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Introducao

A Babesiose Canina € uma hemoparasitose com ampla distribuicdo geogréfica, residindo no Brasil nos estados de
Minas Gerais, S0 Paulo, Rio Grande do Sul e Rio de Janeiro [UNGAR DE SA et al.,2007]. E causada por parasitas
intraeritrocitarios do género Babesia, B. canis e B. gibsoni, que apresentam diferentes caracteristicas e formas de
atuacdo no decorrer dainfeccdo. Entretanto, ambos podem levar a quadros de anemia hemolitica severa, febre, letargia
e até amorte, sem haver distingdo de sexo entre os cachorros infectados [DUARTE et al.,2008]. No Brasil, a Babesiose
€ transmitida pelos carrapatos Rhipicephalus sanguineus, Dermacentor reticulatus e Haemaphysalis leachi. [UNGAR
DE SA et al.,2007].

O diagnostico utilizado com maior frequéncia ultimamente no pais € o esfregago sanguineo da amostra do cdo com
suspeita da hemoparasitose. Todavia, € um método que apresenta pouca sensibilidade as diferentes concentracdes de
parasitas circulantes no sangue. E devido a0 grau de agressividade da doenca, € necessaria a introducéo de novas
técnicas no mercado que visem um diagnostico mais objetivo e eficiente, que propiciem a cura do cdo infectado
[GUIMARAES et al., 2004].

A Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) € uma metodologia utilizada pela Biologia Molecular, cujo principio € a
amplificagdo exponencial de um fragmento do material genético selecionado. E utilizada como método de diagndstico
para outras doencas e sua aplicacdo pode propiciar a visualizagdo da presenca ou auséncia do fragmento do material
genético do patdgeno da amostra suspeita. Permitindo maior exatiddo e confiabilidade como exame diagndstico
[NUNES et a.,2007].

Objetivo

O presente trabalho visa padronizar a metodologia de PCR para diagnéstico de Babesia canis de caes com suspeita de
hemoparasitose.

Materiais e M étodos

Os procedimentos apresentados a seguir com excessdo da coleta, foram realizados no Laboratério de Bioprospecgéo e
Recursos Genéticos da Universidade Estadual de Montes Claros.

A.Coleta

Foram coletadas no Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) em Montes Claros, 80 amostras com volume de 3 ml
retiradas por via braquial dos cachorros que chegavam ao centro, sem distingdo de idade e sexo. As amostras foram
conservadas em tubos de coleta a vacuo contendo EDTA, para evitar a coagulacdo do sangue e preservar a morfologia
das células. O volume destas foi dividido e parte dele foi enviado para uma clinica particular para diagnostico através
do esfregago sanguineo e a outra parte foi utilizada para diagndstico através da técnica de PCR.

B.Extrac&o do DNA

A extrac8o foi realizada em tudos Eppendorf de 1,5ml seguindo o Protocolo de Extracdo de Amostras de Sangue
Congeladas [OLIVEIRA et al.,2007] pelo método Fenol-Cloroférmio com modificagdes na concentragdo de alguns
reagentes quimicos. Apos a extracéo o DNA foi conservado a-20°C.

C.Reacdo em Cadeia da Polimerase.

APOIO FINANCEIRO FAPEMIG Aprovado pela Comissio de Etica em Experimentacéo e Bem-Estar Animal da Unimontes — CEEBEA: n° 116/2016



TFEPEG -

N
ENSINO-PESQUISA 3 PIBID /L))) ((
EXTENSAQ - GESTAO v Unimontes U0

FADENOR

UNIVERSIDADE, SOCIEDADE E POLITICAS PUBLICAS

A PCR foi realizada utilizando o termociclador TC-Plus Techne Analitica. O DNA foi amplificado em 40 ciclos com
temperaturas de 94°C, 50°C e 72°C.

Os primers utilizados na amplificacdo do material genético de Babesia canis foram BAB-F com sequéncia (5’ a 3')
AAG TACAAGCTT TTT ACG GTG e BABESIA COMMON de sequéncia (5’ a3') CCT GTATTGTTATTTCTT
GTC ACT ACC TC, em concentragéo de 5pM. O mix dos reagentes continha MgCl2 a 25mM, tamp&o com MgCI2 a
1,5mM, a enzima Tag-DNA polimerase, DNTP'S a 1,25mM, H20, DNA extraido no laboratério totalizando uma
solucdo com 25 L.

D.Eletroforese.

A eletroforese do produto de PCR foi realizada em agarose 1,5% corado com Brometo de Etidio por 50 min, para
visualizagado e registro daimagem foi utilizado o Foto documentador GelL ogic (Nova Analitica).

E.Esfregago Sanguineo

As oitenta amostras foram enviadas para um labaroratério particular na Cidade de Montes Claros a fim de que fossem
identificados os parasitas intacel ulares.

Resultados e Discussao

Do total de oitenta amostras coletadas, trinta e sete destas foram PCR positivas para Babesia canis (Fig.1). Ao passo
gue as mesmas também foram submetidas ao diagndstico em esfregaco sanguineo para visualizacdo intraeritrocitaria do
parasita por uma clinica particular. Contudo, em nenhuma amostra coletada foi possivel evidenciar a presenca de
hemoparasitas intracel ulares. Demostrando assim, a maior sensibilidade da técnica de PCR para o diagnostico.

No Brasil, poucos estudos foram realizados e pouco se sabe sobre o0s aspectos epidemiol 6gicos da Babesiose (PASSOS
et al., 2005). O'Dwyer et al. (2001) observou 5,2% de cédes infectados por exame de esfregaco numa area rural. No
presente estudo, nenhum dos cées foi diagnosticado por exame microscépico, porém dessas mesmas amostras, 46,25 %
foram positivas utilizando a PCR. Como até o momento nenhum outro estudo foi feito com cées da cidade de Montes
Claros, nossos resultados s&o foram comparados.

Conclusao

A realizacdo do presente trabalho permitiu a padronizacdo de uma metodologia mais eficiente, sensivel e rapida com
poucas concentracdes de parasitas. Facilitando assim o tratamento precoce dos cées infectados. Além de poder auxiliar
no desenvolvimento de estudos que envolvam a epidemiol ogia da babesi ose canina na cidade de Montes Claros.
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