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RESUMO - ROTONDANO, T.E.F. Doenças transmitidas por carrapatos em cães nas 
mesorregiões do sertão e agreste do estado da Paraíba. Doenças transmitidas por carrapatos são 
uma importante causa de morbidade e mortalidade em cães (Canis lupus familiaris) de todo o 
mundo, com o Rhipicephalus sanguineus (o carrapato marrom do cão), apontado como vetor de 
vários patógenos. Pesquisar locais com condições potenciais para o desenvolvimento destas 
doenças, como presença de carrapatos vetores e seus hospedeiros, e a pesquisa dos agentes 
responsáveis que circulam numa população são importantes para o controle dos agravos. Nosso 
trabalho objetivou investigar a ocorrência das principais doenças transmitidas por carrapatos em 
cães nas mesorregiões do sertão (clima semiárido) e agreste (clima úmido) do estado da Paraíba. 
Amostras de sangue foram coletadas juntamente com a aplicação de um questionário 
epidemiológico visando à obtenção de informações sobre os cães e seus proprietários. As amostras 
sanguíneas foram analisadas por exame direto, provas hematológicas, sorológicas e moleculares e 
os resultados foram avaliados por programa estatístico. Inicialmente buscou-se determinar a melhor 
fração sanguínea para extração de DNA visando o diagnóstico de erliquiose e anaplasmose caninas 
por nPCR. O sangue total demonstrou ser a melhor fonte de DNA em comparação às frações de 
papa leucocitária, granulócitos, mononucleares e coágulo sanguíneo, provavelmente por albergar 
bactérias intracelularmente como também livres no plasma, oriundas de lise celular. Além disso, foi 
possível identificar, pela primeira vez no estado da Paraíba, a infecção canina por Anaplasma 
platys. Ehrlichia canis, também reconhecida pela primeira vez na região, apresenta-se como 
principal agente transmitido por carrapatos aos cães, no estado da Paraíba. Verificou-se como 
fatores de risco para erliquiose o ato de não vacinar os cães, o animal ser fêmea, o regime de criação 
semi-domiciliar e solto, e os proprietários serem analfabetos ou terem cursado apenas o primeiro 
grau. Anemia, leucopenia e trombocitopenia também apresentaram associação significativa com a 
ocorrência da erliquiose. Detectou-se pela primeira vez na área estudada Babesia canis vogeli e uma 
correlação significativa foi observada entre a diminuição de plaquetas e a babesiose. Hepatozoon 
spp. não foi observado no estudo. Anticorpos para Rickettsia rickettsii, R. parkeri, R. rhipicephalii, 
R. amblyommii e R. felis foram detectados em cães dos municípios estudados, sendo essa a primeira 
evidência (sorológica) de Rickettsia spp. no estado da Paraíba. O encontro de infecções por B. canis 
vogeli, A. platys e Rickettsia spp. indica que esses agentes devem ser incluídos no diagnóstico 
diferencial na rotina médica veterinária. 
 
 
Palavras-chave: Cães, Carrapato, Diagnóstico, Rickettsia spp., Erliquiose, Babesiose. 
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ABSTRACT - ROTONDANO, T.E.F. Tick-borne diseases in dogs in the “sertão” and 
“agreste” regions of the state of Paraíba. Tick-borne diseases are a major cause of morbidity and 
mortality in dogs (Canis lupus familiaris) worldwide, with Rhipicephalus sanguineus (the brown 
dog tick), incriminated as a vector of several pathogens. Study of local conditions with potential for 
development of these diseases, presence of tick-vectors and their hosts, and research of pathogens 
circulating in a population are important for health problems control. Our study aimed to investigate 
the occurrence of major dog´s tick-transmitted diseases in the “sertão” (semiarid climate) and 
“agreste” (wet climate) in the State of Paraíba. Blood samples were collected along with the 
application of an epidemiological questionnaire aimed at obtaining information on the dogs and 
their owners. The blood samples were analyzed by direct examination, hematological, serological 
and molecular tests and the results were evaluated by statistical program. Initially we determined 
the best blood fraction as DNA source for canine ehrlichiosis and anaplasmosis diagnosis by nPCR. 
Whole blood revealed the best DNA source compared to the leukocyte, granulocytes, and 
mononuclear blood clots, probably for containing intracellular, as well as, free bacteria in plasma, 
delivered by cell lysis. Furthermore, it was possible to identify, for the first time in the state of 
Paraíba, canine Anaplasma platys infection. Moreover, Ehrlichia canis was recognized for the first 
time in the region, and presented as the main tick transmitted agent to dogs, in the state of Paraíba. 
It was found as risk factors for ehrlichiosis: not vaccinate dogs, females, semi – household and 
street dogs, and poorly educated owners. Anemia, leukopenia, and thrombocytopenia were 
significantly associated with ehrlichiosis occurrence. Babesia canis vogeli was detected for the first 
time in the area studied and a significant correlation was observed between platelets decreasing and 
babesiosis. Hepatozoon spp. had not been observed in the study. Antibodies to Rickettsia rickettsii, 
R. parkeri, R. rhipicephalii, R. amblyommii and R. felis were detected in dogs in the area studied 
providing the first evidence (serological) of Rickettsia spp. in the state of Paraíba. Unveiling B. 
vogeli canis, A. platys and Rickettsia spp. infection in the region studied indicates that these agents 
should be included in the differential diagnosis in veterinary medical routine. 
 
 
Keywords: Dogs, Tick, Diagnosis, Rickettsia spp., Ehrlichiosis, Babesiosis. 
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1. INTRODUÇÃO 

 As doenças transmitidas por vetores aos cães representam um grupo variado e complexo 

de patologias, incluindo a anaplasmose, babesiose, bartonelose, borreliose, dirofilariose, erliquiose, 

leishmaniose e rickettsioses, com novas síndromes sendo descobertas a cada ano. Muitas dessas 

doenças podem causar graves condições clínicas, com risco de vida, em cães, com um número 

considerável tendo potencial zoonótico, afetando, dessa forma, a população humana. Hoje essas 

doenças representam uma ameaça global crescente à medida que continuam a sua propagação longe 

de sua tradicional ocorrência geográfica e restrições temporais. 

 A erliquiose monocítica canina (EMC) causada pela Ehrlichia canis é uma doença 

multissistêmica a qual se manifesta nas formas aguda, subclínica ou crônica. Estas manifestações 

podem ser afetadas pela virulência de diferentes cepas e co-infecções com outros patógenos 

também transmitidos por carrapatos, como Babesia canis vogeli e Hepatozoon canis. A 

trombocitopenia cíclica canina ocorre quando, principalmente, as plaquetas são infectadas por 

Anaplasma platys (anteriormente classificada como E. platys). O tropismo dessa espécie por 

trombócitos é único entre os agentes erliquiais, mesmo apesar de todos esses causarem 

trombocitopenia. 

 A babesiose canina causa febre, anorexia, esplenomegalia, anemia e trombocitopenia 

grave. B. canis vogeli é o agente etiológico mais difundido entre os cães, devido à natureza 

cosmopolita de seu hospedeiro, o carrapato marrom do cão, Rhipicephalus sanguineus. Os 

protozoários do gênero Hepatozoon podem infectar os cães quando esses ingerem carrapatos, ou 

partes deles, infectados com o patógeno. Essa infecção é geralmente mal diagnosticada pelos 

veterinários haja vista que os sinais clínicos apresentados pelo animal são semelhantes aos de outras 

doenças transmitidas por carrapatos, tais como erliquiose e babesiose. 

