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Canine babesiosis is a worldwide disease caused by the protozoan of Babesia genus. Babesia canis and B.
gibsoni are both species that naturally infect dogs. The objective of this study was to evaluate the infection of
Babesia species in dogs attended at the Londrina State University Veterinary Teaching Hospital (HV-UEL). It was
selected 282 dogs seen at the Londrina State University Veterinary Teaching Hospital (HV-UEL) between April of
2005 and May of 2006. They presented anemia (Packed Cell Volume<25%), thrombocytopenia (Platelet count
<150000/mm?), leukopenia (White blood cell count<5000/mm?) or a combination of two or three of these alterations
at the moment of the consultation. The presence of Babesia sp was determined by the amplification of a specific
fragment of DNA of the Babesia genus by PCR. Microscopic examination of Giemsa-stained blood smears detected
38 (13.5%) positive samples against 105 identified by PCR from 282 dogs. The positive samples were submitted to
PCR-RFLP by Hinf I that allows distinguishing the species of B. canis vogeli and B. gibsoni. From 282 dogs,
Babesia sp infection was identified in 105 (37.2%). From these 105 positive samples, the PCR-RFLP identified 66
(23.4%) samples with a profile compatible to B. canis vogeli and 39 (13, 8%) to B. gibsoni. As conclusions, the
results obtained allow to affirm that the babesiose is an important differential for dogs that present anemia, leukopenia
and thrombocytopenia and, B. canis vogeli is the subspecies that is present in the most of the cases of babesiose in
the population of dogs studied and, that B. gibsoni is also present causing babesiosis in dogs of the Londrina region,

Parana State, Brazil.
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RESUMO

A Babesiose canina é uma doenca de ocorréncia mundial cau-
sada por protozoarios do género Babesia. Babesia canis e B.
gibsoni sdo as duas espécies que causam infeccdo natural em
cées. O objetivo do trabalho foi avaliar a infecgdo por espécies
de Babesia em caes atendidos no Hospital Veterinario da Uni-
versidade Estadual de Londrina, PR. Foram selecionados 282
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cdes atendidos no Hospital Veterinirio da Universidade Esta-
dual de Londrina (HV-UEL) no periodo de abril de 2005 a maio
de 2006 que apresentavam anemia (VG < 25%), trombocito-
penia (contagem de plaquetas < 150.000/mm?), leucopenia (con-
tagem de leucdcitos totais< 5.000/mm?*) ou uma combinagio
de duas ou trés dessas alteracdes no momento da consulta. A
presenca de Babesia sp foi confirmada através da deteccdo do
material gendomico do género Babesia pela PCR. No exame
microscopico de esfregacos de sangue corados pelo Giemsa
foram detectadas 38 (13,5%) amostras positivas contra 105 iden-
tificadas pela PCR do total de 282 amostras examinadas. As
amostras positivas foram submetidas a PCR-RFLP com a Hinf
1, que possibilita a diferenciacio das espécies de B. canis vogeli
e B. gibsoni. A infecc¢io por Babesia sp foi identificada em 105
(37,2%) caes de um total de 282. Destas 105 amostras positi-
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vas, a PCR-RFLP identificou 66 amostras (23,4%) com perfil
de clivagem compativel com a B. canis vogeli e 39 (13,8%)
com a B. gibsoni. Como conclusdes, os resultados obtidos per-
mitem afirmar que a babesiose € um importante diferencial para
animais que apresentam anemia, leucopenia e trombocitopenia;
A B. canis vogeli é a subespécie que estd presente na maioria
dos casos de babesiose na populacdo de cdes estudadas e a B.
gibsoni também estd presente causando babesiose, em caes da
regido de Londrina, Parana.

PALAVRAS-CHAVE: Babesia canis vogeli, Babesia gibsoni,
cées, anemia, leucopenia, trombocitopenia, PCR.

INTRODUCAO

A Babesiose canina € uma doenga de ocorréncia mundial
causada por protozodrios do género Babesia. Babesia canis e
B. gibsoni sdo as duas espécies que causam infeccao natural
em cdes (TABOADA, 1998).

