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RESUMO

PAULINO, Patricia Gonzaga. Deteccdo molecular e epidemiologia de Babesia vogeli
em cdes domiciliados da Microrregido de Itaguai, Estado do Rio de Janeiro, Brasil.
103p. Dissertagdo (Mestre em Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterinaria,
Departamento de Epidemiologia e Satde Pablica, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

As doencas vetoriais que acometem cdes sdo diagnosticadas com alta frequéncia nas
clinicas veterinarias brasileiras. Esse grupo representa um complexo variado de
moléstias incluindo anaplasmose, ehrliquiose, babesiose, rangeliose, hepatozoonose
entre outras enfermidades. Muitos desses patdgenos causam severas condicdes clinicas,
6bito de pacientes e ainda, em alguns casos, possuem potencial zoon6tico. Existe uma
variedade de métodos diagndsticos para esses agentes no mercado. As técnicas
moleculares tém como base a deteccdo do DNA dos agentes etiologicos diretamente do
sangue com alta sensibilidade e especificidade, possibilitando a deteccdo mesmo em
condicOes de parasitemias muito baixas, que sdo muitas vezes caracteristicas de animais
portadores assintomaticos, e permite a distin¢do entre diferentes espécies de parasitos.
Neste estudo foi desenvolvido dois métodos moleculares para deteccdo de Babesia
vogeli em amostras de sangue de cdes provenientes da Microrregido de Itaguali,
baseados na tecnologia de reacdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real
(gPCR) e a reacdo em cadeia da polimerase convencional (cPCR) com alvo especifico
no gene hsp70 de B. vogeli. Apds os processos de otimizacdo e padronizacdo das
técnicas, foi observado que a qPCR desenvolvida neste estudo foi eficiente,
apresentando alta precisdao e sensibilidade na deteccdo de B. vogeli. Foi realizado
estudos comparativos entre 0s alvos 18S rDNA e hsp70 usando cPCR, onde, foi possivel
observar que ndo existem diferencas estatisticas significativas entre os dois alvos.
Porém no sequenciamento foi detectado um falso positivo para B. vogeli na sequéncia
18S rDNA, um hemoprotozoario proximamente relacionado com Rangelia vitalli na
regido. As técnicas de cPCR e qPCR foram comparadas quanto a deteccdo de B. vogeli
e foi observado que a gPCR tem maior sensibilidade. Além disso, foi realizado em
paralelo um estudo epidemioldgico, o qual evidenciou trés fatores associados a infeccéo
presenca de B. vogeli sendo estes animais jovens (com menos de 5 anos), infestacdo por
carrapatos e a auséncia de abrigos.

Palavras-Chave: PCR, hemoparasitos, céaes, epidemiologia, diagnostico.



ABSTRACT

PAULINO, Patricia Gonzaga. Molecular detection and epidemiology of Babesia
vogeli in domiciliated dogs from Itaguai microrregion, Rio de Janeiro State, Brazil.
103p. Dissertacdo (Mestre em Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterinaria,
Departamento de Epidemiologia e Salude Publica, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

Canine vector diseases are frequently found in brazilian veterinary clinics. This group
represents a varied complex of illness including anaplasmosis, ehrlichiosis, babesiosis,
rangeliosis, hepatozoonosis among other diseases. Many of these pathogens cause
severe clinical conditions, death of patients and in some cases, have zoonotic potential.
There are a variety of diagnostic methods for these microorganism on the market.
Molecular techniques are based on the detection of DNA from the etiological agents
directly from the blood with high sensitivity and specificity, allowing the detection even
under conditions of very low parasitemias, which are often characteristic of
asymptomatic carriers. Also allows the distinction between different species of
parasites. In this study, two molecular methods were developed for the detection of
Babesia vogeli in blood samples from dogs from the Itaguai Microregion, based on
quantitative real-time polymerase chain reaction (QPCR) technology and polymerase
chain reaction (cPCR) with a specific target in hsp70 gene from B. vogeli. After the
optimization and standardization of the techniques, it was observed that the qPCR
developed in this study was efficient and presented high precision and sensitivity in the
detection of B. vogeli. Comparative studies were performed between the 18S rDNA and
hsp70 targets using cPCR, where it was possible to observe that there are no statistically
significant differences between the two targets, but in the sequencing a false positive for
B. vogeli was detected in the 18S rDNA sequence, a proximal hemoprotozoal related to
Rangelia vitalli. The cPCR and qPCR techniques were compared for the detection of B.
vogeli and it was observed that gPCR has higher sensitivity. In addition, an
epidemiological study was carried out, which showed three factors associated with B.
vogeli infection among these were young animals (less than 5 years old), the infestation

by ticks and the absence of shelters.

Keywords: PCR, hemoparasites, dogs, diagnosis
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1. INTRODUCAO GERAL

As doencas vetoriais que acometem o0s cdes sdo de grande relevancia na
medicina veterinéria devido a alta frequéncia de casos relatados durante o atendimento
clinico. Dentro desse grupo complexo e variado, estdo inclusas as hemoparasitoses que
podem ser definidas como enfermidades cosmopolitas causadas por parasitos
circulantes no sangue, transmitidas biologicamente e/ou mecanicamente pela picada de
artropodes hematofagos.

Esses patdgenos podem causar seérias complicacdes clinicas até a morte do
animal e ainda alguns possuem potencial zoonoético. Outra caracteristica relevante é a
expansao continua desses agentes por todo o mundo devido as alteracfes climaticas e o
aumento da globalizacdo. Por esses motivos esses agentes sdo um grande desafio na
medicina veterinaria e na saude publica.

As hemoparasitoses mais frequentemente encontradas em cées no Brasil
pertencentes a este grupo sdo a Ehrliquiose Monocitica Canina causada pela Ehrlichia
canis, Trombocitopenia Ciclica Canina por Anaplasma platys e Babesiose Canina por
Babesia vogeli. Casos de babesiose canina tém sido relatados em muitos Estados
brasileiros. Apesar de babesiose canina ser amplamente difundida no Brasil, a
prevaléncia de infeccdo por Babesia spp. em cées é desconhecida na maioria das areas
onde a doenca é endémica.

Os carrapatos sao os artropodes hemat6fagos responsaveis por transmitir agentes
patogénicos ao redor do mundo. No ambiente rural brasileiro e na periferia de areas
urbanas, € comum a presenca de cdes parasitados por Amblyomma ovale, A. aureolatum
e Amblyomma spp e Rhipicephalus sanguineus sensu lato. O carrapato marrom do céo
Rhipicephalus sanguineus sensu lato é considerado um importante vetor de doengas
parasitarias sendo responsavel pela transmissdo de babesiose na Ameérica,
principalmente no Brasil. A prevaléncia dos casos de babesiose predominantemente
causados por B. vogeli no Brasil varia de 18,8% a 73,3% (Spolidorio et al., 2010). Essa
variancia esta relacionada a maior incidéncia do vetor Rhipicephalus sanguineus sensu
lato nas diferentes regides do pais (Dantas-Torres, 2008).

Tendo em vista a grande dispersdo das hemoparasitoses no mundo, falta de
confirmacéo dos casos suspeitos e tratamento incorreto este estudo teve como objetivos
realizar um estudo comparativo entre as técnicas moleculares PCR convencional

(cPCR) e PCR quantitativo em tempo real (qQPCR) na deteccdo molecular de B. vogeli



utilizando o gene codificante da proteina de choque térmico 70kDa (hsp70; comparar 0s
marcadores moleculares 18SrDNAe hsp70 através da cPCR para deteccdo de B. vogeli;
realizar uma andlise filogenética baseada utilizando a sequéncia 18S rDNA e o gene
hsp70, e realizar um estudo epidemiologico na microrregido de Itaguai baseado na

detecgcéo molecular de B. vogeli por gPCR.



CAPITULO 1

Comparac0es de alvos e técnicas moleculares na deteccéo de
Babesia vogeli em cées e estudo filogenético da regiao
ribossomal 18S rDNA e do gene hsp70



RESUMO

PAULINO, Patricia Gonzaga. Comparacdes de alvos e técnicas moleculares na
deteccdo de Babesia vogeli em cées e estudo filogenético da regido ribossomal 18S
rDNA e do gene hsp70. 103p. Dissertacdo (Mestre em Ciéncias Veterinarias). Instituto
de Veterinaria, Departamento de Epidemiologia e Saude Pablica, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

Este estudo teve como objetivo comparar a regido 18S do DNA ribossémico (18S rDNA)
e 0 gene da proteina de choque térmico 70kDa (hsp70) e as técnicas de PCR
convencional (cPCR) e PCR em tempo real (qPCR) para a deteccdo molecular de B.
vogeli em cées naturalmente infectados. Além disso, também foi realizado um estudo
filogenético comparando os dois genes para a classificacdo de B. vogeli. O PCR
convencional (cPCR) dos genes 18S rDNA e hsp70 foi usado para detectar B. vogeli e
foi observado que ambos os alvos moleculares demonstraram a mesma sensibilidade
(96,15%) e especificidade (99,63%). No entanto, 0 sequenciamento revelou um falso
positivo (Rangelia sp.) para o 18S rDNA que ndo foi detectado no hsp70. Este é o
primeiro relatério de um organismo intraeritrocitico intimamente relacionado com o
parasita de caes, Rangelia vitalii, no Brasil. Na comparacéo das técnicashsp70-cPCR e
hsp70-gPCR, 15,66% foram considerados positivos para gPCR, significativamente mais
do que foi detectado por cPCR (8,66%). Além da alta conservacdo do 18S rDNA, a
analise filogenética mostrou que o gene hsp70 pode organizar as relagbes entre 0s
piroplasmideos caninos com maior precisdo do que o 18S rDNA. De acordo com esses
achados, 0 método qPCR possui maior sensibilidade do que o cPCR para deteccéo de B.
vogeli em cées naturalmente infectados. O hsp70-gPCR teve um limite de deteccdo de
10 copias, uma eficiéncia de 100.30% e um coeficiente de determinacio (R?) de 0.998.
O desenvolvimento deste qPCR fornece um método altamente sensivel e preciso para a
deteccdo molecular de B. vogeli e uma ferramenta que € capaz de quantificar o nivel de
parasitemia em amostras de sangue total de cdes. O gene hsp70 mostrou ser um
marcador molecular preciso para a filogenia de Babesia spp., especialmente aqueles que

infectam cées.

Palavras Chave: babesiose canina, proteina de choque térmico 70 kDa



ABSTRACT

PAULINO, Patricia Gonzaga. Comparisons of targets and molecular techniques in
the detection of Babesia vogeli in dogs and phylogenetic study of the ribosomal
region 18S rDNA and the hsp70 gene. 103p. Dissertacdo (Mestre em Ciéncias
Veterinarias). Instituto de Veterinaria, Departamento de Epidemiologia e Satde Publica,
Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

This study aimed to compare the 18S ribosomal DNA (18S rDNA) and the heat shock
protein 70kDagene (hsp70) and the techniques conventional PCR (cPCR) and Real time
PCR (qPCR) for B. vogeli molecular detection in naturally infected dogs. Also was
performed a phylogenetic study comparing the two genes for B. vogeli classification.
Using cPCR of the 18S rDNA and hsp70 genes, we were able to detect B. vogeli with
the same sensitivity (96.15%) and specificity (99.63%). However, the sequencing
revealed one false positive (Rangelia sp) for 18S rDNA that was not detected at hsp70.
This is the first report of an intraerythrocytic organism closely related to the Rangelia
vitalii parasite of dogs in Brazil. In the hsp70-cPCR and hsp70-qgPCR comparison,
15.66% were considered positive for gPCR, significantly more than was detected by
cPCR (8.66%). In addition to high conservation of the 18S rDNA, the phylogenetic
analysis has shown that the hsp70 gene may organize the relations between canine
piroplasmids with more accuracy than 18S rDNA. According to these findings, the
gPCR method has greater sensitivity than cPCR for detection of B. vogeli in naturally
infected dogs. The hsp70-qPCR had a detection limit of 10 copies, an efficiency of
100.30% and a determination coefficient (R?) of 0.998. The development of this gPCR
provides a highly sensitive and accurate method for the molecular detection of B. vogeli
and a tool that is capable of quantifying the parasitemia level in whole blood samples
from dogs. The hsp70 gene has shown to be a precise molecular marker for phylogeny

of Babesia spp., especially those that infect dogs.

Keywords: canine babesiosis; heat shock protein 70 kDa



1. INTRODUCAO

A babesiose ¢ uma doenca antiga com uma vasta distribuicdo geogréafica (Piana
& Galli-Valerio, 1895). Também é chamada por um termo genérico que ainda hoje é
empregado conhecida como Piroplasmose (Cassini et al. 2009). Esses agentes
patogénicos sdo responsaveis por diferentes graus de patogenicidade em seus
hospedeiros, tendendo a apresentar alta mortalidade para animais introduzidos em areas
endémicas, como também para animais estressados pela acdo de outras enfermidades,
imunossuprimidos por corticoides ou esplenectomizados (Solano-Gallego et al., 2016).
Ja foram descritas mais de 70 espécies pertencentes ao género Babesia, incluindo
espécies que acometem o cdo como B. canis, B. vogeli, B. rossi e B. gibsoni.
Coinfeccbes de hemoprotozoarios eparasitosda ordem Rickettsiales sdo frequentes em
animais domésticos. A presenca de infeccBes mistas (que acontece com alguma
frequéncia por partilharem do mesmo vetor) dificulta uma correta diferenciacdo dos
sinais clinicos entre as hemoparasitoses (Irwin, 2009). Nos cées, a infeccdo pode
apresentar diversos sinais clinicos, desde doenca subclinica a aguda, caracterizada por
febre, anemia hemolitica, ictericia, esplenomegalia, letargia e colapso associados a
hemdlise intra e extra vascular, hipoxia tecidular, resposta inflamatéria, trombocitopenia
e pigmenturia (Irwin, 2009). Entretanto, como consequéncia da inespecificidade das
manifestacdes clinicas e a grande frequéncia de resultados falsos negativos obtidos a
partir do exame citolégico é importante o uso de métodos laboratoriais para
confirmacdo do diagnostico e delineamento do tratamento.

Os métodos moleculares, particularmente a reacdo em cadeia da polimerase
(PCR), séo ferramentas promissoras para o diagnostico de muitas doencas parasitarias.
No Brasil, a PCR € utilizada mais frequentemente na pesquisa e sua utilidade para o
diagnostico de infecgdes isoladas e coinfecgbes por hemoparasitos em cdes deveria ser
avaliada, porque é considerada um dos métodos de diagndstico de maior sensibilidade e
especificidade.

Os meétodos de diagnostico mais comuns para a babesiose canina sdo a
identificacdo direta dos trofozoitos/merozoitos dentro dos eritrocitos em esfregacos
sanguineos, métodos sorologicos para detectar anticorpos e amplificacdo de DNA por
PCR (Solano-Gallego et al., 2016). Os métodos moleculares permitem a detecgdo direta

de DNA de hemoparasitas em amostras biologicas, mesmo em condic¢des de parasitemia



muito baixa, condicdo que é caracteristica de portadores assintomaticos ou animais
cronicamente infectados com maior especificidade (Freeman, 2012). Além disso,
permite distincdo entre diferentes espécies de parasitas (Carret et al., 1999). Da mesma
forma, as técnicas moleculares revolucionaram o campo de diagnostico de doencas
parasitas. Varios estudos fizeram comparagdes entre os métodos mais comuns para
detectar patdgenos, e muitos deles mostraram que as ferramentas moleculares sao mais
confiaveis do que outros métodos (Otranto et al., 2011; Kubelova et al., 2013; Mrljak et
al., 2017). Existe uma variedade de técnicas moleculares disponiveis, aléem da PCR
convencional (cPCR), como o ensaio de amplificacdo isotérmica mediada por loop
(LAMP) (Mdller et al., 2010), PCR em tempo real (qQPCR) (Vilela et al., 2013),
polimorfismo de comprimento de restricdo-PCR (RFLP-PCR) (Carret et al., 1999), PCR
aninhada (NPCR) (Ano et al., 2001) e outros. O método gPCR oferece varias vantagens,
incluindo a possibilidade de monitorar todos os ciclos da reacdo em tempo real (Heid et
al., 1996). Além disso, € realizada em um sistema de tubo fechado, descartando a
manipulacdo pdés-PCR, minimizando o risco de contaminagdo e resultando em um teste
muito mais rapido (Whitcombe et al., 1999). Outra grande diferenca € a possibilidade de
quantificar os alvos de DNA (Heid et al., 1996). A curva padréo feita de diluicdes em
série do alvo pode ser aplicada para determinar o nimero da copia para qualquer
amostra desconhecida (Bustin et al., 2009). Existe outra modalidade de PCR capaz de
quantificar alvos, a PCR digital; no entanto, até agora, 0 g°PCR €é 0 unico método
disponivel que foi estudado para quantificar alvos de B. vogeli.