 As rickettsioses são doenças causadas por bactérias da família Rickettsiaceae na qual está 

classificado o gênero Rickettsia, ocorrem mundialmente sendo transmitidas por uma variedade de 

espécies de carrapatos, cada uma com exigências específicas. Dessa forma, a epidemiologia das 

várias rickettsioses é determinada pela distribuição geográfica específica do carrapato vetor. Na 

condição de hospedeiro para os carrapatos vetores da Febre Maculosa Brasileira (FMB), o cão pode 

ser utilizado como importante sentinela em estudos de vigilância epidemiológica e a prevalência de 

reações sorológicas positivas em cães de uma área geográfica põe em evidência o risco de infecção 

humana. 

 O estado da Paraíba localiza-se na região Nordeste do Brasil e possui um clima quente, 

com temperaturas elevadas durante todo o ano. Na região litorânea, o clima é classificado como 

tropical úmido, com temperaturas médias em torno de 24°C, em direção ao interior o clima 
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abundante é o semiárido, caracterizado pelas chuvas escassas e irregulares, com baixa pluviosidade. 

Os estudos acerca da ocorrência de doenças transmitidas por carrapatos, bem como das ferramentas 

de diagnóstico dessas doenças nessa área ainda são escassos. Dessa forma, o presente trabalho 

apresenta, no formato de artigos, três diferentes estudos os quais objetivaram o desenvolvimento de 

métodos de diagnóstico e uma melhor compreensão da real situação epidemiológica dessas doenças. 

. 
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2.  JUSTIFICATIVA 

É sabido que os cães constituem fonte de infecção de diversos patógenos, transmitidos por 

carrapatos, para os humanos. Em uma era de zoonoses emergentes pesquisar locais que possuem 

potencial para desenvolver condições para o aparecimento destas doenças é importante para 

alcançar o diagnóstico precoce, tratamento e controle, fundamentais para a manutenção do bem 

estar animal e humano. Além disso, embora as doenças estudadas no presente trabalho já tenham 

sido bastante pesquisadas no Brasil, a região em questão ainda encontra-se carente de trabalhos que 

reflitam a real situação epidemiológica das mesmas e explorando ferramentas de diagnóstico 

eficazes. 
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3.OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

Investigar a ocorrência e prevalência das principais doenças, de importância médica, 

transmitidas por carrapatos aos cães nas mesorregiões do sertão e agreste do estado da Paraíba, e no 

município de Recife, estado de Pernambuco. 

 

3.2 Objetivos Específicos 

Avaliar o sangue total e suas frações como fonte de DNA para detecção de Ehrlichia canis e 

Anaplasma platys por PCR; 

Por meio de inquérito sorológico e molecular conhecer os agentes, transmitidos por 

carrapatos, responsáveis por doenças na população canina no estado da Paraíba, Nordeste do 

Brasil;  

Avaliar o grau de concordância de técnicas diretas e indiretas no diagnóstico de erliquiose 

monocítica canina; 

Identificar possíveis fatores de risco associados à ocorrência de Ehrlichia canis, Babesia 

spp., Hepatozoon spp e Rickettsia spp. em cães no estado da Paraíba, Nordeste do Brasil. 
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4. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

4.1. Erliquiose e Anaplasmose Caninas 

4.1.1. Agente Etiológico e Classificação 

Taxonomicamente as erlíquias pertencem à ordem Rickettsiales, família Anaplasmataceae e 

se caracterizam por serem bactérias gram-negativas, pleomórficas e de crescimento intracelular 

obrigatório (DAGNONE et al., 2009). Os membros da família Anaplasmataceae se replicam em 

vacúolos, conhecidos como mórula, derivados da membrana celular das células infectadas, que são 

principalmente monócitos e macrófagos caninos (Figura 1) (DUMLER et al., 2001).  

 

 

 

De acordo com esta característica, as espécies são classificadas em formas monocíticas (E. 

canis, E. risticii), granulocíticas (E. ewingii e E. equi) e trombocíticas (Anaplasma platys), embora 

essa divisão possua limitações, pois uma espécie pode infectar mais de um tipo celular (COHN, 

2003). A classificação mais fidedigna baseia-se na amplificação e sequenciamento do RNA 

ribossomal (rRNA) 16S com objetivo de agrupar as espécies por homologia de suas sequências 

(DUMLER et al., 2001). 

E. canis infecta monócitos e é o agente causador da erliquiose monocítica canina (EMC) 

(ALMOSNY, 2002). A. platys parasita preferencialmente plaquetas, resultando na doença 

conhecida como trombocitopenia cíclica canina (TCC), muitas vezes sem sinais clínicos aparentes 

(HARVEY et al., 1978; TROY et al., 1990).  

 

4.1.2. Epidemiologia 

A infecção canina ocorre quando as secreções salivares do carrapato infectado contaminam o 

ponto de fixação durante a ingestão de um repasto sanguíneo. Todos os três estágios podem 

transmitir a doença (larva, ninfa e adulto) (ALMOSNY, 2002). A bactéria penetra nas células 

Figura 1- Seta: Mórula de Ehrlichia canis, 
cepa São Paulo, em cultivo celular de 
histiócito canino (Arquivo pessoal). 
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mononucleares sob a forma de corpúsculos elementares (SANTARÉM, 2003) que são as formas 

individuais do parasito. Uma vez inoculados na circulação, entram nos monócitos. Ao contrário das 

riquétsias, as erlíquias se replicam dentro de fagossomos da célula hospedeira, a fusão 

fagolisossomal não ocorre em células infectadas, permitindo aos corpúsculos elementares, 

crescerem e se dividirem dentro dos limites do fagossomo nas células hospedeiras infectadas por 

divisão binária. As inclusões intracelulares formadas pelas erlíquias no hospedeiro formam as 

mórulas e são observadas nos leucócitos na fase aguda da infecção, em pequeno número e por curto 

período de tempo. Cada mórula contém vários corpos elementares, os quais são liberados com o 

rompimento da célula e irão infectar outras células iniciando um novo ciclo (McDADE, 1990). 

 A TCC ocorre quando, principalmente, as plaquetas são infectadas por A. platys . O 

tropismo dessa espécie por trombócitos é único entre os agentes erliquiais, mesmo apesar de todos 

esses causarem trombocitopenia (COHN, 2003). A doença é assim denominada devido ao fato do 

número de plaquetas circulantes diminuir a cada 7-14 dias (HARRUS et al., 1997). As 

trombocitopenias iniciais podem se desenvolver, principalmente, como consequência da lesão direta 

às plaquetas pela replicação dos organismos. No entanto, mecanismos imune mediados de 

trombocitopenia tornam-se mais importante em episódios subseqüentes de trombocitopenia 

(HARVEY et al., 1978). A fração de plaquetas infectadas diminui drasticamente em parasitemias 

sucessivas, mas os episódios de trombocitopenia associados continuam a ser graves (FRENCH e 

HARVEY, 1993).  

Infecções por A. platys  e E. canis são freqüentemente encontradas nas mesmas regiões 

geográficas e indícios de exposição ou infecção por ambos os organismos são comumente 

detectados no mesmo cão (HARRUS et al., 1997; CARDOSO et al., 2008; GAL et al., 2008; 

DINIZ  et al., 2010). Ambos os organismos são encontrados em todos os continentes, porém são 

mais prevalentes em climas tropical e subtropical ( STICH et al., 2008; IABSLEY et al., 2008). 