Trés subespécies de B. canis sdo reconhecidas, em funcao
do vetor, da patogenicidade e localizacdo geogrifica: B. c.
canis, transmitida pelo Dermacentor reticulatus, esta presen-
te na Europa; B. c. vogeli, transmitida pelo Rhipicephalus
sanguineus, ocorre nas regioes tropical e subtropical; e B. c.
rossi, transmitida pelo Haemaphysalis leachi descrita na Africa
do Sul (UILENBERG et al., 1989; LOBETTI, 1998;
TABOADA, 1998). A existéncia desses trés genogrupos foi
comprovada por estudos genéticos (CARRET et al., 1999;
ZAHLER et al., 1998). A cepa da Africa do Sul, transmitida
pelo H. leachi, é considerada a mais patogénica.

Recentemente, foi identificada uma nova espécie de
Babesia, parasitando cies na Califérnia, USA. Trata-se de uma
pequena babesia que apresenta caracteristicas parecidas com
a B. microti e a Theileria spp. A nova espécie foi denominada
de B. conradae. Acredita-se que essa nova espécie seja trans-
mitida pelo R. sanguineus, pela via transestadial (KIEMTRUP
et al., 2006). Outra espécie de Babesia foi caracterizada na
Carolina do Norte, EUA, causando doenga em um c@o, que
apresentava anemia, trombocitopenia e leucopenia. Trata-se
de uma grande babesia que na caracterizacdo genética apre-
sentou homologia de 93,9% com a seqiiéncia da B. bigemina
€ 93,5% com B. caballi. Quando comparada a B. c. vogeli, a
B. c. canis e a B. c. rossi, o isolado apresentou apenas 91,2 —
91,6% de homologia (BIRKENHEUER et al., 2004).

Estudos realizados com isolados brasileiros de babesias
de cdes mostram que no Brasil a babesiose canina é causada
predominantemente pela B. c. vogeli, com relatos de ocorrén-
cia de B. gibsoni no sul do pafs.

Passos et al. (2005) realizaram PCR em cinco caes positi-
vos no esfregaco sanguineo. O sequenciamento desses produ-
tos obtidos na PCR mostrou que as amostras apresentavam
100% de compatibilidade entre si. A comparagdo com outras
sequiéncias de B. c. vogeli disponiveis no Gen Bank demons-
trou que as amostras apresentavam similaridade de 100% com
a cepa de Japao, 99,4% com cepas da Austrilia, Estados Uni-
dos, Franca, Espanha, Egito 2 e Africa do Sul. Em relago a

Jojima et al.

cepa Egito 1 verificou-se uma diferenga em apenas 2 pares de
bases indicando que a subespécie que, provavelmente, estd
envolvida nos casos de Babesiose no Brasil € B. c. vogeli.

Babesia gibsoni foi identificada em quatro de 16 amostras
de sangue de cdes utilizando a PCR em isolados de casos clini-
cos em Londrina, Parand. As amostras apresentavam inclusdes
intra-eritrocitérias e todas eram soronegativas para B. canis pela
IFI. As amostras positivas para B. gibsoni apresentaram uma
homologia de 99% com a B. gibsoni Asial. Dois cdes positivos
apresentaram coinfec¢do com Ehrlichia canis e dois com
Micoplasma haemocanis (TRAPP et al., 2006b). Rhipicepha-
lus sanguineus pode ser o principal transmissor da B. gibsoni,
j& que 96% dos carrapatos coletados de caes dessa regido eram
R. sanguineus (OYAFUSO et al., 2002; TRAPP et al., 2006a).

O diagnéstico da Babesiose € baseado no exame fisico, na
histéria clinica, na visualizagdo do organismo dentro das
hemadcias em esfregaco de sangue periférico corado pelo
Giemsa (GUIMARAES et al., 2002), na detec¢do de anticor-
pos circulantes por imunofluorescéncia ou de fragmentos de
DNA pela técnica de reacdo em cadeia pela polimerase (PCR).
O sangue para esfregaco deve ser coletado das pontas das
orelhas ou das caudas, pois aumenta a sensibilidade do teste,
ja que é um teste de baixa sensibilidade e alta especificidade.
Durante a fase cronica da doenca, o cao apresenta baixa para-
sitemia podendo ocorrer resultados falso negativo.