Apesar de todas essas caracteristicas excelentes, o sucesso depende do design de
oligonucleotideos iniciadores voltados para marcadores moleculares adequados
(Lymbery e Thompson, 2012). O alvo mais comum usado para diagnosticar a babesiose
em todo o mundo é a sequéncia da subunidade 18 do DNA ribossomal (18S rDNA)
(Skotarczak, 2008). O DNA ribossémico € muito conservado, e suas sequencias Sdo
muito Uteis na detec¢do rotineira de genes, mas é importante enfatizar a possibilidade de
que as espécies ndo sejam reconhecidas se a divergéncia evolutiva ocorreu recentemente
(Lymbery e Thompson, 2012). Considerando a dificuldade de diferenciacéo de espécies
usando o 18SrDNA, outros alvos podem ser usados como uma alternativa, como a
proteina citoplasmatica 29 kDa, a proteina adesiva relacionada a trombospondina e 0s
genes da proteina de choque térmico 70 kDa (hsp70) (Fukumoto et al., 2003; Zhou et
al., 2006; Yamasaki et al., 2007). O gene hsp70 é muito conservado e apresenta maior
variabilidade interespecifica quando comparado ao 18S rDNA em estudos de



filogenética (Yamasaki et al., 2007). A aplicagdo deste objetivo também foi
recomendada para a classificacdo taxondmica das espécies Babesia e Theileria
(Yamasaki et al., 2007). No entanto, existem apenas algumas sequéncias do gene hsp70
de espécies de piroplasma de diferentes partes do mundo, o que pode limitar as analises
filogenéticas deste grupo de parasitas.

Este estudo teve como objetivo padronizar e comparar o desempenho de gPCR
com a técnica de cPCR com alvo no gene hsp70 de B. vogeli para a deteccdo desse
agente em cées naturalmente infectados, comparando os marcadores moleculares do
gene hsp70 e 0 18S rDNA e realizando um estudo filogenético preliminar comparando o
gene hsp70 com a sequéncia do 18S do DNA ribossomal.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Histoérico

O género Babesia foi descrito pela primeira vez por Victor Babés em 1888, que
observou pequenas formas no interior de hemacias em esfregacos de sangue de bovinos
doentes do delta do Rio Danubio na Roménia (Babés, 1888). Esses parasitas foram
nomeados como Hematococcus bovis por Babés. Posteriormente em 1893 no Texas,
EUA, Smith e Kilbourne observaram oragnismos piriformes no interior de eritrocitos de
um rebanho doente e relacionaram a ocorréncia da doenca com a presenca de
carrapatos. O parasita foi nomeado como Pyrosoma bovis. Nesse mesmo ano, Starcovici
observou que os protozoarios observados por Babés eram os mesmos observados por

Smith e Kilbourne e renomeou o0 género como Babesia homenageando o descobridor.

Os primeiros relatos de babesiose canina ocorreram na Italia em 1895 (Piana-
Galli-Valerio, 1895). Em 1904, foram também identificados piroplasmas em eritrocitos
de cavalos na Africa, provavelmente a espécie atual Babesia caballi (Koch, 1906). Em
1910, Patton descreveu, pela primeira vez, piroplasmas pequenos em canideos na india
(Patton, 1910) e Nuttal, em canideos da Africa (Nuttal, 1910). Atualmente, existem
relatos da presenca do babesideos em todo o mundo.

O primeiro relato de babesiose em humanos foi descrito em 1957 na Croéacia, em
um homem trabalhador campestre esplenectomizado, numa area endémica de babesiose

bovina por Babesia bovis (Skrabalo; Deanovi, 1957).

A babesiose canina é causada por varias espécies de Babesia, sendo essas
predominantemente, B. canis, B. vogeli, B. Rossi, B. gibsoni. Antes do advento da
reacdo em cadeia da polimerase, as espécies B. canis, B. vogeli e B. Rossi eram
consideradas todas subespécies da B. canis devido a sua similaridade morfologica
(Passos et al., 2005). Apesar desse ponto em comum, essas espécies assim como a B.
gibsoni diferem muito em distribuicdo geogréfica, especificidade do vetor,
patogenicidade e apresentacdo clinica o que reforca o conceito de espécies diferentes
(Zahler et a.l, 1998; Depoix et al., 2002, Schoeman, 2009).

2.2 Sistema Taxondmico
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Os parasitas intraeritrocitarios do género Babesia, Rangelia e Theileria séo
geralmente denominadas de piroplasmas devido ao seu formato piriforme quando
observadas na microscopia optica (Irwin, 2009). Em termos taxonémicos, pertencem ao
filo Apicomplexa, um antigo ramo da linhagem Eucariota caracterizado pela presenga
de um complexo apical e um citoesqueleto Unico (Chauvin et al., 2009) e ordem
Piroplasmida que inclui a Familia Babesiidae, onde se enquadra o género Babesia, € a

familia Theileriidae que inclui os generos Theileria, Rangelia e Cytauxozoon.

INFRAFILOApicomplexa (Levine, 1970)(Cavalier-Smith et al., 2015)
SUPERCLASSE Sporozoa (Leuckart, 1879)(Ruggiero et al., 2015)
CLASSE Coccidiomorphea (Doflein, 1901)(Ruggiero et al., 2015)
SUBCLASSE Hematozoa (Vivier, 1982)(Ruggiero et al., 2015)
SUPERORDEMAconoidia (Cavalier-Smith, 2014)(Ruggiero et al., 2015)
ORDEM Piroplasmida (Wenyon, 1926)(Ruggiero et al., 2015)

FAMILIA Babesiidae (Poche, 1913)(Levine, 1982)

GENERO Babesia (Starcovici, 1893)(Levine, 1982)

ESPECIE Babesia vogeli (Reichenow, 1935)

2.3 Distribuicdo geogréfica

As espécies desse género estdo largamente distribuidas pelo mundo todo. A
espécie Babesia canis se encontra na Europa, a B. Rossi estd presente no continente
africano com relatos na Africa do Sul, Nigéria e Sud&o, a B. gibsoni tém casos relatados
em Vvarios paises inclusive no Brasil, no Rio Grande do Sul (Braccini et al, 1992), Séo
Paulo (Lucidi et al., 2004) e Parana (Trapp et al, 2006). A B. vogeli é a espécie
infectante de cdes mais distribuida pelo mundo. Existem diversos relatos nas regides
tropicais e subtropicais se estendendo para regides mais frias aonde pode ser confundida

com a B. canis (Irwin, 2009).

Existem raros relatos de outras espécies de Babesia infectando cées diferente das
espécies acima, como por exemplo B. conradae, foi descrita na Califérnia nos EUA
(Kjemtrup et al., 2006), B. microti-like(Theileria annae) reclassificada por Baneth et al.
(2015) como B. vulpes foi relatada no Noroeste da Espanha (Miré et al., 2015) e na
Suécia (Falkeno et al.,, 2013), B. caballi, piroplasmida que infecta equinos foi

encontrada em esfregaco sanguineo proveniente de cdo doente na Croacia (Beck et al.,
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2009) e também na Franca (Fritz, 2010). Existem ainda duas Babesia spp. consideradas
espécies diferentes das ja descritas que ndo nomeadas na América do Norte
(Birkenheuer, 2012) e Gra-Bretanha (Solano-Gallego et al., 2016).

Foram também reportados esporadicamente, infecbes por Theileria equi
diagnosticados por PCR, em cées no Brasil (Silva et al., 2006) e na Franca (Fritz et al.,

2010); infeccBes por Theileria annulata, (Criado-fornelio et al., 2006).
2.4 Morfologia

Babesia spp. sdo morfologicamente classificados como piroplasmas grandes
(Medindo 3,0 - 5,0 um), ou pequenos (1,5 - 2,5 um). B. canis, B. vogeli e B. rossi séo
piroplasmas grande (2,4 um X 5 um), piriformes ou ovais que normalmente sdo
encontrados aos pares dentro das hemacias, apresentando oito ou mais merozoitos
(Shoeman, 2009). B. gibsoni é um piroplasma pequeno (1 pum X 3.2 um) comumente

observados individualmente em formas circulares ou piriformes (Birkenheuer, 2012).
2.5 MEIOS DE TRANSMISSAO

O meio de transmissdo da doenca é através da picada do carrapato. Entretanto,
para algumas espécies de Babesia spp., como a B. gibsoni, acredita-se que a transmissao
ndo estd associada somente ao carrapato. Essa transmissdo pode ser por contato direto
atraves de brigas (Jefferies et al., 2007; Yeagley et al., 2009), coito ou transmissdo
transplacentaria entre animais infectados e ndo infectados. Este argumento pode
explicar a presenca de infeccdo em é&reas onde falta carrapatos para executar a
transmissdo. As espécies de carrapatos que realizam a transmissdo estdo associados a

localizacdo geogréafica, como € evidenciado na tabela 1.

Tabela 1. Distribuicdo geografica dos agentes patogénicos e dos seus

respectivos vetores. Adaptado de Solano-Gallego et al., 2011.

Agente Localizacao geografica Carrapato
patogénico
Babesia canis Areas tropicais e subtropicaisdo Dermacentor reticulatus
mundo todo

Dermacentor marginatus
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Rhipicephalus sanguineus

Babesia vogeli Areas tropicais e subtropicais do  Rhipicephalus sanguineus
mundo todo
Babesia rossi Africa Haemaphisalis leachi

Babesia gibsoni  Africa, Asia, América do Norte, Haemaphisalis bispinosa,

Europa, Oriente Médio e no sul do
Haemaphisalis longicornis

Brasil
Rhipicephalus sanguineus
Babesia California, Estados Unidos Rhipicephalus sanguineus*
conrodae
Babesia microti-  Espanha, Croacia, América do Ixodes hexagonus* Ixodes
like  (Theileria Norte ricinus?* R. sanguineus
annae)

*Falta confirmacdo experimental.
2.6 Ciclo de vida do parasita

O ciclo deste parasita no carrapato ocorre de forma similar independente das
espécies. Durante o repasto sanguineosao liberados esporozoitas da glandula salivar dos
carrapatos infectados os quais entram na corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado.
Essas formas infectantes entram por endocitose nos eritrocitos e se transformam em
trofozoitas intraeritrociticos.O trofozoita inicia o processo de reproducdo assexuada
também chamada de merogonia. Os merozoitas resultantes desse processo rompem a
membrana plasmética das hemacias e infectam novas células. Dentro do novo eritrocito,
0 merozoita pode dar inicio a um novo ciclo de reprodugdo assexuada ou formar
gametdcitos masculinos ou femininos. Quando um novo carrapato ndo infectado subir
neste animal para se alimentar,ele ingerird células sanguineas infectadas e no trato
gastrointestinal do carrapato se iniciard a reproducdo sexuada (gametogonia), onde 0s
gametdcitos se fundem formando o zigoto. O zigoto se diferencia em uma forma movel

chamada de oocineto que invade o epitélio intestinal onde se inicia a esporogonia. Os
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esporocinetos resultantes dessa Ultima fase rompem a célula intestinal e atraves da
hemolinfa sdo transportados para varios tecidos do carrapato principalmente glandulas
salivares e para o ovario onde ocorre a infec¢cdo transovariana(Figura 1) (Monteiro et al.
2017).

Merozoitas

)
/ 4
Q Mamfteros Gametdcito
Carrapato
Transmissao
transestadial
Esporozontasv Giandula salivar Transmiss&o Gametogonia
transovariana
Merozoxtas Gametdcite
Ovos &
(Larvas, ninfas / &
ou adultos) 'A 7
@ + Esporocinetos ! }
»4/ P i
Esporogonia R 7a
it
/ Gametas
frn)
> @R 7
Esporogonia Oocineto

Figura 1: Ciclo biolégico de protozoarios do género Babesia spp.(Monteiro,
2017)

2.7 Patogénese

A patogéneseinicia-se N0 momento que 0s esporozoitas se aderem a superficie

eritrocitaria. As hemacias infectadas incorporam esses organismos por endocitose e este
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processo induz a opsonizagdo como resposta imunitaria do hospedeiro vertebrado o que
estimula a retirada desses eritracitos pelo sistema mononuclear fagocitario. Desta forma
as espécies de Babesia spp., em modo geral, causam uma anemia hemolitica
multifatorial(Solano-Gallego & Baneth, 2011). Como consequéncia a grande destruicdo
eritrocitaria é possivel observar hemoglobinuria, hemoglobinemia, bilirrubinuria e

bilirrubinemia.

Acredita-se que trombocitopenia nos casos de babesiose esté relacionada com a
imunidade, sequestrosesplénicos e consumo intenso de plaquetas e devido a injarias no

sistema vascular.

O baco tem uma importante funcdo no combate contra a babesiose (Homer et al.,
2000). Em casos de animais e até mesmo pessoas esplenectomizadas é observado que a

enfermidade tende a ser grave e possui alta fatalidade.

A severidade da babesiose em cées e gatos varia entre infec¢bes subclinicas,
anemia moderada ate faléncia multipla de 6rgdos e morte (Irwin, 2009).

Fatores relacionados aos hospedeiros vertebrados como idade, raga, nutrigéo,
imunidade e a presenca de coinfec¢do sdo muito importantes para o progndstico da
doenca (Irwin, 2009). A espécie infectante e a sua viruléncia sao fatores relacionados ao
parasita que s&o significativos para o desenvolvimento da infeccgéo.

2.8 Sinais Clinicos

A doenca pode manifestar-se sob as formas subclinica, aguda, hiperaguda e
cronica, sendo que filhotes sdo mais sensiveis e corriqueiramente apresentam as formas
mais graves da doenca (Breitschwerdt, 1993). Os sintomas mais frequentes séo febre,
anemia hemolitica, hemoglobindria, ictericia, esplenomegalia, hepatomegalia, tecidos
amarelados a escurecidos. Os sinais clinicos variam de acordo com a espécie infectante
e a cepa. O diagndstico baseado nos sinais clinicos sem a confirmacdo de testes
laboratoriais ndo é confiavel visto que nenhum dos sintomas é patognomonico, pelo

contrario, estes podem se apresentar em qualquer doenga.

2.9 Deteccéo Laboratorial
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A deteccdo de Babesia spp. foram, durante muito tempo, baseados apenas na
morfologia do parasita identificada nos exames citologicos. Essa é uma técnica muito
barata, rapida e econébmica de deteccdo. Porém, com o0s avancos da ciéncia e o
desenvolvimento de formas mais sensiveis e especificas, as inclusdes de novos métodos

de detecgdo foram incluidas no processo de concluséo dos casos suspeitos.
2.9.1 Exame Citopatoldgico

Na rotina clinica o diagndstico citoldgico é amplamente utilizado uma vez que a
presenca de formas evolutivas intracitoplasmaticas pode ser observada em esfregacos de
sangue periférico. A citologia ainda é muito utilizada no mundo todo como o primeiro
método empregado em casos de suspeita de babesiose. Em estudos epidemiolégicos
essa técnica é utilizada como um método de triagem. O modo de execucdo é feito
baseada nas buscas de formas intraeritrocitarias no esfregaco sanguineo. A possibilidade
de se encontrar o parasito se eleva muito nos casos agudos, quando a parasitemia € alta,
principalmente quando o sangue é obtido a partir da ponta da orelha (O'Dwyer &
Massard, 2002). A deteccdo de formas evolutivas ¢ dificultada em cdes com infeccdes
crénicas ou subclinicas, pois nestes casos, a parasitemia € baixa (Boozer & Macintire,
2003). Apesar das grandes vantagens de ser simples, rdpida e barata, essa técnica
apresenta algumas desvantagens. A microscopia Optica apresenta pouca sensibilidade na
deteccdo do parasita (Vidotto & Trapp, 2004; Dantas-Torres & Figueredo, 2006). Além

disso, ndo é capaz de distinguir espécies e subespécies de Babesia spp.
2.9.2 Sorologia

Os testes soroldgicos sdo indicados nos casos 0s quais € necessario identificar
pacientes assintomaticos e detectar infec¢bes cronicas quando o nivel de parasitemia
geralmente esta baixo ou ndo detectavel no esfregaco de sangue periférico. Apesar, da
sorologia ser considerada um meétodo com alta sensibilidade, sua especificidade é
considerada de moderada a baixa para detec¢do de anticorpos contra Babesia spp. em
caes. Este fato justifica a grande quantidade de reacOes cruzadas que ocorrem entre
Babesia spp. e outros hemoparasitas (Zanette et al., 2014). Além disso, falso-negativos
podem ocorrer em infeccBes hiperagudas, visto que 0s anticorpos s6 se manifestam com
8 a 10 dias de infeccdo (Boozer & Macintire, 2003). Outro ponto relevanteé que caes

tratados contra Babesia spp. podem apresentar soropositividade por longos periodos.
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Desta forma, € impossivel diferenciar infec¢fes agudas e crénicas pela Sorologia (Irwin,
2009). Os testes soroldgicos mais empregados sdo a reacdo de imunofluorescéncia
indireta (IFI) e o ensaio imunoenzimatico indireto (ELISA). A técnica IFI tem sido
amplamente indicada como teste soroldgico de referéncia parababesiose por mais de 30
anos (Irwin, 2009). Entretanto, em estudos realizados por Furuta et al. (2009) foi
realizada uma comparacgéo entre os testes de ELISA e IFI onde foi observada maior
incidéncia de babesiose no teste de ELISA (67%) que no teste de IFI (59%).