 A erliquiose canina está presente em virtualmente todas as regiões do  

Brasil (TRAPP et al., 2006; DAGNONE et al., 2003; MACIEIRA et al., 2005; AGUIAR et al., 

2007; LABRUNA et al., 2007a; LABARTHE et al., 2003; PAIVA et al., 2007). Estudos no nosso 

país têm revelado prevalências de EMC que variam de 4,8% a 65% em cães oriundos de zona rural 

ou urbana (AGUIAR et al.,2007; COSTA JR et al.,2007; SAITO et al., 2008). Entre cães atendidos 

em clínica e hospitais veterinários, a frequência de animais infectados tem oscilado entre 20 a 57% 

(BULLA et al., 2004; DAGNONE et al., 2003; TRAPP et al., 2006; RAMOS et al., 2009). A 

prevalência da infecção pode ser tão elevada como 46,7% em cães assintomáticos (SANTOS et al., 

2009) quanto 78% em cães sintomáticos (PAIVA et al., 2007).  
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De acordo com Soares et al. (2006) o risco de infecção por E. canis parece ser mais elevado 

para os cães que vivem em casas quando comparado com os cães que vivem em apartamentos. Isso 

é esperado, porque os cães que vivem em casas com quintais são teoricamente mais expostos a 

carrapatos do que aqueles que vivem em apartamentos. Estudos soroepidemiológico revelaram que 

cães adultos do sexo masculino são mais propensos a apresentar anticorpos para E. canis, 

particularmente aqueles infestados por carrapatos (TRAPP et al., 2006; COSTA-JR et al., 2007). 

Apesar de E. canis ser considerada a principal espécie causadora de erliquiose no Brasil, A. platys 

tem sido identificada por PCR em algumas regiões com prevalências variando entre 15,84% e 55% 

(FERREIRA et al., 2007; DAGNONE et al.,2009; RAMOS et al., 2009). 

 

4.1.3. Sinais Clínicos 

A EMC é uma doença multissistêmica a qual se manifesta nas formas aguda, subclínica ou 

crônica. Estas manifestações podem ser afetadas pela virulência de diferentes cepas de E. canis e 

co-infecções com outros patógenos também transmitidos por carrapatos, como Babesia canis vogeli 

e Hepatozoon canis (GAL et al., 2008). A co-infecção com mais de uma espécie erliquial ou com 

outros hemoparasitas é comum (RAMOS et al., 2009; DAGNONE et al., 2009), o impacto clínico 

de uma co-infecção por E. canis e A. platys na fisiopatologia da doença em cães ainda não está 

completamente elucidado (BEALL et al., 2008).  

Os sinais clínicos mais comuns associados com erliquiose, anaplasmose e também babesiose, 

são febre e letargia. Outros sintomas inespecíficos incluem anorexia, diarréia e vômito, 

linfadenopatia, desconforto respiratório e, ocasionalmente, sinais neurológicos (CARDOSO et al., 

2010; FOGLIA et al., 2006; VAN DE MAELE et al., 2008). Em casos de co-infecção com dois ou 

mais agentes é muito difícil atribuir os sinais clínicos e anormalidades hematológicas e bioquímicas 

a um único agente (IZZI et al., 2013). Geralmente infecções crônicas não são reconhecidas, pois os 

cães infectados parecem saudáveis até o surgimento de desordens hemorrágicas, pancitopenia, 

uveíte e perda de peso ou até o diagnóstico ser realizado (GREENE, 2006). 

 

4.1.4 Diagnóstico 

O diagnóstico das doenças caninas transmitidas por vetores (DCTV) representa um desafio 

substancial para os veterinários visto que os sinais clínicos induzidos pelos vários agentes 

patogênicos podem ser semelhantes além de co-infecções com dois ou mais agentes as quais podem 

levar  a sinais clínicos atípicos ou à  sobreposição dos mesmos. O diagnóstico confirmatório dessas 

doenças deve incluir o histórico de exposição aos artrópodes vetores, sinais clínicos compatíveis, 
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confirmação laboratorial, apoiada por testes citológicos, sorológicos e moleculares. Durante a 

última década, as técnicas moleculares (por exemplo os métodos baseados em PCR) têm provado 

ser útil para a confirmação diagnóstica de muitas DCTVs, enquanto a sorologia ou citologia tem 

sido historicamente utilizada em inquéritos epidemiológicos ou para confirmação de um diagnóstico 

clínico, respectivamente (OTRANTO et al., 2009). 

 

4.1.4.1 Hematologia 

A contagem de células sanguíneas é um constituinte essencial no diagnóstico da EMC e 

TCC. Na fase aguda, trombocitopenia moderada a severa é um achado hematológico distinto. A 

avaliação, no esfregaço sanguíneo, do número de plaquetas é essencial para confirmar a presença 

real da trombocitopenia, a qual, na fase aguda, é geralmente acompanhada de leve anemia e discreta 

redução das células brancas (HARRUS e WANER, 2011).  

Gaunt et al., (2010) sugeriram que a diminuição de plaquetas ocorreria de forma mais rápida 

em cães infectados apenas por A. platys quando comparados aqueles com infecção unicamente por 

E. canis indicando, possivelmente, diferentes mecanismo fisiopatológicos para a trombocitopenia. 

Em comparação com E. canis, a qual induz trombocitopenia em associação com o desenvolvimento 

de anticorpos anti-plaquetários, A. platys infecta diretamente as plaquetas e pode ter um efeito mais 

imediato sobre a meia-vida dessas células na circulação (FRENCH et al., 1993; HARRUS et al., 

1997; WANER et al., 1995). 

A anemia presente em cães infectados com Ehrlichia ou Anaplasma é geralmente leve, 

normocítica, normocrômica e não regenerativa (MAGNARELLI et al., 1990; GAUNT et al., 2010). 

Enquanto que na infecção simultânea pelos dois agentes tanto a anemia como a trombocitopenia 

tendem a ser mais pronunciadas (GAUNT et al., 2010). 

Bulla et al. (2004) e Dagnone et al. (2003) indicam que a erliquiose seja incluída como 

diagnóstico diferencial em cães anêmicos e trombocitopênicos, por outro lado Santos et al. (2009) 

observaram uma elevada prevalência de E. canis em cães não trombocitopênicos e recomendaram a 

associação da avaliação hematológica com testes de diagnóstico complementares evitando dessa 

forma a utilização desnecessária de antibióticos. 

 

4.1.4.2 Citologia 

O diagnóstico com base em esfregaço sanguíneo tem baixa sensibilidade, uma vez que 

existem poucas bactérias presentes nas amostras, as mórulas podem ser visualizadas apenas durante 

a fase aguda e a porcentagem de células infectadas é normalmente inferior a 1% (CADMAN et al., 
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1994). A baixa sensibilidade dessa técnica vem sendo relatada por diversos autores (RAMOS, 2009; 

NAKAGHI, 2008; MASSUNG et al., 1998). 

A citologia também apresenta baixa sensibilidade no diagnóstico de infecções por A. platys, 

devido à presença cíclica do agente associada ou não ao baixo número de plaquetas (DAGNONE et 

al., 2009). Além disso, corpúsculos de inclusão em células sanguíneas muitas vezes estão 

relacionados à ativação celular em processos inflamatórios, podendo ser confundidos com inclusões 

de E. canis e A. platys (FERREIRA et al.2007; MYLONAKIS et al. 2003).  

Plaquetas, grânulos linfocíticos azurofílicos e material nuclear fagocitado podem ser 

confundidos com inclusões erliquiais. Entretanto, outros organismos pertencentes à família 

Anaplasmatacea (E. chaffeensis, N. risticii e E. ruminantium) também podem infectar monócitos 

caninos (BREITSCHWERDTET et al., 1998). Alguns artefatos associados à inexperiência técnica 

podem também induzir a resultados falso-positivos. 

De acordo com Harrus e Waner (2011) essa técnica pode ser otimizada pelo exame de  

esfregaços de papa leucocitária, o que aumentaria significativamente as chances de se detectar 

mórulas compatíveis com E. canis. Sensibilidade de 66% foi obtida por Mylonakis et al. (2003) 

após avaliação  de 1000 campos em esfregaço de papa leucocitária comparada a 34 % apenas 

quando essa análise foi realizada utilizando-se punção de medula óssea. O tempo necessário para 

realização desses testes  foi de 50 a 60 minutos. 

