,00

"a\Valores seguidos de mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem significativamente através do teste F a 5% de
significancia (p<0,05). @Valores seguidos de mesma letra, na mesma coluna, ndo diferem significativamente através
do teste de Mann-Whitney a 5% de significancia (p<0,05). HE: hemacias; HB: hemoglobina; HT: hematdcrito; VCM:
volume corpuscular médio; HCM: hemoglobina corpuscular média; CHCM: concentracdo de hemoglobina corpus-
cular média; ADH: amplitude de distribuicdo das hemacias; PLAQ: plaquetas; MPV: volume plaquetario médio; N:
nimero de caes; DP: desvio padrao; EP: erro padrdo. Min.: valor minimo de referencia; Max.: valor maximo de
referéncia.”Valores de referéncia segundo Weiss e Wardrop (2010).
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Figura 1. Frequéncia de caes com alteragdes no numero de
eritrocitos, no valor do hematécrito, na concentragédo de he-
moglobina plasmatica e numero de plaquetas, hemoglobi-
na corpuscular média, concentracdo de hemoglobina cor-
puscular média, em fungéo do resultado positivo na PCR
em tempo real para Babesia canis. ?Letras iguais entre as
colunas de mesma legenda n&o diferem entre si pelo tes-
te de Qui-quadrado ou Exato de Fisher em nivel de 5% de
confianga.

de trombocitopenia entre os animais positivos, ao
exame fisico dos cdes ndo foram observados sinais
desta alteragdo, provavelmente por se tratar de uma
trombocitopenia moderada.

Em relacdo aos valores médios da série branca,
observou-se diferenca significativa (P<0,05) entre
0s animais positivos e negativos quanto ao nime-
ro de leucocitos totais, sendo o valor médio inferior
nos caes positivos (Tabela 2). Contudo, vale desta-
car que os mesmos valores ndo se apresentaram fora
da faixa de normalidade de referéncia. Da mesma
forma, o valor médio do nimero de monocitos nos
caes positivos foi menor (P<0,05), mas sem extrapo-
lar os valores de referéncia para a espécie. Apesar da
leucopenia ou leucocitose ser descrita em diferentes
estagios da babesiose (Guelfi & Candebat, 1998),
ndo foi evidenciada diferenga significativa (P>0,05)
entre as frequéncias de cdes positivos com estas al-
teracdes, frente aos caes negativos (Figura 2).

Também ndo houve diferenga (P>0,05) entre a
freqliéncia de cdes com alteracdes no nimero de
linfécitos, neutrofilos bastonetes, neutrofilos seg-
mentados, mondcitos e eosindfilos, entre os grupos
de animais positivos e negativos (Figura 2). Es-
tes achados diferem dos achados de Vasconcelos
(2010), o qual constatou que 86,04% dos caes infec-
tados com B. canis apresentavam monocitose. E im-
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Tabela 2. Leucograma de cées positivos na PCR em tempo real para Babesia canis em caes do munici-

pio de Seropédica, Rio de Janeiro.

Parametros Resultado N Média DP EP Valores limites Valores
Min. Max. Referenciais*®

LEUC (x10% mm?3) Positivo 37 11,732 5,14 0,85 4,50 27,50 6,00 - 17,00
Negativo 274 13,710 6,30 0,38 0,40 50,10

LINF (x10%/mm?3) Positivo 37 2,732 2,00 0,33 0,50 10,18 1,00 - 4,80
Negativo 274 3,012 2,32 0,14 0,11 16,52

BAST (x10%3/mm?) Positivo 37 0,222 0,29 0,05 0,00 1,26 0,00 - 0,30
Negativo 274 0,292 0,52 0,03 0,00 3,66

SEGM (x10%/mm?3) Positivo 37 7,428 3,59 0,59 1,94 16,72 3,00 - 11,50
Negativo 274 8,582 4,59 0,28 0,18 39,58

MON (x10%/ mm?3) Positivo 37 0,482 0,41 0,07 0,00 1,89 0,15-1,35
Negativo 274 0,86° 0,70 0,04 0,00 4,01

EOS (x10% mm3) Positivo 37 0,862 1,05 0,17 0,00 3,61 0,10- 1,25
Negativo 274 0,962 1,17 0,07 0,00 8,65

BASO (x10% mm?3) Positivo 37 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 Raro
Negativo 274 0,00 0,03 0,00 0,00 0,33

aValores seguidos de mesma letra, na mesma coluna, nao diferem significativamente através do teste de Mann- Whi-
tney a 5% de significancia (p<0,05). LEUC: leucécitos; LINF: linfocitos; BAST: Neutrofilo em bastéao; SEGM: Neutro-
filo segmentado; MON: mondcitos; EOS: Eosindfilos; BASO: Basofilo; N: niumero de cées; DP: desvio padrao; EP:
erro padrédo. Min.: valor minimo de referencia; Max.: valor maximo de referéncia. *Valores de referéncia segundo

Weiss e Wardrop (2010).
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Figura 2. Frequéncia de cdes com alteragdes na leucometria
global, nimero absoluto de linfécitos, neutréfilos em bastéo,
neutréfilos segmentados, mondcitos e eosindfilos em fungéo
do resultado positivo na PCR em tempo real para Babesia
canis. ?Letras iguais entre as colunas de mesma legenda
néo diferem entre se pelo teste de Qui-quadrado ou Exato
de Fisher em nivel de 5% de confianga.
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portante destacar que, estas alteragdes relatadas sao
observadas em caes na fase aguda da doenga, com
o quadro sintomatoldgico incluso. Neste estudo, os
animais, em sua maioria, eram assintomaticos para
babesiose, e desta forma, o grupo de caes positivos,
provavelmente se encontrava na fase subclinica da

infec¢do, ndo demonstrando tantas alteracoes na sé-
rie branca conforme observado na literatura.

Os presentes achados para a contagem de eo-
sin6filos corroboram os achados de Zygner et al.
(2007) que ndo observaram alteracdo no niumero de
eosinodfilos em caes infectados por Babesia spp.

CONCLUSAO

Os resultados do estudo permitiram concluir que
a babesiose canina ocorre com frequéncia no mu-
nicipio de Seropédica, microrregido de Itaguai, RJ,
e atualmente, apenas uma subespécie de Babesia
canis acomete os caes desta regido: Babesia canis
vogeli. Os caes infectados apresentaram quadro de
anemia leve, do tipo normocitica normocromica e
trombocitopenia leve. No entanto, nestes mesmos
animais nao foram evidenciadas alteracdes signifi-
cativas no leucograma, frente aos valores de refe-
réncia. Os sinais clinicos observados nos animais
ndo foram significativos, e apresentaram-se bran-
dos, sendo estes achados clinico-hematologicos,
caracteristicos da forma subclinica, muito frequente
em cdes de areas endémicas e comumente associa-
dos a subespécie diagnosticada.
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