2.9.3 Testes moleculares

A reacdo em cadeia polimerase (PCR) é um dos testes moleculares mais
empregados em confirmacdes de diagnosticos feitos pelo mundo. O seu
desenvolvimento € considerado uma grande revolucgdo tecnoldgica que impactou uma
série de mudancas na ciéncia e nos métodos diagndsticos de doengas infecciosas. Essa
técnica é baseada na replicacdo enzimatica in vitro de sequéncias especificas do DNA
alvo que sdo guiadas por iniciadores oligonucleotideos, conhecidos como primers,
resultando na geracdo de um numero exponencial de cdpias dessas sequéncias. Essa
técnica foi desenvolvida na Cetus Corporation, California, pelo Dr. Kary Mullis em
1983. A reacdo de cadeia polimerase consiste em ciclos repetidos de desnaturacdo das
fitas duplas de DNA, hibridacdo dos oligonucleotideos iniciadores nos alvos de fita
simples e a confeccdo de uma nova fita complementar por uma DNA polimerase
(Verlengia, 2013).

A caracteristica singular de producdo exponencial de produtos especificos por
meio de ciclos repetidos confere alta sensibilidade a técnica, viabilizando a deteccéo de
quantidades muito pequenas de DNA. Além disso, o uso de oligonucleotideos
iniciadores especificos para cada finalidade garante a alta especificidade da técnica.
Essas peculiaridades da PCR associadas as mais variadas modificacdes e inovacoes
agregadas ao modelo original ao longo dos anos tém expandido as fronteiras do campo
de aplicacdo da reacdo de cadeia polimerase (Verlengia, 2013).

As técnicas de biologia molecular tém assumido grande importancia na deteccao
de varias espécies de microrganismos em vetores e hospedeiros. A reacdo em cadeia da

polimerase esté facilitando o diagndstico das doencas infecciosas e tem auxiliado na
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classificacdo taxondmica destes e de outros agentes. A PCR teve grande impacto na
historia da classificacdo taxonémica de Babesia spp. que acometem os cées.

O primeiro relato da literatura que explicita a infeccdo por Babesia spp. em cées
foi feita por Piana e Galli-Valerio (1895). Posteriormente, em 1935, Reichenow
observou diferengas sutis na morfologia deBabesiaspp. que infectavam o0s cdes
observados por ele quando comparados com a classica cepa europeia B. canis e decidiu
nomear como uma nova espécie chamada de B. major. Entretanto, esse termo jé esta
sendo utilizado e, em 1937, Reichenow renomeou a espécie como B. vogeli. Apesar do
termo ter sido criado, o0 mesmo foi evitado por muitos anos porque faltavam evidencias
que alicerceassem o fato de serem duas espécies diferentes. O mesmo ocorreu com a
espécie B. rossi,descrita pela primeira vez como Piroplasma rossi por Nutall (1910).Por
esse motivo, Uilenberg et al. (1989) propos a divisdo da espécie B. canis em trés
subespécies:B. canis canis, B. canis vogeli (Reichenow, 1935) e B. canis rossi (Nulttal,
1910).Com o advento das técnicas moleculares, a discussdo sobre o sistema taxonémico
dessas espécies voltou a ser pauta. Apesar da introducdo desses novos dados, essas
espécies permaneceram até recentemente como subespécies da B. canis. Com as
inovacbes na PCR e os estudos filogenéticos surgiram novos dados baseados nas
sequencias genéticas de cada parasita agregando novas evidenciasna diferenciacdo das
trés espécies (Carret et al., 1999; Passos et al., 2005).

Além de trazer novos dados genéticos importantes para taxonomia, a PCR se
mostra uma ferramenta promissora para deteccdo do parasita em amostras clinicas
(Birkenheuer et al., 2003a). Birkenheuer et al. (2003b) afirmam que para se estabelecer
0 correto progndstico e delinear a terapéutica mais adequada é essencial a determinacéo
de qual genotipo esta causando a infeccdo. Em adicdo, a PCR pode ser usada para

monitorar o tratamento da doenca.

Ao longo, dos anos muitas variaveis da PCR foram utilizadas nos estudos
moleculares de Babesia spp. A PCR convencional foi amplamente explorada, essa
reacdo foi associada a digestdo por enzimas de restricio em uma técnica chamada
Restriction Fragment Lengh Polymorfism (RFLP) usada para a diferenciacdo das
espécies B. canis, B. vogeli, B. ossi (Solano-Gallego et al., 2008). Além dessas duas
variagdes ja existem reagdes tipo Nested e Loop-mediated isothermal amplification

(LAMP) usadas para deteccdo dessas espécies (Miller et al. 2010). Essas variagdes
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trazem vantagens como maior rapidez e especificidade em suas deteccOes (Birkenheuer
et al. 2003; lkadai et al., 2004). Em adicdo a PCR, existe outro método molecular
descrito em estudos epidemioldgicos de hemoparasitoses em cédes e gatoschamado de
Reverse-line blot (RLB) Hybridisation (Georges et al., 2008)

Os alvos mais comumente utilizados séo regibes muito conservadas como as
subunidades nucleares ribossomais 18S, 5.8S e 28S (18S, 5.8, 28S rDNA) e duas
regides de espacos transcritos internos (ITS1 e ITS2). Também existem relatos do uso
de outros alvos como para proteina citoplasmatica 29kDa, p18 e BgTRAP (Fukumoto et
al., 2001; Fukumoto et al., 2003; Zhou et al., 2006) O gene codificante da proteina de
choque térmica 70kDa (hsp70) tem sido usado como alternativa para deteccdo de
Babesia spp. (Izzi et al. 2013). Esse gene também tem sido empregado em estudos

filogénicos das espécies de Babesia spp (Yamasaki et al. 2007).

O gene hsp70 faz parte de uma familia multigénica conservada presente em
procariotos e eucariotos (Jie et al., 1996). As hsp70 sdo proteinas menores que tem
diversas fungdes celulares atuando principalmente como chaperona o enovelamento e
transporte de proteinas recém-sintetizadas, desagregacdo de proteinas agregadas,
translocacdo membranar de proteinas secretoras e controle da atividade de reguladores
(Mayer & Bukau, 2005). Além disso sdo fundamentais em situagdes de sobrevivéncia
quando as células sdo expostas a altas temperaturas ou a um grande nimero de danos
(Kaufman, 1990). Em patégenos como Plasmodium spp., Trypanosomas spp. e
Leishmaniaspp.,foi sugerido que a proteina hsp70 tem uma participacdo crucial na
sobrevivéncia e proliferagdo no hospedeiro (Lindquist, 1996). Em estudos realizados
por Van der Ploeg (1985) sugeriram que diferenca de temperatura entre hospedeiros de
protozodarios parasitas, como por exemplo, carrapatos e bovinos pode induzir uma
resposta de choque térmico nesses organismos. Devido a essa grande importancia na
sobrevivéncia do parasita, 0 gene é bastante conservado. Esse fato foi evidenciado em
espécies da ordem Piroplasmida por um estudo realizado por Yamasaki et al. (2002).

Yamasaki et al. (2007) fez um estudo comparativo entre dois alvos muito
conservados em protozoarios, o 18S rDNA e o gene hsp70 no qual foi relatado que o
gene hsp70 tem uma maior variabilidade entre as espécies Babesia spp. que 18S rDNA.
Adicionalmente foi feito um estudo filogenético para cada alvo e seus resultados foram

comparados. Os resultados sugerem que a analise filogenética baseada no gene hsp70
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pode ser de grande valia na classificacdo das espécies de Babesia spp. e também nas
espécies de Theileria sp.

2.9.3.1 Sequenciamento

A técnica de sequenciamento € sempre empregada para a analise detalhada de
um determinado gene ou confirmacdo da deteccdo de uma espécie (Oyamada et al.,
2005). O método de sequenciamento de DNA mais utilizado é baseado no método de
Sanger, desenvolvido em 1977, também conhecido como método de terminagdo de
cadeia com didesoxirribonucleotideo trifosfato (ddNTPs), que permite determinar a
ordem exata dos nucleotideos em um segmento de DNA. Neste mesmo ano, surgiu um
segundo método de sequenciamento desenvolvido por Maxam e Gilbert conhecido
como método de degradacdo quimica. Este método foi bastante utilizado inicialmente,
porém o método de Sanger foi considerado mais simples e confere a escolha do uso de
diferentes DNA polimerases quando comparado com o método de Maxam e Gilbert. Por
esse motivo, esse método de Sanger é utilizado em larga escala hoje em dia, enquanto o

sequenciamento de Maxam e Gilbert esta desuso.

Atualmente o método de Sanger é automatizado, feito em maquinas que podem
sequenciar 96 sequencias diferentes de 500-800 pares de base a0 mesmo tempo em
algumas horas. A técnica se assemelha ao da PCR convencional. O processo consiste na
repeticdo de varios ciclos onde ocorre a desnaturacdo da dupla fita de DNA,
hibridizacdo do oligonucleotideos as fitase inclusdo de ddNTPs por uma DNA
polimerase. Os produtos da reacdo serdo analisados posteriormente por um
sequenciador automatico (Zaha et al., 2014).

2.9.3.2 Filogenia

A filogenia, também chamada de filogénese, é o termo utilizado para a cria¢do
de hipoteses de relagbes evolutivas, ou seja, relacGes filogénicas, de um grupo de
organismos. Em outras palavras, pode ser definida como uma ciéncia que visa
determinar as relagdes ancestrais entre espécies conhecidas. Esse conceito surgiu com a

teoria de Darwin e é baseada na ancestralidade entre espécies.

Com o advento das técnicas de biologia molecular, como o sequenciamento, foi

possivel realizar comparacdes filogenéticas moleculares entre espécies por meio da
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construgdo de arvores filogenéticas e a medicdo da distancia genética entre 0s

individuos.

As regibes que codificam a subunidade ribossomal (rDNA) sdo muito
conservadas mesmo apos de bilhdes de anos de processo evolutivo. Baseado nesse fato,
essas regides sao muito utilizadas como alvos para estudos filogenéticos (Woose & Fox,
1977). Apesar dessas sequencias ribossdémicas serem muito utilizadas na rotina, é
importante ressaltar que espécies podem ndo ser reconhecidas se a divergéncia ocorreu
recentemente (Fox et al., 1992; Borchiellini et al., 1998)Por isso é ideal que a analise
filogenética seja realizada em maultiplos genes em adicdo ao rDNA (Yamasaki et al.,
2007).

Muitos estudos filogenéticos foram realizados em busca do ancestral comum dos
protozoarios como Babesia spp.e Theileria spp.(Kjemtrup et al., 2000; , Inokuma et al.,
2003; Yamasaki et al., 2007).

A familia de proteinas hsp70 constitui um dos grupos mais conservado
conhecido que € encontrado em todas as espécies. No passado, 8-10 anos atras, por
causa da importancia percebida das proteinas hsp70 na estrutura celular e na sua funcao,
0 gene hsp70 foi sequenciado a partir de um grande namero de individuos procarioticos
e eucaridticas (Borchiellini et al., 1998).

Desta maneira, uma analise do gene hsp70 de individuos da ordem

Piroplasmidae seria de grande valia na classificacao filogenética.
2.10 Tratamento

O tratamento da doenca se baseia na eliminacdo do parasita, transfusdes

sanguineas e terapia de suporte (Schoeman, 2009).

As especies B. canis, B. rossi e B. vogeli sdo tratadas eficientemente com
aceturato de diminazeno ou dipropionato de imidocarb.Esses sdo os farmacos mais

utilizados no Brasil (Dantas-Torres, 2006).

Entretanto, para a espécie B. gibsoni, o aceturato de diminazeno ndo ¢ eficiente
para eliminar os parasitas (Suzuki et al. 2007). A anfotericina B exibeagdo contra B.

gibsoni, mas in vitro causou dano oxidativo em eritroctios e in vivo causou reagdes
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adversas nos rins sem a eliminacdo completa do organismo (Yamasaki et al.
2014)Birkenheuer et al. (2004) relataram que a combinagcdo de atovaquona com
azitromicina foi eficaz na eliminacao/diminuicdo dos numeros de parasitas abaixo dos
limites de deteccdo molecular sem reagdes adversasna maioria dos cdes. No entanto, o
uso isolado de atovaquona ndo é suficiente no tratamento da doencaresultando em

recidivas e resisténcia (Matsuu et al. 2004).
2.11 Importancia em saude publica

A babesiose canina ndo causa problemas de saude publica aparentes. Os riscos
de transmissdo zoondtica em pessoas imunocompetentes é desconhecido, porém
representam um risco potencial para pessoas aidéticas ou que enfrentam tratamentos
para cancer principalmente (Solano-Galego et al. 2016). Pessoas que realizaram a
remocdo total ou parcial do bago s@o relevantemente mais sensiveis que pessoas com 0
6rgdo integro. A babesiose humana é uma zoonose rara reportada nos Estados Unidos e
Europa (Solano-Galego et al. 2016). A maioria dos casos foram leves a assintomaticos,
porém pessoas esplenectomizadas foram a Obito. Existem também casos severos
causados pela espécie B. divergens reportados em pessoas esplenectomizadas que

levaram essas pessoas ao 6bito.
2.12 Profilaxia

A prevencdo da doenca tem como foco principalo controle de vetores nos
animais e no ambiente (Irwin, 2009). A profilaxia pode ser feita com o uso de
carrapaticidas e limpeza do ambiente (Dantas-Torres, 2006). Para que esse processo
tenha sucesso é necessario a inspecdo do animal seja feita regularmente em busca de
carrapatos e controle do ambiente deve ser feito rigorosamente.Além disso, €
fundamental que animais que serdo transportados para areas endémicas recebam uma

dose preventiva de parasiticida antes de serem transportados.

Uma pratica comum no atendimento clinico é a doagdo de sangue para pacientes
necessitados. Como prética geral de prevencdo de doencas € primordial o teste desse
sangue doado para hemoparasitos. Assim pode-se evitar a disseminacdo de

enfermidades como a babesiose.
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Existem algumas vacinas comerciais para prevencdo de babesiose causada pela
espécie B. canis. Na Europa, existe uma vacina conhecida como Pirodog®
(Merial)(Solano-Gallego et al, 2016). Outro exemplo existe na na Africa do Sul, uma
vacina contra B. Rossi (Nobivac Piro®) (Schoeman, 2009). Ambas induzem uma
protecdo parcial para animais recentemente expostos ao parasita. As vacinas sao capazes

de diminuir como também suavizar os sintomas clinicos.
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3. MATERIAS E METODOS

3.1. Determinacéo do Controle positivo

O sangue controle positivo foi obtido de um cédo sintomatico com inclusGes

intraeritrocitarias observada no exame citolégico como evidenciado na Figura 2.

Figura 2. Inclusdes intraeritrocitarias ovaladas de Babesia vogeli, encontradas

durante avaliacdo de esfregaco sanguineo (setas). Coloragdo Giemsa, microscopia

Optica, aumento de 1000X. (Escala: 20um).