 Dados epidemiológicos de prevalência de patógenos erliquiais e seus vetores para 

determinada região geográfica é que poderão indicar quais diagnósticos diferenciais podem ser 

relevantes e dentre eles quais deverão ser considerados para a área em particular (HARRUS e 

WANER, 2011). 

 

4.1.4.3 Sorologia 

 Vários métodos sorológicos foram desenvolvidos para o diagnóstico da EMC e são 

considerados valiosas ferramentas de triagem e / ou diagnóstico. A Reação de Imunofluorescência 

Indireta (RIFI) para anticorpos IgG anti-E. canis é considerada  "padrão ouro” indicando exposição 

prévia ao agente. As imunoglobulinas IgM não são consideradas um indicador confiável de 

exposição a  E. canis devido ao seu desenvolvimento inconsistente no curso da doença (MCBRIDE 

et al., 2003), em contraste com o que ocorre com os títulos de IgG ≥ 40 os quais são considerados 

positivos. Para as infecções agudas, dois testes de RIFI consecutivos, com intervalo de 7-14 dias, 

são recomendados, e um aumento de 4 vezes no título de anticorpos é sugestivo de uma infecção 

ativa. Anticorpos anti-Ehrlichia IgG persistem por vários meses a anos após o tratamento e 

eliminação da rickettsia (BARTSCH e GREENE, 1996). 
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 Anticorpos contra vários outros organismos que apresentam reação cruzada com E. canis 

complicam o diagnóstico sorológico da EMC (WANER et al., 2001). A RIFI não pode discriminar 

entre anticorpos de E. canis, E. ewingii, E. chaffeensis e E. ruminantium (CARDENAS et al., 

2007). Como existem reações cruzadas em exames sorológicos dentro do mesmo genogrupo, e 

potencialmente entre genogrupos, a identificação da espécie pode não ser estabelecida na maioria 

dos estudos clínicos que utilizem apenas a sorologia (SUKASAWAT et al., 2001). Não existe 

nenhuma reação sorológica cruzada entre E. canis  e A. platys (FRENCH e HARVEY, 1993). 

 Além da RIFI, a técnica Enzime-Linked Immunosorbent Assay (ELISA) têm sido 

desenvolvida e mostrou-se útil no diagnóstico da doença. Existem alguns testes comerciais 

disponíneis,  os quais identificam IgG para E. canis, como o Immunocomb® (recombinant major 

antigenic protein 2 - rMAP2 – Biogal, Israel) e o Snap® 3Dx e 4Dx (IDEXX Laboratories Inc., 

USA), esse último também utilizado na detecção de anticorpos para Anaplasma. Harrus et al., 

(2002) concluíram que esses kits comerciais foram sensíveis e específicos especialmente em 

amostras com título ≥ 1:320 na RIFI e sugeriram que o teste ELISA fosse repetido 1-2 semanas 

após o primeiro ensaio para ultrapassar este problema de sensibilidade. Outros estudos também 

atestaram a alta sensibilidade e especificidade dessa técnica em detectar anticorpos  para espécies de 

Ehrlichia e Anaplasma reduzindo a probabilidade de reações cruzadas e resultados falso positivos 

(GAUNT et al., 2010; CHANDRASHEKAR et al., 2010). 

 O Western blotting é uma técnica mais específica e pode ajudar a caracterizar o agente 

infeccioso através das “impressões digitais” do perfil da proteína imunogênica. Essa técnica tem 

sido utilizada para caracterizar e distinguir entre infecções com diferentes organismos causadores de 

erliquioses, anaplasmoses ou neoriquetsioses e tem potencial para resolver dilemas envolvendo 

reações cruzadas. Apresentando sensibilidade comparável à RIFI, possui vantagens na objetividade 

da leitura, pois não sofre influência da subjetividade do operador, como ocorre na 

imunofluorescência, porém, a desvantagem é ser uma técnica de elevado custo e necessitar de um 

maior tempo na realização, além de requerer tecnologia mais avançada (ANDEREG e PASSOS, 

1999). 

 Resultados conflitantes entre RIFI, ELISA e Western blotting foram observados em 

amostras de soros de baixos títulos, e estes resultados podem refletir alta sensibilidade e baixa 

especificidade da RIFI associadas com reação-cruzada entre agentes do gênero Ehrlichia 

(O’CONNOR et al., 2006). Cárdenas et al. (2007), utilizando os polipeptídeos recombinantes gp36, 

gp19 e gp200, apresentaram melhorias na capacidade de detecção da tecnologia de proteína 

recombinante em comparação ao “padrão ouro” da RIFI, eliminando dessa forma os últimos 

obstáculos associados ao imunodiagnóstico de infecções por E. canis, incluindo a identificação 
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espécie-específica e a falta de sensibilidade associada com baixos níveis de anticorpos no início da 

fase aguda da infecção.  

 

4.1.4.4 Detecção Molecular 

A Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR, do inglês Polymerase Chain Reaction) é 

altamente sensível e específica no diagnóstico da erliquiose e anaplasmose. É utilizada para avaliar 

a eliminação dos organismos após a terapia antibiótica e sua principal vantagem é identificar a 

espécie de Ehrlichia ou Anaplasma envolvida na infecção, o que nem sempre é possível a partir de 

outras técnicas.  

Resultados falso-positivos podem ocorrer quando utilizadas temperaturas de anelamento 

relativamente baixas, quando contaminantes estão presentes ou quando ocorre amplificação 

inespecífica. O resultado negativo de PCR denota que nenhum DNA alvo foi encontrado, mas não 

necessariamente prova que não havia DNA na amostra (resultado falso negativo). A detecção de 

DNA de E. canis pode ser obtida cerca de 4-10 dias após a inoculação (IQBAL et al., 1994). A 

técnica pode ser realizada a partir de vários genes alvo (16S rRNA, p28, p30, dsb, VirB9), 

entretanto a PCR para os gene 16S rRNA e p30 são os mais comumente usados. O fato de que E. 

canis contém múltiplas cópias do gene p30, mas somente uma cópia do gene 16S rRNA, aumenta as 

chances para a detecção do patógeno quando o alvo é o primeiro (STICH et al., 2008). 

A PCR convencional é um método que possui alta especificidade e sensibilidade, mas 

possui algumas limitações como: a possibilidade de contaminação com o brometo de etídio no 

processamento pós amplificação, os resultados não são quantitativos e a discriminação é baseada 

apenas no tamanho do fragmento. Além da possibilidade de ocorrer resultados falso-positivos, 

ocasionados por contaminação do ambiente de trabalho por DNA amplificado em virtude da alta 

sensibilidade do método. Estas restrições podem ser minimizadas ou até mesmo evitadas com o uso 

da técnica de PCR em Tempo Real (DO CARMO e FIORINI, 2007).    

Outras técnicas derivadas da PCR têm sido desenvolvidas com o objetivo de aumentar a 

sensibilidade desta metodologia, como por exemplo a nested PCR (nPCR), RFLP-PCR (restriction 

fragment length polymorphism) e real time PCR (qPCR) (MURPHY et al., 1998; WEN et al., 1997; 

LABRUNA et al., 2007a). Uma análise comparativa entre a PCR (gene dsb) e a nPCR (16S rRNA), 

realizada em 24 amostras de sangue de cães naturalmente infectados por E. canis, demonstrou que 

as duas técnicas são adequadas ao diagnóstico da EMC (MACHADO, 2004) sendo a nPCR  a única 

capaz de diferenciar as espécies de Ehrlichia spp. As vantagens adicionais da PCR em etapa única 

são a redução de falso-positivos devido à contaminação por amplicons da primeira etapa e a 

diminuição no tempo de execução da técnica (ALVES et al., 2005). qPCR tricolor foi desenvolvida 
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por Doyle et al. (2005), sendo capaz de, em uma única reação, identificar, simultaneamente, 

erlíquias importantes para a medicina humana, como a E. chaffeensis, E.canis e E. ewingii.    