Os testes soroldgicos sdo tteis para identificar pacientes
assintomdticos e diagnosticar infec¢des cronicas quando o ni-
vel de parasitemia geralmente estd baixo ou nio detectivel no
esfregaco de sangue periférico. Porém, a validade diagndstica
dos testes soroldgicos € ruim na falta de sinais clinicos e infor-
magdes do paciente. A IFI e o ELISA sdo considerados testes
com alta sensibilidade e moderada especificidade para detec¢io
de anticorpos contra Babesia em caes (DELL’PORTO et al.,
1993; YAMANE et al., 1993; FURUTA et al., 2004).

Os testes moleculares, especialmente a PCR, € uma ferra-
menta promissora para o diagndstico de muitas doencas para-
sitdrias (GASSER, 2006). A PCR mostrou-se util na detec¢do
do DNA da Babesia no sangue de cies (BIRKENHEUER et
al., 2003; INOKUMA et al., 2005), com especificidade e sen-
sibilidade de 100% (MARTIN et al., 2006).

O objetivo desse trabalho foi avaliar a ocorréncia de
Babesia e caracterizar molecularmente espécies de Babesia
infectando c@es com quadro de anemia, leucopenia e/ou trom-
bocitopenia atendidos no Hospital Veterindrio da Universida-
de Estadual de Londrina, Parana.

MATERIAL E METODOS

Populacao de caes

Foram selecionados 282 cies atendidos no Hospital Vete-
rindrio da Universidade Estadual de Londrina(HV-UEL) no
periodo de abril de 2005 a maio de 2006 que apresentavam
anemia (VG<25%), trombocitopenia (contagem de plaquetas
<150.000/mm?), leucopenia (contagem de leucdcitos to-
tais<5.000/mm?®) ou uma combinagio de duas ou trés dessas
alteracdes no momento da consulta. O tamanho da amostra
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foi calculado através do programa Epi-Info 6,04b, tendo como
universo 1300 caes atendidos no HV-UEL com as altera¢des
mencionadas acima durante o ano de 2004, utilizando uma
prevaléncia de 21,7% (DAGNONE et al., 2003), com estima-
tiva de precisdo de 5%, e nivel de significncia de 95%.

Colheita das amostras

Foram coletados assepticamente de cada cdo 5 ml de san-
gue da veia jugular, tendo o EDTA como anticoagulante. Uma
parte de cada amostra foi aliquotada em tubos tipo
“Eppendorf” estéreis e mantidas a -20°C para o uso nos expe-
rimentos com a PCR. A outra parte foi utilizada para a con-
fecgdo de esfregagos sanguineos e hemograma.

Hemograma

Os hemogramas foram realizados em um contador
hematolégico de células totalmente automético da marca
MS4®, que fornece todos os dados do exame, exceto, 0 exa-
me diferencial de leucdcitos e a contagem de plaquetas que
foram conferidos na lamina com esfregaco sanguineo.

Esfregaco sangiiineo

Os esfregacos sanguineos foram confeccionados com uma
gota de sangue obtida do frasco de coleta com EDTA e corados
com Giemsa. A leitura foi realizada pela contagem de 20 campos
na lamina tentando visualizar os merozoitos da Babesia spp.

Técnica da Reacdo em Cadeia pela Polimerase

Extragdo de DNA - O DNA presente em cada amostra foi
extrafdo a partir de uma aliquota de 200 pl de sangue com
EDTA congelado (-20°C), utilizando-se o QIAmp DNA Blood
Mini Kit (Qiagen™), de acordo com as especificacdes do fa-
bricante. O DNA extraido foi colocado em tubos de
polipropileno de 1,5ml estéreis, identificados e armazenados
a -20°.C, para utilizagdo na PCR.

PCR para o género Babesia. A técnica de PCR utilizada
foi descrita por Trapp et al. (2006b). A amplifica¢io foi realiza-
da utilizando uma reac@o de volume total final de 25uL, com
uma mistura contendo 7,0uL. de amostra de DNA, 200uM de
dNTPs, 2,5 mM de MgCl,, 20 pmol de cada oligonucleotideo
iniciador (primer): Piro F (5= AGT CAT ATG CTT GTC TCA
—3’) e Piro R (5" — CCA-TCA-TTC-CAA-TTA-CAA - 3°),
1,25U de Taq DNA polimerase e dgua ultra pura estéril q.s.p
25uL. A seqiiéncia térmica e de tempo de amplifica¢do foram:
desnaturacdo inicial de DNA a 95°C/5 min, 40 ciclos de
desnaturacio a 94°C/1 min, anelamento a 50°C/1 min, exten-
sdo a 72 °C/1 min, e uma extensio final a 72 °C/10 min. A
amplificagio foi realizada no termociclador modelo PTC-100™
- Peltier-Effect Cycling (MJ Reasearch, Inc.).