Em seguida, o DNA Extraido foi extraido do sangue total e foi submetido a PCR
convencional descrita por Carret et al. (1998) a qual amplifica um fragmento de 400pb
da regido 18S rDNAde B. vogeli. Agua livre de Nuclease (Ambion®, Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA) e sangue de cdo nunca exposto a carrapatos foram

usados como controle negativo.
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O fragmento foi purificado com CleanSweep (Applied Biosystems®, Thermo
Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) e sequenciado. A sequéncia obteve 100%
de identidade com B. vogeli e foi depositada no GenBank com o nimero de acesso
MF459002.

Essa amostra foi submetida a hsp70-gPCR desenvolvida neste estudo e mostrou
o valor de ciclo de quantificacdo igual a 29.81 ciclos, mostrando ter aproximadamente

100 copias do gene hsp70.

3.2 Amostragem

Um total de 300 amostras de sangue foram coletadas de cdes domésticos
domiciliados nos municipios de Itaguai, Seropédica e Mangaratiba no estado do Rio de
Janeiro, através de venopuncédo cefalica, e alocadas em tubos estéreis contendo acido
etileno-amino-tetracético (EDTA). Essas amostras foram utilizadas com o objetivo de
determinar o desempenho da hsp70-gPCR comparada a hsp70-cPCR, comparar a
sensibilidade e especificidade dos genes hsp70-cPCR com 18SrDNA-cPCR.

As amostras de sangue foram aliquotadas em microtubos de polipropileno de 1,5

mL e mantidas a -80°C até o momento da extracdo do DNA total.
3.3Extracdo do DNA gendmico, quantificacao e pureza

O DNA total das amostras de sangue foi extraido conforme protocolo do
fabricante do Kit DNeasy Tissue (Qiagen, Chatsworth, CA, USA) para extracdo de
DNA. A concentracdo de DNA total nas amostras foi determinada por fluorimetria no
aparelho Qubit utilizando o kit dSDNA BR Assay. As amostras extraidas serdo ajustadas
para uma concentracdo de 100ng/uL e trés aliquotas serdo preservadas em freezer -80°C

até o momento das analises.
3.4 Desenvolvimento e otimizacao da reacdo em cadeia da polimerase
3.4.1 Desenho dos oligonucleotideos

As sequéncias de DNA dos gene hsp70 de diferente espécies de Babesia spp.e
Theilleria spp. assim como outros hemoparasitos de cdo (ex. Hepatozoon canis,
Rangelia vitalii)foram recuperados a partir do banco de dados do National Center for
Biotechnology Information (NCBI) e foram acrescentadas ao alinhamento para a

escolha de regides especificas de B. vogeli. Os oligonucleotideosforam desenhados para
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as regides alvos no software Primer Express® 3.0 (Thermo Fisher Scientific Inc.,
Waltham, MA, USA).As caracteristicas dos oligonucleotideos foram testadas usando o
software Oligo Explorer 1.2 e a especificidade dos mesmos foi testada através da

ferramenta  primerBLAST  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primerblast/e), do

software FastPCR (Kalendar et al. 2017) e através do alinhamento de sequencias de
DNA no programa MEGA 7.0.

3.4.2 As reacOes

As amostras de DNA dos cées foram submetidas a amplificacdo do gene hsp70e
da regido ribossomal 18S rDNA de B. vogeli. O protocolo das reacGes foi otimizado no
Laboratério de Sanidade Avicola. A concentracdo de cada reagente na reacdo foi
otimizada a partir da realizacdo de varios testes com concentracdes diversas. O
propdsito deste procedimento foi determinar a concentragdo minima de cada reagente
para a obtencdo de resultados satisfatdrios utilizando um DNA padrdo como controle

positivo.
3.4.3 Padronizagdo da PCR convencional

Foram realizados vérios testes para otimizacdo e padronizacdo da reacdo
proposta nesse estudo. Os oligonucleotideos iniciadores Senso
(5’GGACGTTGCTCCCCTCTCA-3’) e antisenso (5’GCTGACCTCAGAAGCG
TCAA-3’) foram testados em diferentes concentragdes (200 nM, 400 nM, 600 nM, 800
nM). Em seguida foi testado a concentracdo de Magnésio (1,5mM, 2mM, 2,5mM,
3mM, 4mM), as concentracdes de dNTPs (200nM, 300nM, 400nM), as concentragdes
de TAQ (0,5U, 1U,1,25U, 1,5U) e por ultimo a concentracdo de DNA (100ng/uL,
200ng/ul, 300pL)As reacbes foram padronizadas em volume final de 25uL contendo:
0,5 U de TAQ DNA polimeraselnvitrogen®; 1x Tampao (Invitrogen®,Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA); 3 mM de MgCI; (Invitrogen®, Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA); 0,2 mM de dNTPs (Invitrogen®, Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, MA, USA) (cada); 0,2 uM de oligonucleotideos (cada) e
300ng/pL de DNA total extraido de sangue de cdo. Agua livre de Nuclease (Ambion®,

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA)) foi usada como controle negativo.

As condicOes de termociclagem foram otimizadas no equipamento Veriti®
(Applied Biosystems®, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) . Para

determinar a temperatura 6tima de anelamento dos primers um PCR com gradiente de
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temperatura foi realizado tomando como referéncia a temperatura média de dissociacao
dos primers com variacdo de +5°C. Os tempos de desnaturacdo, anelamento/extenséo
foram norteados com base no tamanho do produto de PCR e no seu contetdo de CG. As
condicdes de termociclagem foram padronizadas em trés estagios: primeiro estagio:
94°C por 3min segundo estagio: 35 ciclos de 94°C por 30s, 60°C por 30s e 72°C por
40s e terceiro estagio: 72°C por 5min. Os produtos da PCR foram submetidos a
eletroforese em gel de agarose a 2%, em tampé&o de corrida TAE, durante 60 minutos, a
5V/cm. Os géis foram corados em brometo de etideo e visualizacdo dos produtos
amplificados sob luz UV, através de transiluminador (Eletronic UV Transilluminator, L-
PIX TOUCH®)

3.4.4. Padronizacdo da PCR em tempo real

Os oligonucleotideos iniciadores selecionados amplificaram um fragmento de
118pb do gene Hsp70 de B. vogeli: senso BvgF (5-GCTGGTGACACCCACCTT-3) e
anti-senso BvgR (5'CAACAAGCGTGCCCTCC-3"). A sonda desenhada foi a Bvqg (5'-
NED-CCTCCTCGTTGAGCACT-MGB-3 ). Para otimizar as concentragdes de primers
e sonda foram geradas curvas padrdes utilizando o DNA de controle positivo como um
molde. Uma matriz de concentracdo foi realizada para determinar a concentracdo de
primer minima idealnecessaria para obter o menor ciclo de quantificacdo (Cqg) com sinal
maximo de fluorescéncia de acordo com a linha de base (ARn) e auséncia de picos
inespecificos de temperatura de dissociagdo em comparacdo com o controle positivo.
Um experimento foi realizado com trés repeticdes de cada uma das 16 condicOes
estabelecidos para o teste de concentracdo de acordo com protocolo comercial como é

possivel observar na Tabela 2.

Tabela 2. CombinacGes das concentracGes de oligoiniciadores para otimizacdo da
Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real (QPCR) para detec¢do de Babesia

vogeli.

Anti-senso

Oligonucleotideo
iniciador 200 Nm 400 Nm 600 Nm 800 Nm

200 nM 200/200 Nm 200/400 Nm 200/600 Nm  200/800 Nm

Senso

400 nM 400/200 Nm 400/400 Nm 400/600 Nm  400/800 Nm
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600 nM 600/200 Nm 600/400 Nm 600/600 Nm  600/800 Nm

800nM 800/200 Nm 800/400 Nm 800/600 Nm  800/800 Nm

As reacOes foram executadas em um volume total de 12ul, compreendendo:
1x 1X Syber Green PCR Master Mix (Applied Biosystems; Thermo Fisher Scientific
Inc., Waltham, MA, USA) e 3ul (100ng/uL) de DNA de B. vogeli utilizando as
seguintes condicOes de termociclagem: 95 °C durante 10 min, 40 ciclos de 95°C durante
20s, 60°C durante 1min. Uma curva de dissociacdo foi gerada para verificar a
especificidade das amplificacdes e a formagéo de dimeros. .

Apobs a padronizacdo das concentragBes de primers, a concentragdo Otima
sonda foi determinada. A sonda foi marcada na extremidade 5° com o “reporter-dye”
NED e na extremidade 3’ com o “quencher” minor groove binder (MGB). Ensaios de
sonda foram executados com 3 repeti¢des para cada concentracdo (50 nM, 100 nM, 150
nM, 200 nM e 250 nM).A PCR para determinar a concentracdo6tima da sonda foi
realizada em um volume final de 12ul, compreendendo 1x TagMan Universal PCR
Master Mix (Applied Biosystems; Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA),
800 nM de cada iniciador, 3ul (100ng/ul) de DNA de B. vogeli, e a respectiva
concentracdo da sonda. A selecdo da concentracdo Otima de sonda para a qPCR foi
baseada no resultado de menor Cq e maximo ARn obtidos no ensaio de deteccdo do

alvo.

3.4.5 Cuidados para evitar contaminacdes

Para evitar problemas de contaminacdo, os processos de extracdo do DNA,
preparo do mix de reagentes, adicdo do DNA as reacOes e eletroforese em gel de
agarose seguido de visualizacdo dos resultados foram realizados em ambientes
diferentes respeitando um fluxo unidirecional. Além disso, o preparo da mistura da PCR
foi realizado em cémara de fluxo laminar vertical (Trox® technik) utilizando um
conjunto diferente de pipetas de precisdo e de ponteiras descartaveis com filtro e
estéreis (Applied Biosystems®, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA).

3.5 PCR convencional com alvo na regido ribossomal 18S rDNA
As mesmas amostras testadas pela cPCR com alvo no hsp70 foram submetidas a

cPCR, baseado na descri¢do de Martin et al. (2006) usando oligonucleotideos
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iniciadores com alvo no gene 18S rDNA. Os produtos amplificados foram submetidos a
eletroforese em gel de Agarose a 2%. A eletroforese teve duragdo de 60 minutos a 75
volts (5V/cm), em seguida os géis foram corados com brometo de etidio e visualizado
sob luz wultravioleta em sistema de fotodocumentacdo L-PIX Touch (Loccus

Biotecnologia).

3.6 Avaliacdo do desempenho da técnica
3.6.1 Andlise da especificidade analitica da técnica

A especificidade do ensaio foi analisada usando material genético de outros
hemoparasitas transmitidos por carrapatos tais quais: Babesia bovis, Babesia caballi,
Theileria equi, Rangelia vitalii, Hepatozoon canis, Anaplasma platys, Anaplasma

phagocytophilum, Anaplasma marginale, Ehrlichia canis, Ehrlichia chaffensis.

A espécie A. phagocytophilum foi obtidaa partir de cultura celular. O DNA de A.
phagocytophilum foi submetido a gPCR (Santos et al., 2011), e através desta técnica foi
quantificado de acordo com a equacdo gerada pela curva padréo [f(x) = -3,38x + 37,52],
considerando o Cq 18,77, totalizando 352644,63 cdpias.

A amostra positiva para E. canis também foi submetida a reacdo de gPCR
(Baneth et al., 2009), e através desta técnica foi quantificado de acordo com a equacéo
gerada pela curva padréo [f(x) = -4,74x + 50,84], considerando o Cq 21,10, totalizando
1880449,19 copias.

O DNA de A. marginale eB. bovis foram obtidos a partir de amostras de sangue
proveniente de um bovino naturalmente infectado; A. platys e H. canis obtidos de
amostras de sangue de caes naturalmente infectados(Da Silva et al. 2016; Otranto et al.,
2011); R. vitalli foi obtida de um céo naturalmente infectado (Lemos et al. 2012); B.
caballi e T. equi foram obtidos de uma amostra de sangue de equino naturalmente
infectado(Kim et al., 2008). Todas as amostras de sangue foram obtidas de animais com
alta parasitemia, em fase aguda, com infeccdo diagnosticada através de microscopia e

confirmada através de ensaio molecular especifico.

Andlise “in silico” usando o algoritmo primerBLAST (NCBI, Bethesda DM,
EUA) como ferramenta, permitiu observar que os oligoiniciadores desenhados nesse

estudo ndo foram especificos para 0 DNA de B. canis, B. rossi, B. gibsoni, B. vulpes, B.
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conrodae, Hepatozoon americanum do cdo, além de outras espécies como B. divergens

e B. bigemina.
3.8.2 Analise da sensibilidade analitica da técnica

A sensibilidade analitica da qPCR foi avaliada através do uso de dilui¢bes
decimais seriadas do amplicon. Foram delineados novos primers limitantes de uma
regido maior que continha o fragmento-alvo ao centro. O produto dessa PCR foi
purificado e submetido a reacdo desenvolvida neste estudo. Esse produto também foi
purificado e quantificado. Para determinar o nimero de cdpias de cada ponto da dilui¢éo

foi imprescindivel realizar o calculo de estimativa conforme a equacéo a seguir:

6,02 x 107 (cdpias por mol)x Concentracio de DNA (g)

Numero de copias =
tamanho do alve (pares de base)x 660 (g/mol/bp)

O nGmero de copias variou de 1 a 1 x 10°® por pL, com sete séries de diluicdes
separadas realizadas para cada ponto da curva em triplicata. A regressdo linear,
juntamente com o coeficiente de determinacdo (R?) formado apds a determinagéo de
cada ponto da curva, pode ser utilizado para avaliar se o ensaio de qPCR foi otimizado.
A eficiéncia de cada reacdo foi determinada considerando o slope da curva padrdo
usando a seguinte formula: [Eficiéncia = 1000 _ 1] (SVEC et al., 2015).

3.8 Purificacdo de fragmentos de DNA amplificados por PCR para

sequenciamento

A purificagdo dos produtos de PCR foi realizadoutilizando o kit CleenSweep
(Applied Biosystems®) de acordo com as recomendagfes do fabricante. As amostras

foram conservadas a -20°C até a préxima etapa.
3.9 Sequenciamento e analise filogenética

Todas as amostras positivas foram purificadas e sequenciadas para o gene hsp70
e 18S rDNA pelo método Sanger (Sanger et al, 1977). O sequenciamento foi realizado
utilizando o método de Sanger com equipamento de analise de DNA ABI 3730 (Applied
Biosystems, Perkin Elmer, CA, EUA) (Sanger et al., 1977).0 algoritmo BLAST
disponivel em (http: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) foi utilizado para avaliar a
identidade das sequéncia fornecidas pelo sequenciamento. As sequencias obtidas nesse

estudo foram alinhadas com outras sequencias da ordem piroplasmida presentes no
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GenBank para o gene hsp70usando o algoritmo Clustal W no programa MEGA 7.0. A
reconstrucéo filogenética foi realizada com base no método de méaxima verossimilhanga
e a distancia entre os pares foi calculada com o modelo de substituicdo de nucleotideo
GTR + G + | para 0 gene hsp70 e os parametros de Kimura-2 para sequéncias del8S
rDNA (Tamura et al. , 2013). Os modelos foram selecionados com base no critério de
informacdo de Akaike (AIC), corrigido com o ModelTest no software CLC Main
Workbench 7.8.1 (Posada e Crandall, 1998). Para andlise de confiangca dos grupos,
utilizamos um teste bootstrap com 1000 pseudoreplicados. As sequéncias 18S rDNA
(AY963172) e hsp70 (AJ243513) de Plasmodium berghei foram utilizadas como
outgroups para andlises filogenéticas. Essas analises foram realizadas usando o software
MEGA 7.0 (Tamura et al., 2013).

3.10 Andlise estatistica

O teste de McNemar a um nivel de significancia de 5% foi usado para medir as
proporcOes de desacordo entre qPCR e cPCR visando o gene hsp70 e avaliar o
desempenho do DNA de 18S e genes hsp70 usando cPCR para deteccdo molecular de
B. vogeli (Medronho, 2009). Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o
software BioEstat 5.0 (Ayres et al., 2007).

3.11 Considerac0es éticas

Estes procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica no Uso de Animais
da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro-UFRRJ (CEUA-UFRRJ) sob o
numero 3915240616.

4. RESULTADOS

O software Oligo Analyzer mostrou pouca forca de atracéo entre os iniciadores e
sonda e auséncia de auto-dimerizacdo durante a anélise das caracteristicas apresentadas
pelos oligonucleotidos desenhados para qPCR.

Os iniciadores e a sonda foram projetados para amplificar especificamente B.
vogeli. A sonda (que tem alta estringéncia) se liga especificamente apenas a sequiéncia

de B. vogeli, assim como o iniciador reverso (Figura 3).
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Figura 3. Alinhamento das espécies de Babesia que acometem o0s caes.