Diversos estudos têm relatado a elevada sensibilidade diagnóstica e analítica da qPCR 

(DOYLE et al., 2005; GAUNT et al., 2010; HARRUS e WANER, 2011) na detecção de E. canis e 

A. platys.  A habilidade dessa técnica em detectar DNA erliquial, indicando infecção ativa, em vez 

de anticorpos anti-E. canis, indicando exposição, constitui um avanço e permite aos clínicos um 

melhor monitoramento do tratamento instituído, além de permitir a quantificação da carga 

bacteriana. A probabilidade de contaminação na qPCR é menor do que a PCR convencional. Dessa 

forma, a qPCR vem se tornando rapidamente o método preferencial para o diagnóstico de E. canis 

(HARRUS e WANER, 2011). 

De acordo com Dagnone et al., (2009) o uso de amostras de sangue como material para a 

realização da PCR pode resultar em falso-negativos, mesmo em animais em fase aguda da doença, 

visto que a parasitemia do agente é normalmente baixa.  Na fase crônica, a detecção de material 

genômico se torna ainda mais difícil em espécimes menos invasivas, como o sangue. Por outro lado 

Nakaghi et al. (2008) avaliando a  sensibilidade da nPCR observaram que a mesma é capaz de 

detectar DNA de E. canis até o equivalente a um monócito infectado em 1036 células, o que torna a 

técnica altamente recomendada para a detecção de alvos com baixo número de cópias. Gaunt et al., 

(2010), trabalhando com animais experimentalmente infectados, relataram que amostras de sangue 

e de punção de linfonodo mostraram-se mais confiáveis que às de punção de medula óssea na 

detecção de E. canis por qPCR. 

Amostras obtidas por técnicas mais invasivas como aspirado de baço, na fase crônica da 

doença, podem aumentar a sensibilidade da técnica de PCR (HARRUS et al., 2004), mas não se 

apresentam como técnicas viáveis para rotina médica.  

 

4.1.4.5 Cultivo Celular 

 A utilização bem sucedida de uma linhagem celular de macrófagos canino (DH82) no 

cultivo de E. canis  proporcionou o desenvolvimento e padronização da técnica de RIFI, 

possibilitando avanços na pesquisa e diagnóstico da EMC (LOVERING et al., 1980). No Brasil, a 

E. canis foi isolada em células DH82 a partir do sangue de cães infectados no Rio de Janeiro 

(TORRES et al., 2002), Jaboticabal (AGUIAR et al., 2007), São Paulo (AGUIAR et al., 2008), 

Cuiabá, Londrina, Monte Negro, Presidente Prudente (AGUIAR e ORLANDELLI, 2009) e 

Uberlândia (ALVES, 2010). 
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 O isolamento e crescimento de espécies de Ehrlichia é demorado e laborioso sendo mais 

utilizado em laboratórios de pesquisa e menos como uma ferramenta de diagnóstico. Essa técnica 

requer equipamentos de laboratório específicos e profissionais treinados. O crescimento inicial do 

organismo é um processo prolongado, ocorrendo cerca de 10 semanas após a inoculação. E. canis 

também foi adaptada para crescer em linhagem de macrófagos de rato (J774.A1), a qual tem sido 

sugerida como uma alternativa às células DH82 (Keysary et al., 2001). Além disso, células 

endoteliais microvasculares humanas (CDC / EU.HMEC-1) foram também úteis para o isolamento 

de E. canis (DAWSON et al., 1993). 

  

4.1.5 Tratamento 

Devido à característica de localização intracelular os organismos rickettsiais dificultam a 

atuação do sistema imune e a resposta humoral torna-se ineficiente. Admite-se que a resposta imune 

humoral não possui um papel importante na defesa do organismo contra essas infecções, ao 

contrário, hipóteses indicam que ela possa contribuir para a patogênese da doença já que a grande 

produção de anticorpos pode gerar deposição de imunocomplexos (HARRUS et al., 1999). A defesa 

do organismo depende quase que exclusivamente da resposta celular para eliminação do agente. 

Dessa forma, as terapias antimicrobianas têm sua eficácia bastante reduzida (HARRUS et al., 1999; 

COHN et al., 2003; PADDOCK et al., 2003). 

Cães na fase aguda da infecção respondem bem ao tratamento, no entanto, a eliminação dessa 

bactéria pode ser difícil e dessa forma os animais tornam-se cronicamente infectados, servindo 

como reservatórios do microorganismo (STADES, 1999).  

Entre as drogas eficazes no tratamento para erliquiose e anaplasmose, as tetraciclinas e seus 

derivados (oxitetraciclina, cloranfenicol, enrofloxacina, imidocarb e doxiciclina) estão entre as que 

têm maiores probabilidades de eliminar o agente (DOYLE et al., 2005) e são utilizadas na terapia 

tanto de seres humanos como de animais. Dentre elas, a doxiciclina é considerada a droga de 

eleição (NEER et al., 2002). 

Resultados de PCR negativos foram obtidos após 7 dias de utilização de doxiciclina, na dose 

de 10mg/Kg por via oral, em cães experimentalmente infectados. Os mesmos foram tratados  

durante quatro semanas (GAUNT et al.,2010). Davoust et al., (2013) também demonstraram a 

eficácia da droga em eliminar a infecção por E. canis. 

Estudo recente desenvolvido por Theodorou et al., (2013) concluiu que a rifampicina, na 

dose de 10mg/Kg, por via oral, diariamente durante três semanas, foi parcialmente eficaz na 

eliminação da infecção aguda por E. canis, mas acelerou significativamente a resolução  
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da trombocitopenia. Diante dos resultados a mesma poderia ser considerada como um tratamento 

antibacteriano alternativo na EMC, especialmente nos cães intolerantes à doxiciclina. 

 

4.2 Babesiose Canina 

4.2.1 Agente Etiológico e Classificação 

Babesiose é uma doença, de caráter emergente, causada por protozoários do gênero Babesia e 

Theileria pertencente à ordem Piroplasmida e filo Apicomplexa. As espécies de Babesia são muitas 

vezes referidas como piroplasmas, um termo coletivo para parasitos protozoários, fenotipicamente 

semelhantes, que utilizam hemácias de mamíferos em seu ciclo de vida. Duas formas, 

morfologicamente distintas, do estágio eritrocítico no hospedeiro canino foram reconhecidas nos 

primeiros estudos que levaram à nomeação das formas maiores, medindo aproximadamente 3-5 µm, 

como B. canis, e menores, (1-3 µm) como B. gibsoni (IRWIN, 2009).  

B. canis foi reclassificada com base em dados de imunidade cruzada, testes sorológicos, 

especificidade do vetor  e filogenia molecular sendo esses parasitos considerados  como espécies 

separadas. Três sub-espécies foram designadas: B. canis canis, prevalente na Europa, B. canis rossi, 

de grande ocorrência no sul da África e B. canis vogeli, mais frequentemente observada no norte da 

África e América do Norte (LEWIS et al., 1996; ZAHLER et al., 1998; CARRET et al., 1999). 

4.2.2 Epidemiologia 

 A transmissão de Babesia se dá pela inoculação de esporozoítos (forma infectante) durante o 

repasto sanguíneo de carrapatos ixodídeos (ALMOSNY, 2002). No hospedeiro vertebrado o 

protozoário do gênero Babesia ataca a membrana do eritrócito e é envolvido por endocitose. No 

eritrócito, a membrana celular que envolve o parasito se desintegra e todos os estágios subsequentes 

ocorrem em contato direto com o citoplasma da célula hospedeira. B. canis se multiplica dentro do 

eritrócito por repetidas fissões binárias, originando merozoítos. Até 16 merozoítos de B. canis 

podem ser vistos em um único eritrócito, mas mais comumente se observam únicos ou em pares. Os 

merozoítos são liberados quando o eritrócito se rompe e podem invadir outros eritrócitos por 

invaginação (BIRKENHEUER, 2004). 