A sensibilidade da técnica foi determinada a partir de uma
amostra de sangue com 13% de parasitemia, apds extragio e
diluicdo do DNA extraido de 10-' a 10-".

Anélise do produto amplificado. O produto amplificado
na PCR foi visualizado em Gel de Agarose a 2,0% corado com
Brometo de Etideo (0,5uL/mL) submetido a eletroforese em
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cuba horizontal com fonte de 100V/50mA. A leitura foi reali-
zada apds aproximadamente uma hora decorrida, em
transluminador de luz ultra-violeta, com posterior documenta-
¢o fotogréfica utilizando-se de uma camera digital (KODAK ®
DC 290). Foram consideradas positivas as amostras que apre-
sentaram produto amplificado de aproximadamente 460 pares
de base (pb).

Restriction Fragment Length Polymorfism-Polimerase
Chain Reaction (PCR-RFLP)

As amostras positivas na PCR para o género Babesia sp
foram submetidas a PCR-RFLP com a Hinf I para a caracteri-
zacdo das espécies envolvidas. O padrdo de clivagem foi rea-
lizada utlizando as sequéncias disponiveis no GenBank para
B. c. vogeli (AY371196) e para a B. gibsoni (AY278443) e os
primer utilizados nesse trabalho. Foram utilizados, 10ul de
todas as amostras amplificada na PCR, 2U da enzima Hinf I,
2,0ul de tampao REact 2 e dgua pura estéril q.s.p 15ul. A
mistura foi colocada em banho-maria a 37 °C por no minimo
4 horas. Ap6s esse tempo, foram colocadas em banho-maria a
65 °C por 20 minutos para interrupgdo da reagdo de clivagem.
A Hinf I cliva o produto da PCR em fragmentos especificos:
B. canis - bandas com 135, 102, 100, 94 e 20 pares de bases e
B. gibsoni - bandas com 238, 204 e 18 pares de bases.

Andlise Estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas de acordo com a
metodologia descrita por Gart e Buck (1966), utilizando-se o
método de qui-quadrado () ou teste exato de Fisher, com
0=5% e intervalo de confianca de 95%. Essa andlise estatisti-
ca foi realizada através do programa Epi-Info 3.3.2.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A PCR realizada com os “primers” do género Babesia
amplificou uma banda com tamanho molecular aproximado
de 460 pb em 105 (37,2%) amostras de sangue de cdes de um

pb
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Figura 1. Fotografia de gel de agarose corado com Brometo de Etideo
de produtos de PCR amplificados para o género Babesia com peso
molecular aproximado de 460 pb. 1) Marcador de tamanho molecular
(123); 2) Controle positivo para B. canis; 3 a 8) Amostras testadas; 9)
Agua ultra pura.
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Tabela 1. Percentagem de amostras positivas para as espé-
cies de Babesia obtidas pela PCR e PCR-RFLP em céaes.

Ne de PCR
Amostras Positivo

282 (100%) 105 (37,2%) 177 (62,8%)

Clivagem
B. canis vogeli  B. gibsoni

66 (23,4%) 39 (13,8%)

Negativo

519 gie ol qo&a 4107
490 - -

369 460

246

123

Figura 2. Fotografia de gel de agarose a 2,0% corado com Brometo
de Etideo de produtos de PCR do género Babesia com diferentes
diluicdes (sensibilidade da PCR). 1) Marcador de tamanho molecular
(123pb), 2) Controle positivo com parasitemia de 13% sem diluicao;
3 a 7) Diluigdes de 10" a 10°%, e 8) Agua ultra pura.