O ensaio do SYBR green proporcionou a concentracdo ideal para os iniciadores

BvgF e BvgR a 800 nM, que atingiu um Cq de 27,77 ciclos no controle positivo e ARn
(1,886). Ao verificarmos a curva de dissociagdo observou-se que nesta concentragdo nao
ocorreu nenhum pico de dimerizacdo, como pode ser observado na Figura 3. A

concentracdo ideal da sonda foi de 250 nM, atingindo um valor Cq médio de 27,77
ciclos no controle positivo e um ARn maior com o minimo Cq.
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Figura 4: Curva de dissociacao do fragmento de 118 pares de base do gene

hsp70 de Babesia vogeli amplificado pela Reagao em Cadeia da Polimerase em tempo
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real (gPCR) utilizando oligonucleotideos na concentracdo de 800nM.

A curva padrdo criada mostrou um limite de deteccdo de 10 copias de alvo
contendo o gene hsp70 de B. vogeli (Figura 5). O coeficiente de determinacéo foi 0,998,
0 que € muito proximo do Otimo ideal tedrico 1,0. A eficiéncia da reacdo foi de
100.30%, que esta dentro da faixa fornecida pelas diretrizes da Minimum Information
for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments (MIQE). Os seis pontos de
diluicdo testados apresentaram um Cq variando de 21,64 ciclos na primeira dilui¢do (1 x
106 copias de alvos) para 38,26 ciclos na ultima diluicdo (10 copias de alvos) (Figura
5). Portanto, este ensaio pode ser usado para estimar o nimero de copias do gene e, por

extensdo, a porcentagem de parasitemia em amostras clinicas.
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Figura 5. Curva padrdo plotada a partir de dilui¢cdes decimais em série do amplicon,
contendo o gene hsp70 de Babesia vogeli. O valor do ciclo de quantificacdo (Cq) obtido
pela reagédo em cadeia da polimerase em tempo real usando a tecnologia TagMan foi

plotado como uma funcdo do nimero inicial de copias alvo.

Quando outros patogenos foram testados, apenas B. vogeli foi amplificado. Em
todos os ensaios de especificidade utilizando outros agentes patogénicos foram usados
controles padrdo com abundancia de microrganismos.

Em relacdo ao cPCR desenvolvido neste estudo com alvono gene hsp70, as
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condigcdes de termociclagem padronizadas foram: desnaturacdo inicial a 95°C por
10min; 40 ciclos de 95°C por 60s, 60°C por 30s e 72°C por 45s; anelamento final a
72°C por 3min. a reagdo final foi padronizada em um volume total de 25 pL, contendo:
0,2 uM de oligonucleotideos (cada), dNTPs 0,2 mM, 1x tampéo de polimerase de DNA,
3mM MgCly, 0,5 U de DNA polimerase e 100 ng / uLL de DNA extraido de sangue total
de cachorro. O limite de deteccdo foi de 100 copias de genes. Quando 0 ensaio de
especificidade foi realizado, apenas B. vogeli foi amplificado. O cPCR descrito
anteriormente com alvo no 18S rDNA também mostrou um limite de deteccdo de 100
copias.

Quando o método hsp70-gPCR foi aplicado as amostras, 15,66% (n = 47/300)
foram positivos, enquanto apenas 8,66% (n = 26/300) foram positivos ao usar hsp70-
cPCR. O valor médio de Cq observado em amostras positivas foi de 30,05, variando de
21,81 a 38,29 ciclos. De acordo com a equacdo gerada pela curva padrdo, a faixa
dindmica linear de copias de B. vogeli variou de 18,92 a 1,919,254,33 cOpias com
valores Cq de 38,26 e 21,64, respectivamente. Todas as amostras positivas no hsp70-
cPCR foram positivas ao usar hsp70-gPCR. No entanto, hsp70-cPCR ndo detectou o
fragmento alvo em 44,68% (n = 21/47) das amostras positivas identificadas usando
hsp70-gPCR. O teste de McNemar mostrou uma diferenca significativa com um valor
de p <0,0001 favorecendo qPCR (Tabela 1). A sensibilidade e especificidade de hsp70-
gPCR em relacdo a deteccdo de B. vogeli por hsp70-cPCR foi de 100%. No entanto, o
valor preditivo positivo (PPV) e o valor preditivo negativo (NPV) do teste hsp70-gPCR
em relacdo a deteccdo B. vogeli pelo teste hsp70-cPCR foram 55,32% e 100%,

respectivamente.

Tabela 3.Andlise dos pares discordantes entre os resultados da reacdo em cadeia
da polimerase em tempo real (QPCR) e reacdo em cadeia da polimerase convencional
(cPCR) com base no gene da proteina de choque térmico 70 kDa (hsp70) para deteccdo

molecular de Babesia vogeli em cées.

gPCR

cPCR Positivo Negativo Total

Positivo 26 0" 26

*

Negativo 21 253 274

*p< 0.0001 indica desacordo significativo entre hsp70-cPCR ehsp70-gPCR pelo teste de McNemar.
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O 18S rDNA-cPCR apresentou 8,66% (n = 26/300) de amostras positivas, assim
como o0 hsp70-cPCR padronizado neste estudo. Os genes 18S rDNA e hsp70 foram
capazes de detectar B. vogeli com a mesma sensibilidade (96,15%) e especificidade
(99,63%). O teste de McNemar ndo mostrou diferenca significativa (p> 0,05) (Tabela
3). Todas as amostras positivas do cPCR dos genes 18S rDNA e hsp70 foram
sequenciadas. Os pontos positivos encontrados no hsp70-cPCR tém uma identidade de
99% com B. vogeli. As sequéncias encontradas pelo 18S rDNA-cPCR também
apresentaram 99% de identidade de B. vogeli. No entanto, uma das amostras
encontradas com o rDNA-cPCR 18S foi um falso positivo e mostrou no algoritmo
BLAST 100% de cobertura com 96% de identidade para R. vitalii.

Tabela 4. Analise dos pares discordantes entre os resultados das sequéncias da
regido ribossémica 18S (18S rDNA) e da proteina de choque térmico 70 kDa (hsp70)
usando PCR convencional para a detec¢do molecular de Babesia vogeli em cées.

hsp70
18S rDNA Positivo Negativo Total
Positivo 25 1* 26
Negativo 1* 273 274

*p>0.05 indica que ndo existe diferenca significativa entre os genes 18S rDNA and hsp70pelo teste de
McNemar quando o PCR convencional foi usado.

A andlise filogenética revelou que as seis amostras sequenciadas para 0S genes
de hsp70 e 18S rDNA agrupadas em um unico clado com as sequéncias AB248733
(hsp70) e KT333456 (18S rDNA) de B. vogeli (Figuras 8 e 9). No entanto, quando a
reconstrucdo filogenética foi realizada com o gene hsp70, o valor de bootstrap do clado
de B. vogeli (98%) foi maior que o observado para a sequéncia de 18S rDNA(94%). Em
relacdo as Babesiaspp. que infectam cdes, o gene hsp70 agrupou essas espécies de
forma mais clara e precisa do que o 18S rDNA, uma vez que a sequéncia de B. gibsoni
agrupou-se em torno das espécies Babesia spp. que infectam cavalos (B. caballi) e
bovinos (B. divergens). A sequéncia de Rangelia sp. encontrado neste estudo foi
incluido na arvore filogenética 18S rDNA, e agrupou-se em conjunto com a sequéncia

R. vitalii com um alto valor de Bootstrap (96%) (Fig. 9).
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Babesia vogeli (AB248733)
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Figura 6. Arvore filogenética utilizando o método de maxima verossimilhanca
com sequéncias parciais do gene hsp70 de Babesia vogeli e outros Babesia spp. Os
nimeros nos ramos indicam o valor de Bootstrap com 1000 pseudorepeticdes. Apenas

as porcentagens de Bootstrap acima de 70% sdo mostradas.
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Figura 7. Arvore filogenética utilizando o método de méaxima verossimilhanca com
sequéncias parciais do gene 18S rDNA de Babesia vogeli e outros Babesia spp e
Rangelia sp. Os numeros nos ramos indicam o valor de Bootstrap com 1000

pseudorepeticdes. Apenas as porcentagens de Bootstrap acima de 70% sdo mostradas.
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5. DISCUSSAO

A especificidade e a sensibilidade do gPCR dependem fortemente do design do
primer. No presente estudo, os primers e sondas foram cuidadosamente projetados,
apresentando alta complexidade, e a sonda ndo apresentou G no terminal 5 '. A
especificidade foi avaliada através de ensaio experimental com uma variedade de
agentes patogénicos que infectam cdes de muitas areas geogréficas, apresentando
apenas amplificacGes para controles positivos de B. vogeli. No entanto, a especificidade
analitica dos ensaios nao foi testada in vitro com DNA de B. canis, B. rossi, B. gibsoni,
B. vulpes e B. conradae. A andlise de especificidade in silico realizada no software
FastPCR (Kalendar et al., 2017) e o algoritmo primerBLAST (NCBI, Bethesda DM,
EUA) demonstraram que os oligonucleotideos projetados neste estudo ndo possui regido
complementar com o gene hsp70 de B. canis, B. rossi e B. gibsoni. A analise in silico
ndo foi possivel com as espécies B. vulpes e B. conradae, uma vez que nao ha registro

na base de dados Genbank para o gene hsp70.

A curva padréo provou que o qPCR projetado neste estudo foi eficiente, preciso
e de alta sensibilidade. O ensaio foi capaz de detectar nimeros de copias de genes muito
abaixo dos que se esperariam em infeccdo clinica. O limite de deteccdo apresentado
pelo gPCR projetado neste estudo foi proximo ao mais sensivel que é teoricamente
possivel conforme descrito pelas diretrizes do MIQE (minimum information for
publication of quantitative real-time PCR experiments) (Bustin et al., 2009). A técnica
gPCR também foi considerada robusta com alta precisdo de acordo com as informaces
fornecidas anteriormente (Bustin et al., 2009). A eficiéncia mostrada foi dentro do

intervalo recomendado pelas diretrizes MIQE para gPCR (Bustin et al., 2009).

Ha evidéncias na literatura de que o gene hsp70 tem apenas uma cdpia nos
genomas de B. microti, B. bovis, Theileria annulata e Theileria parva (Jie et al., 1996).
E provavel que o mesmo ocorra para B. vogeli. Este é um fator importante para a
quantificacdo, uma vez que uma copia significa um parasita e a quantificagdo resultante
do parasita esta mais proxima da realidade. Além da confirmagdo do diagndstico, uma
quantificacdo precisa pode fornecer um prognostico confiavel e pode ajudar a monitorar

a terapia durante o tratamento.

Vérios cPCRs foram projetados com base no gene hsp70 de B. vogeli; no

entanto, apenas alguns hsp70-qPCRs séo descritos na literatura. Um qPCR multiplex
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para a deteccdo simultanea de patdgenos transmitidos por carrapatos E. canis e B. vogeli
foi desenvolvido anteriormente (Peleg et al., 2010). Apesar da alta sensibilidade, a
eficiéncia do ensaio B. vogeli foi muito baixa. O valor relatado por Peleg et al. (2010) é
menor do que o padrdo recomendado pelas diretrizes da MIQE (Bustin et al., 2009). A
eficiéncia é um dos pardmetros mais importantes de um ensaio de gPCR e também é um
indicador necessario para a quantificacdo (Svec et al., 2015). Uma alta eficiéncia é
importante para 0 processo de quantificacdo, porque confirma que o0 ensaio tem
linearidade na emissdo de fluorescéncia. As reacbes com eficiéncias deprimidas irdo
cruzar a linha de base mais tarde do que o esperado, resultando em estimativas de
quantificacdo erroneas (Kontanis e Reed, 2006). O qPCR desenvolvido pelo nosso
estudo provou ser capaz de detectar e quantificar copias de DNA de B. vogeli com
maior eficiéncia e precisdo. Uma comparacdo de marcadores moleculares revelou que
hsp70 é tdo sensivel quanto o 18S rDNA porque a sensibilidade analitica era igual para
ambos os alvos. Esses dados significam que hsp70 pode ser usado em aplicagdes
sistematicas e na triagem de doencas de uma populacdo desconhecida. Da mesma
forma, a percentagem de especificidade obtida foi a mesma para ambos os alvos. No
entanto, uma amostra apenas positiva para 0 18S rDNA obteve 96% de identidade de R.
vitalii. R. vitalii € um piroplasma muito proximo da grande Babesia spp. que infectam
caes, mas tem diferencas em seu ciclo biolégico e patogenicidade. O status de uma
espécie diferente depende da presenca intracelular adicional dentro dos macrofagos e
células endoteliais, que nunca foram relatados em Babesia spp. (Soares et al., 2011).
Este protozoario foi confundido com formas intraeritrociticas de B. vogeli antes e
também foi considerado sindnimo de B. vogeli na literatura (Moreira, 1938; Levine,
1943; Paraense e Viana, 1948; Peirce, 2000). Embora ndo seja o foco do nosso estudo,
este € o primeiro relato de um parasita intimamente relacionado com R. vitalii atuando
como parasita de cdes no sudeste do estado do Rio de Janeiro, Brasil. Todas as
sequéncias de R. vitalii de 18S rDNA depositado na base de dados GenBank foram
analisadas pelo algoritmo BLASTn e mostraram uma variabilidade de 2%. No entanto,
a sequéncia obtida neste estudo mostra uma percentagem de identidade de 96% com
outras sequéncias de genes do 18S rDNA no GenBank, sugerindo que é um parasita
intimamente relacionado com R. vitalii. A classificacdo dos piroplasmideos dos géneros

Babesia, Rangelia e Theileria ainda esta em processo de mudanca.
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6. CONCLUSAO

O gPCR desenvolvido neste estudo mostrou-se eficiente e sensivel para a
deteccdo de B. vogeli, e é capaz de quantificar copias de B. vogeli com precisdo
também. A comparacdo entre cPCR e qPCR favorece qPCR, garantindo uma alta
sensibilidade. O gPCR projetado por este estudo pode ser eficaz para rastrear sangue
doado em bancos de sangue veterinarios, confirmagdo de diagndstico e monitoramento
terapéutico. Neste estudo, concluimos que o gene hsp70 é um alvo eficiente para a
deteccdo de B. vogeli. De acordo com a andlise filogenética, o gene hsp70 € um
marcador molecular capaz de classificar Babesia spp. que infectam cdes com maior
precisdo quando comparados com o marcador de 18S rDNA. Além disso, mostrou-se
que ndo existem diferengas estatisticamente significativas nas comparagdes dos alvos
18S rDNA e hsp70, embora a discriminacdo entre espécies possa ser complicada usando
0 18S rDNA.
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RESUMO

PAULINO, Patricia Gonzaga. Deteccdo molecular e epidemiologia de Babesia vogeli
em cées domiciliados da Microrregido de Itaguai, Estado do Rio de Janeiro. 103p.
Dissertacdo (Mestre em Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterinaria, Departamento
de Epidemiologia e Saude Publica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2018.

As doencas hemoparasitarias sao frequentes em animais domésticos, particularmente no
Brasil, um pais tropical que contém uma ampla gama de vetores. Este estudo investigou
a epidemiologia das infecgdes de Babesia vogeli em cdes infectados naturalmente da
Microrregido de Itaguai, sudeste do Estado do Rio de Janeiro, Brasil. O patégeno foi
rastreado por gPCR a partir de 390 amostras de sangue total de cdes domesticados
usando o gene codificante da proteina de choque térmico 70 kDa (hsp70). As
caracteristicas relacionadas ao hospedeiro e ao meio ambiente foram coletadas usando
um questionario. A andlise bivariada foi utilizada para avaliar cada fator
individualmente. O teste de correlacdo phi foi utilizado para verificar colinearidade. As
varidveis com p <0,1 e uma correlacdo baixa ou moderada com as demais variaveis
foram selecionadas para a andlise multivariada. Foram criados varios modelos e o
melhor modelo de regressdo logistica foi escolhido usando o Critério de Informacéo
Akaike (AIC). O modelo final foi utilizado para determinar quais variaveis estavam
intimamente relacionadas as infeccdes por B. vogeli em cédes. Das 390 amostras de
sangue de cachorro, 15,66% foram positivas. As variaveis contato do gato, idade, acesso
ao abrigo, acesso de rua ou madeira, infestacdo de carrapatos e tamanho da pelo foram
incluidos no modelo final. Por anélise de regressdo logistica, trés variaveis explicaram a
infeccdo canina por B. vogeli. As variaveis, idade (odds ratio = 2,12; p-valor <0,05;
intervalo de confianca [CI]: 1,13—3,96) e infestacdo de carrapatos (OR = 2,08; p-valor
<0,05; IC: 1,10-3,93) e abrigo (OR = 2,22; p-valor <0,05; CI: 1,16—4,26), foram
determinados como associados a infecgdes por B. vogeli em cdes domiciliados no estado
do Rio de Janeiro, Brasil. Estes dados indicam que a idade do animal, a presenca de
carrapatos e a falta de abrigo afetam diretamente a epidemiologia da babesiose canina

na regido.