Os carrapatos se infectam pela ingestão de sangue contendo merozoítos durante a sua 

alimentação nos hospedeiros vertebrados (GREENE, 2006). Um ciclo de vida complexo desse 

parasito com reprodução sexuada (ALMOSNY, 2002) e envolvendo transmissão transestadial e 

transovariana resulta na formação dos esporozoítos infectantes nas células das glândulas salivares 

do carrapato. Quando os carrapatos infectados se alimentam, os esporozoítos passam com a saliva 
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para a circulação do hospedeiro vertebrado. O carrapato necessita ficar fixado se alimentando no 

animal por no mínimo de 2 a 3 dias para que a transmissão de B. canis ocorra (GREENE, 2006).  

No Brasil duas espécies de Babesia tem sido relatadas infectando cães, B. canis vogeli 

(PASSOS et al., 2005; SPOLIDÓRIO et al., 2011) e B. gibsoni (TRAPP et al., 2006). B. canis 

vogeli é o piroplasma canino mais difundido devido a natureza cosmopolita de seu hospedeiro, o 

carrapato marrom do cão, R. sanguineus, abundante nos trópicos quentes e úmidos (IRWIN e 

JEFFERIES, 2004). Inquéritos sorológicos revelaram que a prevalência de anticorpos contra 

Babesia em cães varia de 35,7% (TRAPP et al., de 2006) a 66,9% (RIBEIRO et al., 1990). 

Investigações parasitológicas mostraram que a prevalência de infecção pode variar  de 1,9% 

(SOARES et al., 2006) para 42,0% (BASTOS et al., 2004). 

Pouco se sabe sobre os possíveis fatores de risco para babesiose canina no Brasil. Um estudo 

em população hospitalar revelou que os cães com mais de 1 ano de vida, vivendo em áreas urbanas 

e apresentado sangramento superficial são mais propensos a apresentar anticorpos para B. canis 

vogeli (TRAPP et al., 2006). Em outros estudos a babesiose canina tem sido visto mais 

freqüentemente em cães com idade superior a dois anos, embora cães jovens com um histórico 

recente de visita à praia e primeira exposição a carrapatos também foram vistos afetados pela 

doença. Não há predileção significativa de gênero ou raça (RIBEIRO et al. 1990; GUIMARÃES et 

al., 2002.; BASTOS et al., 2004; TRAPP et al., 2006). 

 

4.2.3. Sinais Clínicos 

Todas as espécies de Babesia podem causar pirexia, anorexia, esplenomegalia, anemia e 

severa trombocitopenia (IRWIN e HUTCHINSON, 1991), além de fraqueza e colapso associado 

com hemólise intra e extravascular, lesão hipóxica, inflamação sistêmica e pigmentúria (IRWIN, 

2009). Embora os episódios hemorrágicos sejam relatados como sinal clínico de babesiose 

(GUIMARÃES et al., 2002) a possibilidade de coinfecção com E. canis deve ser considerada se a 

hemorragia está presente. Desidratação, perda de peso, dor abdominal e sensibilidade renal a 

palpação também podem ser observados (BASTOS et al., 2004). 

No geral, é aceito, que a espécie de piroplasma menos patogênica ao cão seja B. canis vogeli, 

pelo menos nos animais adultos (IRWIN; HUTCHINSON, 1991), já que em filhotes com menos de 

3-4 meses de idade a infecção pode ser fatal (IRWIN, 2009). 
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4.2.4 Diagnóstico 

4.2.4.1 Citologia 

A microscopia continua a ser o mais simples e acessível teste de diagnóstico para a maioria 

dos veterinários e, durante a fase aguda da infecção, é razoavelmente sensível para detectar 

parasitos intraeritrocitários em esfregaços sanguíneos. A diferenciação entre grandes e pequenos 

piroplasmas também é relativamente simples. A microscopia ainda é a única opção viável 

disponível para veterinários em muitas partes do mundo em desenvolvimento, onde a babesiose é 

endêmica (IRWIN e HUTCHINSON, 1991; BÖHM et al., 2006). A visualização dos piroplasmas 

em esfregaços sanguíneos confirma o diagnóstico e é suficiente para justificar o tratamento na 

maioria dos casos, mas as espécies (ou genótipos) do organismo não podem ser determinadas. Para 

tanto é necessário realização de PCR e sequenciamento (IRWIN et al., 2010). 

O diagnóstico em cães cronicamente infectados ou portadores, no entanto, continua a ser um 

desafio significativo devido à baixa e intermitente parasitemia, nesses casos é necessária a 

utilização de ferramentas moleculares(IRWIN et al., 2010). 

 

4.2.4.2 Sorologia 

Os testes sorológicos são úteis para identificar cães assintomáticos ou portadores e 

diagnosticar infecções crônicas, nas quais o nível de parasitemia pode ser baixo e o parasito não 

pode ser detectado em esfregaços de sangue periférico corados. É importante notar, entretanto, que 

mesmo depois da esterilização terapeutica os cães podem permanecer soropositivos por longos 

períodos. Assim, o valor diagnóstico dos testes sorológicos é pobre na ausência de sinais clínicos e 

dados do paciente. A RIFI e o ELISA são considerados ferramentas altamente sensíveis e 

moderadamente específicas na detecção de anticorpos para Babesia em cães (DELL'PORTO et 

al.,1993;  YAMANE et al., 1993; FURUTA et al., 2004). 

A RIFI tem sido utilizada para diagnosticar a babesiose canina desde a década de 1970 

(ANDERSON et al., 1980; LEVY et al., 1987; YAMANE et al., 1993).  Reações cruzadas entre as 

diferentes espécies de piroplasma podem resultar em especificidade reduzida (LEVY et al., 1987) e 

anticorpos de algumas espécies de piroplasmas não podem ser detectados por ensaios de IFAT 

convencionais resultando em uma sensibilidade reduzida e a possibilidade de um diagnóstico falso-

negativo se apenas a sorologia é utilizada (BECK et al., 2009; HOLM et al., 2006). 

Até o momento não estão disponíveis kits comerciais, baseados na técnica de ELISA, para o 

diagnóstico rápido de babesiose na clínica como o são para erliquiose e anaplasmose canina, por 

exemplo, mas há a possibilidade futura. A investigação nesta área tem sido dirigida no sentido de 

encontrar antígenos imunodominantes específicos de B. gibsoni para o uso em ELISA com proteína 
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recombinante. Recentemente, um novo antígeno (BgP22) revelou boa discriminação entre B. 

gibsoni e B. canis spp e parece ser útil em detectar infecções crônicas por B. gibson (ABOGE et al., 

2007; ZHOU et al., 2007; GOO et al., 2008). 

4.2.4.3 Detecção Molecular 

Embora a PCR tenha aumentado muito a sensibilidade e especificidade na detecção de 

Babesia e seja bem adequada para estudos epidemiológicos e filogenéticos, o acesso a técnicas 

moleculares para o diagnóstico da babesiose na rotina clínica ainda está restrito a um número 

relativamente pequeno de laboratórios em todo o mundo. Os genes de RNA Ribossomal 18S, 5.8S, 

28S têm sido utilizados como alvo para o desenvolvimento de PCR convencional (IRWIN, 2010). 