total de 282 (Figura 1 e Tabela 1). A diluicdo de uma amostra
de sangue padrdo com parasitemia de 13% mostrou que a PCR
foi capaz de detectar casos positivos com até 1,3 x 102 ou
0,013% de parasitemia (Figura 2). Pelo exame microscopico
de esfregacos de sangue corados pelo Giemsa foram detecta-
das 38 (13,5%) amostras positivas contra 105 identificadas
pela PCR do total de 282 amostras examinadas (Tabela 2).
Apresentou x*=70,96 e p<0,05, mostrando que ha associacdo
entre as técnicas. A comparagdo dos esfregacos corados por
Giemsa e a PCR apresentou K=0,41 (moderado 0,41 a 0,60),
sensibilidade de 36,2%, especificidade de 100%, valor
preditivo positivo de 100%, valor preditivo negativo de
72,54% e eficicia de 76,24%. Isso mostra que a PCR ¢ mais
sensivel que o exame microscépio de esfregago corado por
Giemsa.

Todas as amostras positivas na PCR foram submetidas a
clivagem com a enzima Hinf I, obtendo-se 66 (23,4%) com
perfil de clivagem compativel com a subespécie B. canis vogeli
e 39 (13,8%) com a espécie B. gibsoni (Figura 3 e Tabela 1).
Esses resultados sugerem que a B. gibsoni também pode estar

Tabela 2. Correlagao dos resultados obtidos pelo Giemsa com
os da PCR e PCR-RFLP.

Giemsa PCR Clivagem
Positivo Negativo  B. canis vogeli B. gibsoni
Positivo 38 (13,5%) 0 23 (21,9%) 15 (14,3%)

Negativo 67 (23,8%) 177 (62,8%)
Total 105 (37,2%) 177 (62,8%)

43 (40,9%)
66 (23,4%)

24 (22,9%)
39 (13,8%)

$’=70,96  p<0,05 x%=0,03 p=0,87
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Figura 3. Perfil de clivagem da enzima de restricdo Hinf | em gel de
agarose metaphor a 2% corado com Brometo de Etideo. 1) Marcador
de tamanho molecular (123pb); 2) Controle positivo ndo clivado; 3)
Controle positivo clivado com a enzima de restricdo Hinf I, com ban-
das sugestivas de Babesia canis vogeli; 4 e 5) Amostra nao clivada e
clivada, com bandas sugestivas de B. canis vogeli; 6 a 9) Amostras
nao clivadas e clivadas com bandas sugestivas de B. gibsoni, e 10)
Agua ultra pura.

envolvida em casos clinicos de babesiose canina no Brasil,
como j4 havia sido relatado anteriormente por Gothe e Wegerdt
(1991) e mais recentemente por Trapp et al.(2006b).

O resultado de 37,3% de positividade para Babesia sp. é
semelhante ao encontrado em um trabalho realizado em cdes
de uma popula¢do hospitalar no sul do Brasil, no qual foi de-
monstrada uma soroprevaléncia de 35,7% (TRAPP et al.,
2006a), porém superior ao encontrado em Minas Gerais, onde
a soroprevaléncia foi de 18,8% (MAIA et al. in press) e infe-
rior em relagdo a soroprevaléncia encontrada em Sao Paulo,
que foi de 42,4% (DELL’PORTO et al., 1993).

No material que foi amplificado para o género Babesia,
verificou-se que 57 de 105 animais (54,3%) apresentaram
anemia (volume globular<25%). Dos 105 caes, 37 (35,2%)
tiveram leucopenia (leucécitos < 5000cels/pl), e foram po-
sitivos para Babesia sp. Nos cdes que manifestaram trombo-
citopenia (contagem de plaquetas < 150.000 cels/ul), 61 de
105 animais (58,6%) foram positivos para Babesia sp. (Ta-
bela 3).

Constatou-se que 17 de 105 animais (16,2%) apresenta-
ram anemia e trombocitopenia, cinco (4,8%) anemia e
leucopenia, seis (5,7%) leucopenia e trombocitopenia e 11

Tabela 3. Correlacao dos resultados obtidos pela PCR e na
PCR-RFLP e os critérios de incluséo.