Palavras chave: Babesiose, estatistica, epidemiologia
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ABSTRACT

PAULINO, Patricia Gonzaga. Molecular detection and epidemiology of Babesia
vogeli in domiciliated dogs from Itaguai microrregion, Rio de Janeiro State, Brazil.
103p. Dissertagdo (Mestre em Ciéncias Veterinarias). Instituto de Veterinaria,
Departamento de Epidemiologia e Satde Pablica, Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, RJ, 2018.

Hemoparasitic diseases are prominent in domestic animals, particularly in Brazil, a
tropical country with a wide range of vectors necessitating veterinary care. This study
investigated the epidemiology of Babesia vogeli infections in naturally infected dogs
from southeast Rio de Janeiro State, Brazil. The pathogen was screened by gPCR from
390 whole blood samples from domesticated dogs using the heat shock protein 70 kDa
(hsp70) gene. Characteristics related to the host and its environment were collected
using a questionnaire. Bivariate analysis was used to evaluate each factor individually.
A phi correlation test was used to verify collinearity. The variables with p<0.1 and a
low or moderate correlation with the other variables were selected for the multivariate
analysis. Multiple models were created, and the best logistic regression model was
chosen using the Akaike Information Criterion (AIC). The final model was used to
determine which variables were closely related to B. vogeli infections in dogs. Of the
390 dog blood samples, 15.66% were positive. The variables cat contact, age, shelter
access, street or woods access, tick infestation and fur size were included in the final
model. Per the logistic regression analysis, three variables explained the canine B.
vogeli infection. The variables, age (odds ratio [OR] = 2.12; p-value <0.05; confidence
interval [CI]: 1.13—3.96), tick infestation (OR=2.08; p-value <0.05; CI: 1.10—-3.93) and
shelter (OR = 2,22; p-value <0,05; CI: 1.16—4.26), were determined to be associated
with B. vogeli infections in domiciled dogs in the state of Rio de Janeiro, Brazil. These
data indicate that the age of the animal, the presence of ticks and the lack of shelter

directly affect the epidemiology of canine babesiosis.

Keywords: babesiosis, statistic, epidemiology
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1. INTRODUCAO

Babesia vogeli é o agente etioldégico da babesiose canina. No Brasil, €
transmitido por carrapato da espécie Rhipicephalus sanguineus sensu lato (O’Dwyer &
Massard, 2002). Os sinais clinicos sdo inespecificos, porém anorexia, pirexia, petéquias,
epistaxe e esplenomegalia séo frequentemente relatados (Solano-Gallego et al, 2016).
Em relacdo a alteragbes laboratoriais sdo descritos anemia, hemoglobinuria e
trombocitopenia (Martin et al, 2006). O diagnoéstico é realizado com base nos sinais
clinicos, exames laboratoriais e analise de esfregaco sanguineo (Vilela et al, 2013).
Solano-Gallego (2016) relatam que casos crénicos ou menos virulentos podem néo ser
detectados pelo exame do esfregaco devido a sua baixa parasitemia. Este dado esta de
acordo com Miranda et al (2008) que observaram baixa frequéncia de positividade com
base no exame de esfregaco de cdes de Campos dos Goytacazes, no Estado do Rio de
Janeiro, uma cidade considerada endémica da babesiose. Em amostras consideradas
negativas, muitas vezes podem ser confundidas com outros hemoparasitos ou outras
doengas com sintomas hematoldgicos similares. Schoeman (2009) relata que, em alguns
testes citologicos, a anemia hemolitica imune mediada por imunidade pode ser
confundida com a babesiose canina. Outra questdo importante em relacdo ao exame

citologico é a incapacidade de diferenciar grandes espécies de Babesia spp.

Devido aos sinais clinicos inespecificos, bem como a alta frequéncia de falsos
negativos em esfregacos de sangue examinados por microscopia de luz, outras técnicas
de laboratério, como métodos moleculares e testes de imunodiagnostico, sdo necessarias

para confirmar a infecgéo e continuar com o tratamento (Solano-Gallego et al., 2016).

Confirmar o diagnostico de babesiose ndo é comum na prética veterinaria de
rotina. A infeccdo causada por B. vogeli € muitas vezes confundida com outros
hemoparasitas. Maciera et al. (2005) relataram que muitos clinicos no Brasil, incluindo
Rio de Janeiro, usam a presenca de apenas trombocitopenia para fazer um diagndstico
presuntivo de infeccdo por Ehrlichia canis em cées. O uso de doxiciclina isolada e
frequentemente € adotado para eliminar parasitas circulantes no sangue, especialmente
E. canis. Embora os antibioticos ndo sejam a terapia de escolha para os piroplasmideos,
Vercammen et al. (1996) relataram que a doxiciclina pode reduzir a gravidade dos sinais
clinicos na babesiose canina. No entanto, este tratamento ndo elimina Babesia spp. e a

doenca pode ressurgir. Brand&do et al. (2003) relataram que o uso de dipropionato de
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imidocarb em duas doses de 7 mg / kg, com um intervalo de 14 dias, pareceu efetivo na
eliminagdo de Babesia spp. grandes. Portanto, a ocorréncia de babesiose é muitas vezes
subdiagnosticada e sdo necessarios estudos epidemioldgicos para determinar a
frequéncia de animais parasitados em uma area especifica, bem como as variaveis
ambientais e outros fatores relacionados ao hospedeiro, levando a infecgdes por B.
vogeli em cdes (Maia et al., 2007).

No Brasil, pesquisas epidemiologicas sobre a frequéncia, bem como outros
fatores relacionados a babesiose canina, foram realizadas em areas endémicas e nédo
endémicas. Muitos destes estudos determinaram a presenca deste agente infeccioso
canino por ensaios de imunofluorescéncia indireta (RIFI) (Mrljak et al., 2017). No
entanto, estudos epidemioldgicos transversais baseados em técnicas sorologicas podem
levar ao viés temporal, uma vez que a presen¢a de anticorpos circulantes ndo indica
necessariamente uma infeccdo atual. Além disso, ha uma tendéncia para 0s testes
sorologicos sobrestimar a frequencia de protozoarios, uma vez que titulos elevados de
anticorpos circulantes podem permanecer por longos periodos (Solano-Gallego et al.,
2016). Uma variedade de ferramentas moleculares, incluindo o ensaio de amplificagéo
isotérmica mediada por loop (LAMP), a reacdo em cadeia da polimerase quantitativo
em tempo real (qPCR) e a anélise de derretimento de alta resolu¢do (HRM) sdo usadas
para examinar diretamente 0s hemoparasitos de amostras clinicas ou ambientais,
proporcionando relativamente baixo custo, testes moleculares rapidos de alto
rendimento (Lymbery e Thompson, 2012). O gPCR permite a visualiza¢do do ciclo do
processo de reacdo por ciclo, reduzindo o tempo para obter resultados e evitando a
contaminacdo pos-amplificacdo. Portanto, esse método foi escolhido como teste de
deteccdo para B. vogeli na regido estudada.

Muitos estudos epidemiolégicos realizam apenas analises bivariadas para
determinar os fatores relacionados a infeccdo (Nalubamba et al., 2011; Bashir et al.,
2009). Assim, apenas sdo avaliadas variaveis epidemiologicas isoladas, tornando a
analise estatistica incompleta, pois outros fatores ndo sdo levados em consideracdo. A
analise de regressdo logistica multipla € utilizada para saber quais outros fatores
influenciam a epidemiologia da babesiose canina em uma regido (Medronho, 2009).
Aqui, variaveis multiplas sdo analisadas em conjunto, proporcionando um resultado

mais compreensivo.
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Este estudo utilizou gPCR com base no gene hsp70 para determinar a frequéncia
de B. vogeli e desenvolver um modelo epidemioldgico utilizando anélise de regressao
logistica mdltipla para determinar os fatores associados as infeccdes por B. vogeli em

caes infectados naturalmente no sudeste do estado do Rio de Janeiro, Brasil.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos epidemiolégicos

No Brasil, pesquisas epidemiolégicas sobre a frequéncia e os fatores de risco
associados a babesiose canina vem sendo conduzida em diferentes estados da federacéo,
tanto em areas consideradas endémicas para a doenca, quanto em areas nao endémicas.
Em muitos destes estudos, ensaios soroldgicos através reacdo da imunofluorescéncia
indireta (RIFI) foram preconizados visando determinar de forma indireta a circulagéo
deste agente infeccioso em cdes e carrapatos (Ribeiro et al., 1990; Dell’Porto &
Oliveira, 1993; Ribeiro et al., 2014).

A prevaléncia dos casos de babesiose predominantemente causados por B. vogeli
no Brasil varia de 18.8% a 73.3% (Spolidorio et al., 2010). A frequéncia pode variar
bastante de uma regido para outra, assim como de um estado para 0 outro ou mesmo de
um periodo para outro em uma mesma &rea. Geralmente, em &reas consideradas
endémicas para babesiose canina € possivel observar elevadas frequéncia de
soropositividade destes animais frente Imunofluorescéncia indireta. Mossard et al
(2006) relatou uma soropositividade de 46,0% no municipio do Rio de Janeiro, Estado
do Rio de Janeiro. Em estudos efetuados em outros municipios como: Londrina, PR
(36%), Séo Paulo, SP (42,4%), Belo Horizonte, MG (66,9%) e Jaboticabal, SP (67%)
(Ribeiro et al., 1990; Dell’Porto et al., 1993; Trapp et al., 2006; Oliveira et al., 2008).

Em algumas regides do Brasil foram realizados estudos epidemiolégicos
baseados em ferramentas moleculares. No Estado do Maranh&o a frequéncia do parasita
foi 3,3%, no Estado de S&o Paulo 8% e no Estado do Parana 38,2% (Silva et al. 2012;
O’Dwyer et al. 2009; Jojima et al. 2008).

Dentre as caracteristicas associadas a doencga, varios fatores ja foram associados
a babesiose na literatura.Algumas caracteristicas intrinsecas do cdo como idade, sexo,
raca, porte e pelo j& foram discutidas em muitos estudos epidemioldgicos. Solano-
Gallego et al (2008) comentam sobre a propensdo de animais jovens a adquirirem
babesiose severa. O género do animal ndo foi associado ao risco de positividade em
muitos estudos epidemioldgicos (Maia et al, 2007; Costa-Junior et al, 2009; Araudjo et al

2015). Porém, Dell’Porto (1986) observou uma maior frequéncia em fémeas e
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argumenta que essa diferenca pode estar associada aos hébitos sedentarios da fémea
apo6s parto.Bashir et al. (2009)realizaram um estudo de Babesia spp. em caes,
observaram uma prevaléncia aumentada em machos e argumentaram que isso pode estar
vinculado a B. gibsoni, devido a lesdes ou mordidas em lutas, 0 que promove a

transmissédo direta.

Alguns artigos relatam associagdo de Babesia spp. com ragas caninas
especificas, como Greyhounds, German Shepherd e Komondor (Taboada et al., 2000;
Homer et al, 2000). Quanto ao porte, Aradjo et al (2015) relataram porte médio como
fator de risco relacionado a doenca.

Em relacdo a caracteristicas extrinsecas, Aradjo et al. (2015) sugeriram que
animais com acesso a matas e areas urbanas tem maior risco de adquirir a moléstia.
Maia et al (2007)observaram maiores taxas de infeccdoem areasmais pobres ondeos
cdes se movem mais livremente dentro do ambiente e em que 0s proprietarios
provavelmente ndo podem pagar tratamentos veterindrios ou cuidados domiciliares

adequados para seus animais de estimacao.

Babesia vogeli é considerada endémica nas areas urbanas onde existe uma alta
prevaléncia de infestacdo de carrapatos em cédes (Passos et al, 2005). Entretanto,
Labruna & Pereira (2001) afirmam quetanto animais urbanos como animais rurais séo
propensos a se infestarem com Rhipicephalus sanguineus, vetor da doenca. Outros
fatores como o habito de viver solto ou preso na propriedade, habito de somente
conviver com o proprietario dentro das residénciaspodem estar associados a infecgédo
por patdgenos transmitidos pelo carrapato, visto que essas caracteristicas estdo
associadas com a biologia do vetor.

Com base na importancia de se obter dados a respeito da presenca do parasita foi
realizado um estudo epidemioldgico através das informacdes coletadas durante o estudo
e a deteccdo molecular da B. vogeli nas amostras sanguineas de cdes domiciliados da

Microrregido de Itaguai.
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3. METODOLOGIA

3.1 Descricéo do local do estudo

O alvo dessa pesquisa é a Microrregido de Itaguai (Figura 1) que pertence a
Mesorregido metropolitana do Rio de Janeiro e é composta por trés cidades, Itaguai,

Seropédica e Mangaratiba.

Coordenadas geograficas: Municipio de Itaguai (22° 51°08” latitude Sul; 43°
46’31 longitude Oeste; altitude: 13 metros); Municipio de Seropédica (22° 44’ 38>’
latitude Sul; 43° 42’ 27 longitude Oeste;Altitude 26metros); Municipio de
Mangaratiba (22°57' 36" latitude Sul; 44°02'27"’ longitudeOeste; altitude 18 metros).
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Figura 1: Localizagdo geografica da microrregido de Itaguai, Rio de Janeiro,
evidenciando os municipios de Seropédica, Itaguai e Mangaratiba.

Esse local caracteriza-se por possuir uma area de 907,007 km?, uma populagéo
estimada em 216.985 habitantes (CENSO, 2010) e apresentar clima tropical com
temperatura média do més mais frio do ano >18°C e temperatura média maxima acima
de 25°C (Pires et al, 2013).

Uma variedade de municipios (Rio de Janeiro, Nova Iguacu, Queimados, Japeri,
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Paracambi, Pirai, Rio Claro e Angra dos Reis) fazem fronteiras com a regido estudada,
por esse motivo, a veiculagdo de pessoas e animais no local é assidua. Além disso, o

grande nimero de rodoviais que atravessam essa zona favorem o deslocamento.
3.2 Tamanho da amostragem e coleta

A falta de dados de frequéncia sobre B. vogeli em amostras de cées de sangue
total através de técnicas moleculares levou a aplicar uma prevaléncia esperada de 50%,
que representa 0 nimero mé&ximo de tamanho da amostra, um erro de 5% e uma
precisdo de 5% (Medronho et al., 2009). O nimero da amostra foi definido de acordo

com a equacao descrita por Sampaio (2002):

N = 1,962 X Pesp (1' Pesp)_
d2

Na qual N representa o tamanho da amostragem; Pesp significa prevaléncia esperada e d?

é igual a precisdo absoluta desejada.

Por esta equacdo, foram necessarias 384 amostras de sangue para cdes na regiao

estudada.

A coleta das amostras foi realizada no periodo de Marc¢o de 2011 a Dezembro de
2013 por conveniéncia nao probalistica, onde as residéncias foram visitadas e, apos
consentimento do proprietario ou responsével, os animais foram submetidos aos exames
clinicos e as amostras de sangue foram coletadas. O nimero total de amostras coletadas
na microrregido de Itaguai foi de 390, distribuidas da seguinte forma: Itaguai (n=145) e
Seropédica (n=150) e Mangaratiba (n=95). As amostras de sangue de cdes foram
coletadas por venopuncdo cefalica em tubos de véacuo estéril contendo EDTA (acido

etilenodiaminotetracético) em um volume de2 a5 mL .

Mudltiplos cdes das mesmas propriedades foram incluidos no estudo. Estes
animais tinham acesso a cuidados veterindrios, mas ndao com frequéncia ou

regularmente.

Os carrapatos que estavam no meio ambiente foram coletados em etanol a 70%

médio e identificados no Laboratério de Hemoparasitas W. O. Neitz, Rio de Janeiro.
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3.3 Controle padrao

O sangue do controle padréo positivo foi obtido de um cédo apresentando sinais
clinicos de babesiose, inclusdes intraeritrociticas observadas no exame citoldgico,
positivas para a subunidade 18 do DNA ribossdmico (18S rDNA) de B. vogeli em PCR
convencional descrito por Carret et al. (1998) e positivo para o gene hsp70 de B. vogeli

em PCR convencional descrito por Paulino et al (2018 in press).