Considerando que o limite de detecção, para o exame de microscopia de luz, se limita a 

cerca de 0,001% de parasitemia, a PCR é capaz de detectar cargas de parasito próximo a 50 

organismos por mililitro (ml) de sangue (BIRKENHEUER et al., 2003) e 9 organismos por ml 

(MATSUU et al., 2005). Resultados falso-negativos podem ocorrer em casos crônicos de babesiose 

e é muito importante reconhecer essa limitação quando na triagem de prováveis portadores e outros 

cães assintomáticos, como os doadores de sangue (IRWIN, 2009). A capacidade da PCR para 

detectar cães infectados em tais situações, com e sem tratamento, tem sido investigada 

(BIRKENHEUER et al., 2004; JEFFERIES et al., 2007). Spolidório et al. (2011) detectaram DNA 

de Babesia spp. em cães no município de Cuiabá, estado do Mato Grosso, e por sequenciamento as 

amostras positivas revelaram 100% de identidade com B. canis vogeli. 

RFLP-PCR (restriction fragment length polymorphism) e nPCR foram utilizados na 

diferenciação entre B. vogeli e B. gibsoni em estudo na Austrália (JEFFERIES et al., 2007) e 

também entre as espécies das grandes babesias e B gibsoni em outras regiões endêmicas 

(BIRKENHEUER et al., 2003). Recentemente Moraes et al. (2014) propuseram uma otimização na 

detecção molecular de B. canis, B. vogeli, B. rossi ou B. gibsoni com base em uma única semi-

nested PCR (snPCR), como uma forma de prevenir resultados falso-negativos devido às baixas 

taxas de parasitemia. 

 

4.2.5. Tratamento 

 Um tratamento para a piroplasmose 100% seguro e eficaz não está disponível, e  

a maioria, se não todos, os cães tratados com drogas antibabesiais específicas são improváveis de 

serem curados da infecção. Um cão no qual foi confirmada a infecção deve ser considerado  

potencialmente infectado por toda a vida, apesar do tratamento específico e remissão dos sinais 

clínicos (IRWIN, 2010). 
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 As drogas de escolha para o tratamento da Babesiose são os derivados da Diamidina: 

Aceturato de Diminazeno, Isotionato de Pentamidina e Dipropionato de Imidocarb (ALMOSNY et 

al., 2002; IRWIN, 2009). Entre essas o Dipropionato de Imidocarb é a droga mais utilizada 

rotineiramente em pequenos animais (VIDOTTO e TRAPP, 2004), tem efeito direto sobre o 

parasito, alterando a forma do núcleo e a morfologia do citoplasma (BRANDÃO e HAGIWARA, 

2002), apresenta baixa toxicidade, e alta propriedade curativa e profilática contra a B. canis 

(ABDULLAHI e SANNUSI, 1988). 

 

4.3 Hepatozoonose Canina 

4.3.1 Agente Etiológico e Classificação 

A Hepatozoonose canina tem sido diagnosticada em muitas regiões do mundo, é uma doença 

transmitida pela ingestão de carrapatos, ou partes deles, infectados por oocistos maduros de 

Hepatozoon spp., (BANETH et al., 2001; PALUDO et al., 2005). 

O gênero Hepatozoon Miller, 1908, é classificado no filo Apicomplexa, subordem 

Adeleorina, família Hepatozoidae (Wenyon, 1926). A subordem Adeleorina é caracterizada pelo 

desenvolvimento de macro e microgametas no interior da célula hospedeira, ausência de 

endodiogenia e formação de oocistos com esporocistos e esporozoítos (BARTA, 1989). 

Atualmente, duas espécies de Hepatozoon, que são conhecidas por infectar cães domésticos, 

foram descritas: H. canis (PALUDO et al., 2005.) a qual pode causar infecção subclínica e 

inaparente e H. americanum (BANETH et al., 2000) que geralmente é letal. A primeira é 

responsável por todos os casos brasileiros relatados em cães domésticos e a segunda responsável 

pelos casos na América do Norte (SPOLIDÓRIO et al., 2011). Esta classificação foi baseada 

principalmente em sinais clínicos, tropismo tissular, resultados morfológicos e patológicos, bem 

como por características antigênicas e genéticas (VICENTE-JOHNSON et al., 1997; BANETH et 

al., 2000). 

 

4.3.2 Epidemiologia 

Após a ingestão de carrapatos infectados, os esporozoítos se difundem através do sangue e da 

linfa para vários órgãos, incluindo o baço, medula óssea, pulmão, fígado e rim. Nesses órgãos  os 

merontes são formados e passam por vários ciclos de merogonia, liberando merozoítos, os quais 

invadem os glóbulos brancos (principalmente neutrófilos e monócitos) onde formam os gamontes. 

Quando os carrapatos realizam repasto sanguíneo em um cão infectado, os gamontes ingeridos são 

liberados dos leucócitos no intestino do mesmo, associados aos pares e diferenciados em  gametas. 
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H. canis tem sido diagnosticado em diversas regiões do mundo como África, Ásia, Europa e 

Américas. No Brasil, infecção por H. canis tem sido relatada em muitos estados, incluindo o 

Distrito Federal (PALUDO et al., 2003 ), Espírito Santo (MASSARD, 1979; SPOLIDORIO et al., 

2009 ), Goiás (MUNDIM et al., 2008a), Mato Grosso (SPOLIDÓRIO et al., 2011), Mato Grosso do 

Sul (SALGADO, 2006), Minas Gerais (MUNDIM et al., 2008b), Rio de Janeiro (MASSARD, 

1979; O'DWYER et al, 2001; SÁ et al., 2007), Rio Grande do Sul (MASSARD, 1979; LASTA et 

al, 2009 ), São Paulo (GONDIM et al., 1998; RUBINI et al., 2005; O'DWYER et al., 2006) e, mais 

recentemente, Pernambuco (DANTAS-TORRES et al., 2010; RAMOS et al., 2010) e Rio Grande 

do Norte (GONÇALVES et al., 2014). 

Segundo os trabalhos publicados por diversos autores H. canis está presente em todas as 

regiões do Brasil, mas sua prevalência é muito variável, dependendo do estado, origem dos animais 

(cães de áreas rurais ou urbanas) e a metodologia de diagnóstico empregada (O’DWYER, 2011). 

Em Anápolis, estado de Goiás, a infecção foi detectada por exame de esfregaço sanguíneo em 

apenas um (5,56 %) de 53 cães examinados (MUNDIM et al., 2008a). Ramos et al. (2010) 

estudando patógenos transmitidos por carrapatos em cães na região metropolitana de Recife, estado 

de Pernambuco, constataram que apenas 0,49% (1/ 205) estava infectado com H. canis, por meio do 

teste de PCR. Prevalência alta desse patógeno foi encontrada por alguns autores quando os estudos 

foram realizados em cães de áreas rurais. No estado do Rio de Janeiro, O'Dwyer et al. (2001) 

identificaram, por esfregaço sanguíneo, 39,2% de animais infectados por H. canis e, Rubini et al . 

(2008), em pesquisa molecular e parasitológica, identificaram 11,3% e 53,3%, respectivamente, 

animais positivos em área rural do estado de São Paulo. Entretanto Spolidorio et al., (2009), no 

estado do Espírito Santo, encontraram uma taxa de infecção geral de 58,7% (54/ 92) e não houve 

associação significativa entre os cães positivos de áreas urbanas ou rurais. 

 

4.3.3. Sinais Clínicos 

A doença geralmente não é diagnosticada corretamente pela maioria dos veterinários, visto 

que os sinais clínicos gerais são semelhantes aos de outras doenças transmitidas por carrapatos tais 

como erliquiose e babesiose (MURATA et al., 1991). Quando ocorre em co-infecção com outras 

doenças infecciosas, como a erliquiose (MYLONAKIS et al., 2004) e babesiose, a hepatozoonose 

pode desenvolver um quadro clínico mais severo e de prognóstico variável, com uma 

sintomatologia exacerbada e inespecífica, com pirexia, anorexia, perda de peso, corrimento ocular, 

dor, diarréia, êmese, poliúria e polidipsia, podendo ser acompanhada de anemia grave (O’ DWYER 

e MASSARD, 2001). Desta maneira, a infecção por H. spp. caracteriza-se por causar doença 
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secundária à imunossupressão, não demonstrando sinais clínicos que a caracterizem ou a indiquem 

como sendo uma doença primária. 