Critérios de PCR Clivagem
incluséo Positivo  Negativo B. canis vogeli B. gibsoni

Anemia 24 (8,5%) 30 (10,6%) 12 (11,4%) 12(11,4%)
Leucopenia 15 (5,3%) 48 (17,0%) 12 (11,4%) 3 (2,9%)
Trombocitopenia 27 (9,6%) 47 (16,7%) 16 (15,2%) 11 (10,5%)
An+Leuco 5(1,8%) 2(0,8%) 3(29%) 2(1,9%)
An+Trombo 17 (6,0%) 18 (6,4%) 11(10,5%) 6 (5,7%)
Leuco+Trombo 6 (2,1%) 13 (4,6%) 5(4,8%) 1(0,9%)
Ane+ Leuco+Trombo 11 (3,9%) 19 (6,7%) 7(6,7%)  4(3,8%)

Total105(37,2%)  177(62,8%) 66 (23,4%) 39 (13,8%)

An = Anemia; Leuco = Leucopenia; Trombo = Trombocitopenia
x?=2,04 p=0,56 %?=0,92 p=0,82
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(10,5%) apresentaram anemia, leucopenia e trombocitopenia
(Tabela 3).

Em relacio as espécies de Babesia, foram positivos para B.
c.svogeli, 33 animais (31,4%) que possuiam anemia, 27 (25,7%)
leucopenia e 39 (37,1%) trombocitopenia. Onze (10,5%) apre-
sentaram anemia com trombocitopenia, trés (2,9%) anemia com
leucopenia, cinco (4,8%) leucopenia com trombocitopenia e
sete (6,7%) tinham pancitopenia. Dos animais positivos para
B. gibsoni, 24 animais (22,9%) apresentaram anemia, 10 (9,5%)
leucopenia, 22 (21,0%) trombocitopenia, seis (5,7%) anemia e
trombocitopenia, dois (1,9%) anemia e leucopenia, um (1,0%)
leucopenia e trombocitopenia e quatro (3,8%) pancitopenia
(Tabela 3). Portanto, as alteragdes mais evidentes foram ane-
mia e trombocitopenia. Em relagio as espécies, a B. canis vogeli
teve a anemia e trombocitopenia como alteracdes mais freqiien-
tes. Sinais que foram compativeis aos encontrado na Eslovénia
onde foi encontrada uma prevaléncia de 5,9% (DUH et al, 2004)
e no Japao onde 6,3% foram positivos para B. canis INOKUMA
et al., 2004), porém com indice alto de leucopenia o que ndo foi
encontrado nesses trabalhos. Enquanto que para a B. gibsoni,
somente a anemia e a trombocitopenia foram os achados mais
consistentes. Contudo, o calculo do teste de %> mostrou que ndo
houve diferenga significativa, ndo havendo associagao entre os
critérios de inclusdo e os resultados da PCR e PCR-RFLP
(*=11,77 e p=0,06 e %*=4,86 e p=0,56, respectivamente).

Nas amostras amplificadas para o género Babesia, obser-
vou-se que os machos foram os mais acometidos, sendo am-
plificado em 62 animais (22,0%). Nas fémeas foi visualizada
abanda de peso molecular de 460 pb em 43 (15,2%) das amos-
tras. Isso também foi demonstrado quando foi realizada a
clivagem com enzima de restri¢do para diferenciacdo das es-
pécies. Obteve-se o perfil de clivagem para B. c. vogeli em 36
(34,3%) machos e 30 (28,6%) fémeas. Em relacdo a B. gibsoni,
visualizou-se o perfil de clivagem em 26 (24,8%) machos e
13 (12,4%) fémeas (Tabela 4). Esses resultados podem ser
explicados, j4 que os cdes machos possuem a tendéncia de
sair mais a rua e consequentemente se infestar por carrapatos.
Existe o fato dos machos serem mais territorialistas e se en-
volverem mais em brigas, quando podem se infectar com a B.
gibsoni. Esse fato foi evidenciado por Matsuu et al. (2004)
constatando que 41 (47,1%) de 87 animais que tinham se en-
volvido em brigas, eram positivos para B. gibsoni e nessa
amostragem 85 cdes eram machos. Entretanto, esse tipo de
transmissao em rela¢do ao envolvimento com brigas ainda nao
foi pesquisado no Brasil. Em relagdo ao sexo dos animais,

Tabela 4. Correlagdo do sexo dos animais com as espécies
de Babesia.