O fragmento foi purificado com CleanSweep (Applied Biosystems®) e
sequenciado. A sequéncia do 18S rDNA obteve 100% de identidade com B. vogeli e foi

depositada na GenBank sob o numero de acesso MF459002.

O controle padrdo negativo foi obtido de um cdo nunca exposto a carrapatos. A
amostra foi previamente testada pelo teste SNAP 4Dx (laboratérios Idexx, Maine,
EUA). Apds o resultado negativo, o sangue foi extraido e testado para a subunidade 18
do DNA ribossomico (18S rDNA) de B. vogeli em PCR convencional descrito por
Carret et al. (1998) e para o0 gene hsp70 de B. vogeli em PCR convencional descrito por

Paulino et al (2018in press). O resultado foi negativo em todos 0s ensaios.

A agua livre de nuclease (Ambion®, Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA)

também foi usada como controle padréo negativo.

Para evitar problemas de contaminacdo, processos de extracdo de DNA,
preparacdo da mistura de reagentes, adicdo de reagdes de DNA e eletroforese em gel de
agarose seguido de visualizacdo dos resultados foram realizados em diferentes
ambientes respeitando um fluxo unidirecional. Além disso, a preparacdo da mistura de
PCR foi realizada em uma camara de fluxo laminar vertical (Trox® Technik, Butanta,
SP, Brasil) usando um conjunto diferente de pipetas de precisao e filtro esterilizado e
ponteiras descartaveis (Applied Biosystems®, Thermo Scientific, Wilmington, DE,
EUA).

3.4 Extracdo de DNA

As amostras foram transportadas ao Laboratério de Sanidade Avicola
(LASAVE) da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ) sob refrigeracéo.
Em seguida, as amostras foram aliquotadas em tubos de polipropileno de 1,5ml e

armazenadas em freezer -80°C até o momento das analises.
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A extracdo de DNA (&cido desoxirribonucléico) foi realizada com kit comercial
(DNeasy Blood -tissues- Qiagen, Valencia, CA, EUA) seguindo-se as recomendacdes
do fabricante. ApoOs extracdo as amostras foram quantificadas em espectrofotdmetro
(Nanodrop ND-2000®, Thermo Scientific, Wilmington, DE, EUA) e padronizadas a 50
ng/uL. As amostras foram mantidas em freezer -20°C até 0 momento das anélises

moleculares.

3.4 Deteccdo molecular

Todas as amostras foram testadas por gPCR com base no gene hsp70 utilizando
os oligonucleotideos iniciadores, BvgF (5'-GCTGGTGACACCCACCTT-3 ') e BvgR
(5-CAACAAGCGTGCCCTCC-3) e a sonda de hidrolise Bvg (5-NED-
CCTCCTCGTTGAGCACT- MGB-3") como descrito por Paulino et al. (2018, in press).
As reacdes foram realizadas em um volume final de 12 pL no equipamento
StepOnePlus (Applied Biosystems®, ThermoFisher Scientific, Wilmington, DE, EUA),
contendo: 1X TagMan® Universal PCR Master Mix (2x), 800 nM de cada iniciador,
250 nM de Sonda e 300 ng de DNA total. As condicdes de termociclagem foram: 50 ° C
durante 2 minutos, 95 ° C durante 10 minutos, 40 ciclos a 95 ° C durante 15 segundos e
60 ° C durante 1 minuto. Todas as reagdes foram realizadas em duplicata. As amostras
com amplificagdo inferior a 40 valores de ciclos de quantificagdo (Cqg) foram

consideradas positivas.

3.5 Analise da presenca de inibidores
Todas as amostras de DNA do sangue total canino foram testadas por PCR
convencional visando o gene codificante da proteina Beta Actina (ACTB) seguindo as
condicdes descritas por Brinkhof et al. (2006). Esta reacdo avaliou a eficiéncia do
processo de extracdo de DNA e identificou a presenca de inibidores. Além disso, um
teste de inibicdo também foi realizado adicionando um controle padrdo positivo com
100 copias de um fragmento do gene hsp70 em cada amostra extraida de DNA para

verificar a presenca de inibidores de PCR.

3.6 Questionario epidemioldgico

Um questionario semi-estruturado foi aplicado ao responsavel, obtendo-se

informacdes relativas a cada animal, destacando aspectos como sexo (feminino ou
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masculino); Idade (<2 anos ou > 2 anos); Defini¢ao racial (cies de raga definida ou caes
de raga mista); Tamanho do céo (grande (50 cm ou mais) ou pequeno / médio (menor
que 50 cm); Historia de infestacdo de carrapatos (sim ou ndo); Acesso local do céo
(ambiente urbano / Quintal / pastagem / floresta); Contato com outras espécies animais
(sim ou ndo); Tratamento com parasiticida (sim ou ndo); Habitat do cdo como Urbano
ou rural (com base no perimetro urbano delimitado por Governos municipais);
Condicdo de higiene ambiental como insatisfatoria ou satisfatoria (com base na limpeza
do ambiente e a presenca de fezes no local onde se encontra o cdo); Assisténcia
veterinaria (sim ou ndo); Infestacdo de carrapato (presenca ou auséncia de carrapatos no
momento da colheita da amostra de sangue); e a presenca de ectoparasitas (presenca de
ou auséncia de carrapatos, pulgas, piolhos e &caros no momento de coleta). A
positividade dos cédes para B. vogeli, determinada a partir do genehsp70, foi associada
atraves do teste Qui-quadrado em nivel de 5% de significancia com as variaveis obtidas

por meio da aplicacdo do questionario epidemioldgico.
3.7 Andlise estatistica

Foi realizada uma anélise descritiva dos valores de frequéncia de positividade
dos cées com babesiose, considerando um intervalo de confianca de 95% de

significancia.

Para avaliar os possiveis fatores associados aos resultados de testes positivos nos
caes, as variaveis do questionario epidemioldgico foram analisadas de forma
independente como funcdo da frequéncia de deteccdo de B. vogeli usando o teste do qui-
quadrado a um nivel de significancia de 5% no programa BioEstat 5.0 ( Ayres, 2007).
Foram selecionadas variaveis com diferenca significativa (p <0,1) do teste do qui-

quadrado.

Em seguida, foi confeccionada uma tabela de contingéncia 2x2 para o do teste
de correlagdo de Phi(g),, com o objetivo de verificar a colinearidade e eliminar as
variaveis altamente correlacionadas do modelo de regressdo logistica.Os valores de ¢
variam entre -1 e +1 (Lira et al., 2004). As matrizes de correlacdo foram feitas no
programa BioEstat 5.0 (Ayres, 2007).

Para avaliar os fatores de risco associados a B. vogeli em cdes, um método de

regressdo logistica foi realizado utilizando o software R verséo 2.11.1 (R Development
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Core Team, 2010)utilizando a interface gréfica R-Studio (The R Project for Statistical
Computing, http://www.r-project.org). O modelo multivariadoutilizou a variavel

dependente (resultado da qPCR hsp70 para B. vogeli) em nivel dicotdmico qualitativo
(negativo=0; positivo=1) em funcdo das varidveis independentes presentes no

questionario epidemioldgico, em nivel de 5% de significancia.

3.8 Consentimento do comité de ética
Estes procedimentos foram aprovados pelo Comité de Etica em Uso Animal da

Universidade Rural Federal do Rio de Janeiro, nimero 3915240616.


http://www.r-project.org/
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4. RESULTADOS

Para o gene hsp70, 14,10% dos animais (n = 55/390) foram positivos por PCR
para o fragmento de 118pb de B. vogeli na regido. Destes animais, 16,67% (n = 25/150)
pertenciam ao municipio de Seropédica, enquanto 14% (n = 21/150) pertenciam a
Itaguai e 10% (n = 9/90) a Mangaratiba (Tabela 1).

Dentre os fatores extrinsecos, presenca de carrapatos (p <0.0002), auséncia de
abrigo (p <0.0002), acesso a ruas ou bosques do bairro (p <0.004), m& higiene
ambiental (p < 0,007), falta de cuidados veterinérios (p <0,004) e contato direto com
gatos (p <0,01) foram todos associados a presenca de DNA de B. vogeli por analise
bivariada(Tabela 1).

Tabela 1.Analise descritiva e bivariada das caracteristicas extrinsecas relacionadas aos
caes infectados por Babesia vogeli, diagnosticados através do gene Hsp70 na
microrregido de Itaguai, estado do Rio de Janeiro, 2016

Caracteristicas

, Analise descritiva Analise Bivariada
Extrinsecas

Dos cées N N+ N- % IC 95% X2 P

Area de residencia

Rural/Periurbana 184 30 154 16% 0.76—2.61 1.39 0.23

Urbana 206 25 181 12%

Cidades

Mangaratiba 92 9 83 10%

Seropédica 150 25 125 17% 0.31-1.56 2.23 0.32
Itaguai 148 21 127  14%

Vive somente dentro de

casa
Sim 50 6 4  12% 0.48-3.73 0.21 0.64
Né&o 340 49 291 14%

Contato com gatos
Sim 79 18 61 23% 1.09-4.23 6.16 0.01
Né&o 311 37 274 12%
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Acesso
Rua 191 17 174 9% 1.264.74 8.36 0.0040
Floresta 199 38 161 19%
Infestacéo de
Carrapatos
Sim 179 38 141 21% 1.61-6.04 13.87  0.0002
Né&o 211 17 194 8%
Abrigo
Sim 256 24 232 9% 1.56-5.44 13.74  0.0002
Né&o 134 31 103 23%
Condigoes higiénicas do
ambiente
Insatisfatoria 187 38 149 20% 1.46-5.48 11.46 0.007
Satisfatoria 203 17 186 8%
Assisténcia Veterinaria
Sim 177 15 162 8% 1.28-5.04 8.47 0.004
Néo 213 40 173 19%
Tratamento anti-
helmintico
Sim 261 35 226 13% 044-1.62 0.31 0.57
Nao 129 20 109 16%
TOTAL 390 55 335 15%

Legenda: N: numero de animais examinados pela PCR em tempo real;N+: NuUmero de animais positivos par
Babesiose; N-: Numero de animais negativos para Babesiose; ¥2: Teste Qui-quadrado; P: p-valor; IC: Intervalo de

Confianca.

Dentre as caracteristicas intrinsecas, a idade dos cdes e o comprimento da pelo

foram ambos correlacionados com infecgdes por B. vogeli na analise bivariada (p

<0,05) (Tabela 2). Os animais com pelos curtos tinham um valor de p menor que 0,1 no

teste do qui-quadrado (p = 0,07). As outras variaveis intrinsecas relacionadas ao

hospedeiro ndo apresentaram associacdo (p> 0,1) com B. vogeli com base em qPCR e

analise bivariada, portanto ndo foram incluidas no modelo final de regresséo logistica.
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Tabela 2.Anélise descritiva e bivariada das caracteristicas intrinseca aos cées infectados
por B. vogeli, diagnosticados através do gene hsp70 na microrregido de Itaguai, estado

do Rio de Janeiro, 2016.

Caracteristicas 1 . Andlise
Intrinsecas Analise Descritiva Bivariada
dos caes N N + N- (%) IC 95% a P
Sexo
Feminino 186 25 161 13% 0.48-1.65 0.13 0.72
Masculino 204 30 174 15%
Raca
Sem raca definida 264 41 223 16% 0.74-3.04 137 0.25
Com raca 126 14 112 11%
Idade
<5 years 127 27 100 21% 1.21-4.20 7.39 0.005
>5years 263 28 235 11%
Pelo
Pequeno 191 34 157 18% 0.29-1.01 4.22 0.056
Médio/longo 199 21 178 11%
TOTAL 390 55 335 14%

Legenda: N: nimero de animais examinados pelo qPCR; N+: NUmero de animais positivos par Babesiose; N-:
Numero de animais negativos para Babesiose; ¥2: Teste Qui-quadrado; P: p-valor; IC: Intervalo de Confianga. SRD:

Sem raga definida.

O teste phi foi realizado, mas os fatores ndo apresentaram colinearidade forte. O

intervalo de valores ¢ foi de 0,01 a 0,51 (Tabela 3), e foi considerado colinearidade

fraca entre as varidveis. Portanto, todas as variaveis podem entrar na analise

multivariada.as amostras testadas
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Tabela 3: Matriz de correlagdo com os valores do teste phi.

ZONA SEXO IDADE RACA PELO ACESSO RESID GATOS CAR ABRIGO HIG VET PARASI

ZONA - 0.12 0.15 0.2 0.25 0.1 0.03 0.2 0.22 0.21 0.37 0.34 0.23
SEXO  0.05 - 0.03 0.02 0.04 0.2 0.03 0.01 0.01 0.08 0.05 0.11 0.05
IDADE  0.15 0.03 - 0.05 0.01 0.14 0.08 0.01 0.12 0.11 0.15 0.1 0.02
RACA 0.2 0.02 0.05 - 0.01 0.19 0.03 0.1 0.02 0.15 0.24 0.31 0.18
PELO 0.25 0.04 0.01 0.01 - 0.1 0.05 0.05 0.02 0.04 0.04 0.13 0.06
ACESSC 0.1 0.2 0.14 0.19 0.1 - 0.15 0.19 0.07 0.3 0.27 0.33 0.22
RESID  0.03 0.03 0.08 0.03 0.05 0.15 - 0.23 0.07 0.44 0.2 0.26 0.19
GATOS 0.2 0.01 0.01 0.1 0.05 0.19 0.23 - 051 0.19 0.15 0.1 0.01
CAR 0.22 0.01 0.12 0.02 0.02 0.07 0.07 051 - 0.15 0.01 0.22 0.08
ABRIGC 0.21 0.08 0.11 0.15 0.04 0.3 0.44 0.19 0.15 - 0.08 0.29 0.16
HIG 0.37 0.05 0.15 0.24 0.04 0.27 0.2 0.15 0.01 0.08 - 0.33 0.23
VET 0.34 0.11 0.1 0.31 0.13 0.33 0.26 0.1 0.22 0.29 0.33 - 0.34

PARASI  0.23 0.05 0.02 0.18 0.06 0.22 0.19 0.01 0.08 0.16 0.23 0.34 -

Legenda: RESID: Animais que vivem dentro ou fora de casa; CAR: carrapatos; HIG: Condiges de Higiene; VET:
assisténcia veterinaria; PARASI: Uso de parasiticida

Apbs a andlise do modelo de regressdo logistica, 0 modelo final foi selecionado
pelo valor AIC mais baixo (295,33). A idade foi incluida no modelo final de regressédo
logistica, e 0s cdes com menos de cinco anos de idade foram 2,12 vezes mais propensos
a serem infectados pelo hemoparésito do que aqueles com mais de cinco anos de idade
(OR =2,12; p <0,05; IC: 1,13-3,96) (Tabela 4). O comprimento do pelo, o contato do
gato e as variaveis de acesso ao meio ambiente foram incluidos no modelo final porque
apresentaram valores de p mais baixos do que o estimado neste estudo (Tabela 1); no
entanto, esses fatores ndo foram associados & infec¢do por B. vogeli. A varidvel de
abrigo foi correlacionada com B. vogeli e 0os cdes sem acesso ao abrigo eram 2,08 vezes
mais propensos a serem infectados com B. vogeli (OR = 2,08; p <0,05; IC: 1,16-4,26)
(Tabela 4). A infestacdo de tiques foi o fator que mais influenciou a infeccdo por B.
vogeli em cées. Os cdes com carrapatos foram 2,22 vezes mais propensos a serem
infectados com B. vogeli (OR = 2,22; p <0,05; IC: 1,23-3,93) do que 0s cdes sem
infestacdo de carrapato no momento da coleta da amostra (Tabela 4). R.
sanguineussensu lato foi a principal espécie de carrapato no momento da coleta, mas

também foram recolhidos alguns espécimes de Amblyomma ovale.
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Tabela 4. Modelo de regresséo logistico final dos fatores associados a infec¢do dos cées
por Babesia vogeli na microrregido de Itaguai, estado do Rio de Janeiro, 2016

Variaveis Analise Descritiva Analise Multivariada
Associadas N N + N- (%) C(@®) SE P OR IC95%
Idade
<5 anos 127 27 100 21% 0.63 031 0.05 212 1.13-3.96
>5 anos 263 28 235  11% * * * * *
Infestacéo de
carrapatos
Sim 179 38 141 21% 0.84 032 0.05 222 1.23-393
Nao 211 17 194 8% * * * * *
Abrigo
Sim 256 24 232 9% * * * * *
Nao 134 31 103 23% 083 032 0.05 2.08 1.16-4.26

Legenda: N: nimero de animais; (%): Percentual de positivos; C(R); Coeficiente do modelo; EP: Erro padréo; P: p-

valor; OR: Odds Ratio; IC: Intervalo de Confianca. *Categoria de Referéncia.
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5. DISCUSSAO

A frequéncia encontrada na microrregido de Itaguai foi de 14% (55/390), sendo
observada uma frequéncia de 16.67% no municipio de Seropédica. Previamente ao
presente estudo foi realizado uma analise epidemiologica do municipio de Seropédica
por Vilela et al (2013) utilizando PCR em tempo real. A frequéncia observada neste
estudo foi superior & observada no estudo de Vilela et al (2013) (11,9%).Essa cidade
possui algumas caracteristicas que favorecem a disseminagdo da doenca, desse modo,
sem o controle de medicas profilaticas é esperado que a frequéncia de animais positivos
esteja maior devido. Em Seropedica, localiza-se a Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro que agrega em torno de 11.395 pessoas de diferentes Estados do Brasil que
transportam com frequéncia seus animais de estimacdo da universidade para suas
cidades natais e vice versa. Em acréscimo, dentro da Universidade existe um curso
renomado de Medicina Veterinaria e o Hospital Veterinario de pequenos animais, onde
sdo atendidos dezenas de animais por dia. Por esse motivo muitas pessoas levam seus
animais para serem tratados 14 em busca de um atendimento clinico de exceléncia.
Também ocorre com frequéncia o abandono de animais proximo ao Instituto de
veterinaria, no qual gera um grande nimero de animais errantes. Além disso, varios
moradores da cidade possuem como habito permitem que seus cdes perambulem
livremente pela cidade. Todos esses fatores facilitam a disseminagdo do vetor e com ele
0 hemoparasita.