Sexo PCR Clivagem
Positivo Negativo  B. canis vogeli B. gibsoni
Macho 62 (22,0%) 92 (32,6%) 36 (34,3%) 26 (24,8%%)

Fémea 43 (152%) 85 (302%) 30 (28,6%) 13 (12,4%)
Total 105 (37,2%) 177 (62,8%) 66 (23,4%) 39 (13,8%)

x?=1,06 p=0,30 x?=1,03 p=0,31

ndo houve diferenca significativa, mostrando que o sexo niao
influenciou nos resultados da PCR e da PCR-RFLP (%*=1,06
e p=0,30 e x*=1,03 e p=0,31, respectivamente).

Os caes sem raga definida (SRD) foram os animais mais
acometidos pelo género Babesia nesse estudo, verificando que
43 animais foram positivos, seguido pelo Pastor Alemao, com
11 acometidos e o Poodle com 10. Todas as racas, com exce-
¢do do Pastor Alemio, houve um maior niimero de animais
que apresentou perfil enzimdtico semelhante a B. canis vogeli
se comparado ao B. gibsoni (Tabela 5). A raca ndo tem influ-
encia nos resultados da PCR e PCR-RFLP (*=1,87 e p=0,92
e y*=4.45 e p=0,48 respectivamente).

Os animais de um a cinco anos de idade apresentaram
maior indice de positividade em relagdo ao género Babesia,
seguido da faixa de animais com até um ano de idade, de cin-
co a 10 anos e acima de 10 anos, respectivamente. Entretanto,
em relacdo as espécies estudadas, para B. c. vogeli, 0 maior
indice foi com animais com até um ano de idade, compativel
com a literatura, onde os animais nessa faixa etaria normal-
mente sao os mais acometidos (BREITSCHWERDT, 1993).
Segundo o calculo do y?, ndo ha diferenca significativa, con-
cluindo que a idade ndo influi no resultado da PCR (y*=2,04
e p=0,56). O perfil de clivagem para B. gibsoni foi observado
mais em animais com faixa de idade entre um a cinco anos,
diferenciando da B. c. vogeli, o que pode ser explicado ja que
animais nessa faixa de idade estdo no auge da reproducio e
consequentemente mais propensos a brigas (Tabela 6). Nao
hé diferenca significativa (}*=0,92 e p=0,82), onde a idade
ndo influi no resultado da PCR-RFLP.

Como conclusdes, os resultados obtidos permitem afir-
mar que a babesiose € um importante diferencial para ani-

Tabela 5. Correlagéo da raga dos animais com as espécies
de Babesia.

Raca PCR Clivagem
Positivo Negativo B. canis vogeli B. gibsoni
Cocker 5(1,8%) 10 (3,5%) 3(2,9%) 2 (1,9%)
Pastor Aleméao 1(39% 13 (4,6%) 5 (4,8%) 6 (5,7%)
Poodle 10 (8,56%) 14 (5,0%) 8 (7,6%) 2 (1,9%)
Rottweiller 5(1,8%) 11 (3,9%) 3(2,9%) 2 (1,9%)

Sem Raca Definida 43 (15,2%) 76 (27,0%)
Outras Ragas 31 (11,0%) 53 (18,8%)

Total 105 (37,2%) 177 (62,8%) 66 (23,4%)
x?=1,37  p=0,56

30 (28,6%) 13 (12,4%)
17 (162%) 14 (13,3%)

39 (13,8%)
¥?=4,45

p=0,48

Tabela 6. Correlagao da faixa etéria dos animais em relagéo
as espécies de Babesia.

Faixa PCR
etaria Positivo

Clivagem
Negativo B. canis vogeli B. gibsoni

Até 1 ano 32 (11,3%) 46 (16,3%) 22 (21,0%) 10 (9,5%)
1-5anos 34 (12,1%) 66 (23,4%) 20 (19,0%) 14 (13,3%)
5-10 anos 25 (8,9%) 48 (17,0%) 16 (152%) 9 (8,6%)

Acima da 10 anos 14 (5,0%) 17 (6,0%) 8 (7.6%) 6 (5,7%)

Total 105 (37,2%)177 (62,8%) 66 (23,4%) 39 (13,8%)
x°=2,04  p=0,56 =092  p=0,82
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mais que apresentam anemia, leucopenia e trombocitopenia;
a B. canis vogeli € a subespécie que estd presente na maioria
dos casos de babesiose na populagdo de cdes estudada e que
a B. gibsoni também esta presente em caes da regido de Lon-
drina.
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