Outro fator que influencia a frequéncia observadaéa sensibilidade da gPCR
usada por Vilela et al. (2013). A deteccdo de limites da técnica gPCR aplicada no estudo
ndo estava disponivel, o que pode ser maior do que o método utilizado neste estudo.
Além disso, 0 uso de marcadores fluorescentes para o sistema de sonda de hidrolise
permite uma maior especificidade na amplificacdo do produto, pois é necessario para o

recozimento seguido de quebrar a sonda para liberar o fluoréforo (Heid et al., 1996).

No Brasil, B. vogeli é endémico nas areas urbanas, onde ha uma alta prevaléncia
de cées infestados com carrapatosR. sanguineussensu lato (Passos et al., 2005). No
entanto, nas areas rurais e periurbanas, os cdes sdo criados em espagos restritos na
propriedade, que imitam a situagdo ocorrente nas areas urbanas (Dantas-Torres et al.,
2006). Dessa formanéo é esperado que haja diferenca significativa entre as reas rurais e
urbanas. N&o foi observada associacdo entre a presenca de DNA de B. vogeli e os

municipios de origem dos cées, indicando que a taxa de infecgdo em toda a area de
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estudo era relativamente homogénea. O clima tropical do Brasil favorece o ciclo de vida
e 0 movimento de R. sanguineus sensu lato quase todo o ano (Labruna, 2001), e isso
mantém o nivel endémico de B. vogeli. As caracteristicas ambientais observadas em
todas as areas de estudo foram semelhantes, o que pode ter favorecido a taxa de

infeccdo homogénea por B. vogeli nos cées.

Nenhuma associacdo foi encontrada entre género ou raca com deteccdo de B.
vogeli.Os resultados encontrados concordaram com estudos realizados por Maia et al.
(2007) e Costa-Junior et al. (2009), onde os autores também ndo relataram associacdo
entre essas variaveis e a infeccao por B. vogeli. No entanto, Dell'Porto (1986) observou
uma prevaléncia significativamente maior em fémeas e atribuiu essa descoberta ao
puerpério. Durante este periodo, as fémeas sdo sedentérias, o que facilita o parasitismo

pelo vetor.

Neste estudo foi observado que os animais com menos de 5 anos de idade eram
mais suscetiveis a infeccdo por B. vogeli (OR = 2,12; p <0,05; CI = 1,13-3,96). O
sistema imunoldgico em animais jovens € imaturo, o que significa que eles ainda nédo
possuem a capacidade total de produzir anticorpos para combater agentes patogénicos
(Bashir et al., 2009). Rotondano et al., (2015) observaram que 0s cdes jovens recém-
desmamados sdo mais suscetiveis a doenca devido ao estresse de adaptacdo a
alimentacdo e ao meio ambiente. Esses dados foram semelhantes aos de outros estudos
epidemioldgicos realizados em diferentes paises, como Italia (Solano-Gallego et al.,
2008), Paquistdo (Bashir et al., 2009), Zambia (Nalubamba et al., 2011) e Brasil (
Rotondano et al., 2015). Embora os animais jovens sejam susceptiveis a infeccdo, os
animais seniles também tém maior chance de serem infectados, ja que o sistema
imunoldgico desses animais se torna inerentemente mais fragil, colocando-os também
em risco (Bashir et al., 2009).

A presenca desses ectoparasitos foi fortemente correlacionada com a infeccao
por B. vogeli (OR =2,22; p <0,05; IC = 1,23-3,93). R. sanguineussensu lato € a espécie
que transmite B. vogeli para cdes no Brasil (Passos et al., 2005). Muitos relatérios
destacam a presenca dessas espécies de carrapatos em areas urbanas e rurais (Labruna et
al., 2001; Dantas-Torres, 2006). Devido a sua ampla distribuicdo no Brasil e a sua
capacidade de adaptacdo a diferentes hospedeiros, a presenca de R. sanguineussensu

lato em cées foi o fator mais associado a infecgdo por B. vogeli neste estudo.
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A variavel de contato direto com gatos foi adicionada a este estudo porque
influenciar a epidemiologia da babesiose canina, uma vez que os gatos podem ser um
hospedeiro reservatério para B. vogeli. Apesar de R. sanguineussensu lato possuir alta
especificidade parasitaria, em condi¢des onde o hospedeiro preferido € escasso, 0 vetor
pode parasitar outras espécies, como gatos, humanos e camundongos (Mendes-de-
Almeida et al., 2011; Dantas-Torres et al., 2006; Winkel et al., 2014 ). Portanto, é
possivel que o vetor possa transmitir o patégeno através de gatos que tenham contato
com cées, aumentando assim as chances de infec¢do. Neste estudo, o valor do qui-
quadrado foi significante (p <0,01). Portanto, esse fator foi incluido no modelo, mas nao

foi significativo na anélise multivariada.

A auséncia de abrigo foi considerada um fator de risco para a infeccdo por B.
vogeli em cdes (OR = 2,29; p <0,05; IC = 1,23-4,26). Os animais privados de abrigo
séo expostos a ambientes variados devido ao seu movimento constante (Santos et al.,
2013). Portanto, a probabilidade de uma infestacdo de carrapatos é alta, tornando-os
suscetiveis a infeccdo por B. vogeli. Os animais que vagam soltos ou sdo animais de
trabalho geralmente pertencem a pessoas de baixa economia que ndo podem pagar
cuidados veterinarios (Maia et al., 2007). Pode haver uma relacdo indireta entre a falta
de cuidados veterinarios ea infeccdo por B. vogeli em cdes, uma vez que esses animais
geralmente vivem em condicdes precarias e ndo recebem nutricdo tratamento adequado
ou ectoparasiticida. A variavel assisténcia veterinaria foi significativa no teste do qui-
quadrado. Esta correlacdo entre cuidados veterinarios e infeccdo por B. vogeli em cées

também foi observada por Araujo et al. (2015).
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6. CONCLUSAO

A anélise epidemioldgica de B.vogeli em cées na Microrregido de Itaguai,no
sudeste do Estado do Rio de Janeiro, por analise de regresséo logistica multipla revelou
que cdes com menos de cinco anos de idade, criados sem acesso ao abrigo e infestados

com carrapatos, provavelmente apresentariam infeccdo por B. vogeli.
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ANEXQOS

Anexo | - Questionario epidemioldgico estruturado e aplicado aos moradores visitados

na microrregido de Itaguai, Rio de Janeiro.
Anexo Il — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Anexo Il — Parecer do CEUA/UFRRJ — Autorizando a realizacao do trabalho de

pesquisa, respeitando as diretrizes éticas de uso animal.



84

Anexo | — Questionario epidemiologico estruturado e aplicado aos moradores visitados
na microrregido de Itaguai, Rio de Janeiro.

Ficha de Propriedade e Proprietario

Data: / / Propriedade N° Zona: () Rural ()
Urbana

Localidade: Coord. Geograf.:
Tutor:

Endereco:

Pt de referéncia: Temperatura ambiente:
Tel: e-mail:

Tipo de residéncia: () pau a pique () alvenaria () outros:

Tipo de vegetacdo predominante:

Quantos cées em casa:
Pratica alguma agéo para controle de ectoparasitos?

() sim () ndo Qual?

Leva o cdo ao veterinario?

() sim () ndo Qual a Periodicidade?

Presenca de outras espécies domésticas:

( ) gatos ( ) bovinos ( ) equinos ( ) outros:
Quiais?

Presenca de animais silvestres:

( ) capivara ( ) gambé ( )
outros:

Condicéao econdmica (observacional):
() baixa () média () alta
Escolaridade:

Nunca freqlientou a escola ()

Ensino fundamental incompleto ()
Ensino fundamental completo ()
Ensino médio incompleto ( )

Ensino médio completo ( )
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Ensino superior completo/incompleto ( )

Que produtos de limpeza utiliza no ambiente?

Utiliza prod. inseticidas no ambiente?

( ) sim ( ) ndo  Quais? Intervalos?

Utiliza mét. Fisicos de limpeza no ambiente (Ex: Vassoura de fogo)?

( ) sim ( ) ndo  Quais? Intervalos?

Outras observacoes relevantes:

FICHA INDIVIDUAL ANIMAL N°

Data: /_/ Propriedade N° Zona: () Rural ( ) Urbana  Localidade:
Tutor:

Nome do animal: Sexo: () Macho () Fémea Raca:
Cor._

Animal nascido na propriedade? () sim () ndo

Se ndo, de onde veio o0 animal?

Hé& quanto tempo esta com o animal?

Pélo: () curto () médio () longo

Porte: () peq () méd () grande

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

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

Idade: () <6 meses () 6 mesesa2anos ()2a5anos()5al0anos()>10anos

Temperatura: Pulso: FR: FC: TPC: Turgor:

Linfonodos:

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

Outras alteracdes sanitarias atuais:

Distarbios atuais de coagulacdo na pele: () petéquias ( ) equimoses ( ) outros:
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Histdrico de epistaxe, rinorragia, gengivorragia: () sim () ndo
Animal vive dentro da residéncia: () sim () ndo () as vezes

Locais de acesso do animal: () pastagens ( ) corregos ( ) matas ( )ambiente
urbano

Contato direto com outras especies de animais: () sim () néo Quais?

Histdrico de patologias:

Tipo de alimentacdo: () comida () racéo
Possui agua e comida a disposicéo o tempo todo? () sim () ndo

Vermifugagdo: () sim () ndo Hé& gto tempo? Qual produto?

Critério para escolha: () indicacdo () balconista () veterinario ( ) propaganda
Possui ectoparasitos? () sim () ndo

Quais e quantidade?

()pulgas___ () piolhos () sarnas

( ) carrapatos Fases: espécies:

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

Se ndo trata, qual motivo?

Critério para escolha do produto: () indicacdo ( ) balconista ( ) veterinario ( )
propaganda

Dermatopatias? () sim () ndo

Outros tipos de lesGes:

Sinais de otite? () sim () ndo
Habito do animal?

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

Apresenta  abrigo?  ( ) sim ( ) néo Tipo:

Tipo de ambiente do animal:
() ladrilhado () cimentado () de terra () outros
Condicdo de limpeza do ambiente do animal: () ruim () moderada () satisfatoria

Frequéncia de recolhimento e limpeza das fezes:
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() diariamente () 2 a 3 vezes por semana ( ) 1 vez por semana ( ) nao faz
Tem assisténcia Veterinaria? () sim () ndo
Frequéncia? () a cada 6 meses () 1 x por ano (') s6 qd fica doente

Animal ¢é vacinado? ( ) sim ( ) ndo Quais vacinas?

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

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

Outras obs. relevantes:
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Anexo Il - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Vocé esta sendo convidado (a) para participar da pesquisa intitula Novas metodologias
moleculares para deteccdo dos hemoparasitos Ehrlichia canis, Anaplasma platys e
Babesia vogeli em cées e carrapatos, sob a responsabilidade dos pesquisadores
Patricia Gonzaga Paulino e Huarrisson Azevedo Santos. Nesta pesquisa nds estamos
buscando novas técnicas para detectar o agente causador da babesiose canina no
sangue de cdes do Estado do Rio de Janeiro. Sera coletado apenas uma vez por
venopuncao da veia cefalica 3mL de sangue para analise laboratorial. O Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido serd obtido pelo pesquisador Patricia Gonzaga
Paulino durante as visitas de cdes domiciliados do estado do Rio de Janeiro. Na sua
participacdo vocé, tutor do animal, concorda com a coleta de sangue do seu animal
durante a visita para analise da amostra no laboratério de hemoparasitos e vetores da
UFRRJ. O tutor do animal ndo sera submetido a nenhum tipo de gravacdo ou filmagem.
A pesquisa em questdo pretende detectar a presenca ou auséncia do microrganismo no
sangue do animal por meio de uma técnica sensivel e especifica chamada reacdo em
cadeia polimerase (PCR). Em nenhum momento vocé sera identificado. Os resultados
da pesquisa serdo publicados e ainda assim a sua identidade sera preservada. Vocé nao
tera nenhum gasto e ganho financeiro por participar na pesquisa. O beneficio sera de
ganhar o resultado do teste para presenga de hemoparasito no sangue de seu animal
totalmente gratuito. VVocé € livre para deixar de participar da pesquisa a qualquer
momento sem nenhum prejuizo ou coagdo. Uma via original deste Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido ficard com vocé. Qualquer ddvida a respeito da
pesquisa, vocé podera entrar em contato com:

Patricia Gonzaga Paulino
Médica Veterinaria; Mestranda no programa de Po6s-Graduacdo em Ciéncias
Veterinarias pela UFRRJ E-mails: patgpaulino@gmail.com Telefone: 21 2681-1617

Dr. Huarrisson Azevedo Santos
Médico Veterinario, Mestre e Doutor em Ciéncias Veterinarias pela UFRRJ
E-mails: huarrisson@ufrrj.br Telefone: 21 2681-1617

Seropédica, ....... de ........ de 2016.

Assinatura dos pesquisadores

Eu aceito participar do projeto citado acima, voluntariamente, apos ter sido devidamente
esclarecido.

Participante da pesquisa


mailto:patgpaulino@gmail.com
mailto:huarrisson@ufrrj.br
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Anexo Il — Parecer do CEUA/UFRRJ — Autorizando a realizacdo do trabalho de
pesquisa, respeitando as diretrizes éticas de uso animal.

UFRRJ Comissio de Etica no C""‘E

Universidade Federal Rural Uso de Animais
do Rio de Janeiro Instituto de Veterinaria  [|J @S A
Seropédica, 22 de junho de 2016

TERMO DE COMPROMISSO

Eu, Huarrisson Azevedo Santos, CPF 983.833.295-04, responsavel pelo projeto intitulado:
"Desenvolvimento de Reacao em Cadeia com Deslocamento da Polimerase na deteccao de Ehrlichia canis
em caes naturalmente infectados no Estado do Rio de Janeiro.", declaro que:

a) li o disposto na Lei n 11.794, de 8 de outubro de 2008, e nas demais normas aplicaveis a utilizacao de
animais em ensino e/ou pesquisa, especialmente as Resolugcdes Normativas do Conselho Nacional de
Controle de Experimentacao Animal - CONCEA;

b) este estudo nao é desnecessariamente duplicativo, possuindo mérito cientifico e a equipe participante
deste projeto/aula foi treinada e é competente para executar os procedimentos descritos neste protocolo;

¢) ndo existe método substitutivo que possa ser utilizado como uma alternativa ao projeto.

Responsavel: Huarrisson Azevedo Santos