 

4.3.4. Diagnóstico 

4.3.4.1.Citologia 

A infecção por H. canis é frequentemente diagnosticada por meio de exame de esfregaço de 

sangue, a fim de se detectar gamontes dentro de neutrófilos ou monócitos (BANETH et al., 2003). 

Os gamontes são grandes (11,0 × 5,0 milímetros), de forma elipsoidal, com uma cápsula e um 

núcleo grande e central (WANER et al., 1994). Ambos, neutrófilos e monócitos, podem ser 

parasitados e sofrer modificações morfológicas causadas pelo parasito (MAKIMURA e KINJO, 

1991; MURATA et al., 1993). Aspirados de medula óssea podem revelar esquizontes em diferentes 

fases de desenvolvimento permitindo, assim, o diagnóstico parasitológico ante-mortem, em cães 

com baixa parasitemia (BANETH et al., 2007). Recentemente, Otranto et al. (2011) sugeriram que 

a avaliação citológica em papa leucocitária é um teste mais sensível do que a avaliação de esfregaço 

sanguíneo. 

Os gamontes de H. canis aparecem na circulação após merogonia nos tecidos, e os cães 

infectados podem apresentar parasitismo latente por longos períodos de tempo (BANETH e 

WEIGLER, 1997). De acordo com O’Dwyer (2011)  cães infectados os quais são mantidos livres de 

carrapatos e, consequentemente, não expostos à reinfecção apresentam parasitemia altamente 

variável que, por vezes, é detectável e às vezes não. Além disso, em alguns cães infectados os 

gamontes circulantes desapareceram, de tal forma, que eles não são detectados em vários exames de 

esfregaço de sangue ou em PCR. No entanto, não é possível afirmar se estes cães eliminaram a 

infecção ou se a mesma persiste com parasitemia extremamente baixa. 

Cães com infecção latente, quando expostos a infecções concomitantes ou situações de 

imunossupressão, podem apresentar reativação dos esquizontes teciduais, resultando no aumento da 

parasitemia e aparecimento de manifestações clínicas (BANETH e WEIGLER, 1997).  

De acordo com Otranto et al., (2011) quando a PCR não estiver disponível a citologia em 

papa leucocitária deve ser escolhida visando a detecção de H. spp em esfregaço sanguíneo canino. 

A citologia é um método de diagnóstico fácil e prático, mas a morfologia e morfometria dos 

gamontes não permitem a diferenciação entre as espécies. Além disso, este não é um teste sensível, 

visto que os gamontes não podem ser detectados quando a parasitemia é muito baixa ou 

intermitente (BANETH et al., 1998).  
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4.3.4.2 Sorologia 

 A detecção de anticorpos para H. canis pode ser útil quando cães infectados apresentam 

baixa parasitemia ou foram infectados recentemente, antes da formação dos gamontes (BANETH et 

al., 1998). Shkap et al. (1994) descreveram uma RIFI com base na detecção de anticorpos que 

foram reativos aos gamontes de H. canis. Essa técnica foi capaz de detectar IgM em cães 16-39 dias 

após a infecção e IgG 22-43 dias após, confirmando assim a sua aplicabilidade como um teste de 

diagnóstico para estudos de soroprevalência (BANETH et al., 1996; BANETH et al., 1998; 

INOKUMA et al, 1999; KARAGENC et al, 2006). 

 Baneth et al. (2000) desenvolveram uma técnica visando a purificação de gamontes de H. 

canis a partir de neutrófilos de sangue periférico, permitindo assim a avaliação de características 

antigênicas por meio de Western blotting. Essa técnica confirmou as diferenças antigênicas entre H. 

canis e H. americanum em cães. Os gamontes purificados também foram utilizados para 

desenvolver e avaliar um teste ELISA o qual apresentou sensibilidade de 86% e especificidade de 

97% comparável à RIFI (GONEN et al., 2004; MYLONAKIS et al., 2005). De acordo com 

O’Dwyer (2011) embora estes métodos sorológicos possam ser valiosos em estudos 

epidemiológicos e no diagnóstico de cães infectados, eles precisam de uma fonte de antígeno 

consistente a partir de animais com elevada parasitemia, tais como aqueles utilizados por Shkap et 

al. (1994) porém, no Brasil, é extremamente raro encontrar cães altamente infectados. 

 

4.3.4.3 Detecção Molecular 

 Rubini et al. (2005) e Paludo et al. (2005) são os responsáveis pela caracterização molecular 

das espécies de Hepatozoon em cães no Brasil. Rubini et al. (2005) analisaram as seqüências 

parciais de genes 18S rRNA a partir do sangue de 31 cães de áreas rurais do estado de São Paulo e, 

das 21 amostras positivas, eles sequenciaram os produtos de PCR de oito. Os resultados indicaram 

que as espécies caninas  de Hepatozoon do Brasil eram geneticamente relacionadas às espécies 

japonesas, as quais foram identificadas como H. canis. Paludo et al. (2005) obtiveram resultados 

semelhantes após sequenciar amostras de três cães infectados em Brasília.  

A técnica de PCR, utilizando-se o gene que codifica a porção 18S ribossomal como alvo, 

vem sendo descrita em alguns estudos recentes de detecção de H. spp. no Brasil (LASTA et al., 

2009; ALMEIDA, 2011; SPOLIDÓRIO et al., 2011; GONÇALVES et al., 2014 ) e apresentando-

se como uma técnica de diagnóstico bastante sensível. Segundo O’Dwyer (2011) as espécies de 

Hepatozoon foram eficientemente detectadas em cães naturalmente e experimentalmente infectados 

apenas quando primes gênero-específicos foram utilizados, e as sequências obtidas foram alinhadas 

com as sequências de H. canis já existentes. Otranto et al. (2011) sugeriram que a PCR a partir de 
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papa leucocitária e sangue total seria o melhor ensaio diagnóstico para detectar a infecção por H. 

canis em cães. 

4.3.5. Tratamento 

Muitas drogas, incluindo o dipropionato de imidocarb, antibióticos e agentes anticoccidianos 

têm sido utilizadas para tratar a infecção por H. canis em cães. Nenhum medicamento permite a 

eliminação completa do microrganismo, por isso podem ocorrer reicidivas (NELSON e COUTO, 

2003). 

A droga de escolha tem sido o imidocarb, embora os resultados de tratamento com esse 

fármaco tenham sido inconsistentes (PASA et al., 2011). Sasanelli et al. (2010) estudaram a eficácia 

do dipropionato de imidocarb para o tratamento da infecção por H. canis e demonstraram por 

métodos parasitológicos e avaliação molecular que o mesmo não conseguiu eliminar o parasito.  

Entretanto, quando associado à tetraciclina ou à doxiciclina o imidocarb tem mostrado 

resultados satisfatórios. Baneth et al., (2003) sugeriram a administração de 5-6mg/Kg de Imidocarb, 

por via subcutânea ou intramuscular, a cada 14 dias até o desaparecimento dos gamontes da 

circulação, ao mesmo tempo em que fosse administrado doxiciclina na dose de 10mg/kg, por via 

oral, durante 21 dias visando tratar co-infecções também transmitidas por carrapatos. 

Recentemente De Tommasi et al. (2014) avaliaram a eficácia do dipropionato (5-6 mg / kg 

por via subcutânea uma vez por semana durante 6 semanas), e de toltrazuril / emodepsida (Procox 

®, 15 mg / kg uma vez por dia durante 6 dias) em associação com clindamicina (15 mg / kg uma 

vez por dia durante 21 dias) em cães naturalmente infectados por H.canis, os resultados indicaram 

que, apesar de uma redução no percentual de cães infectados, ambos os tratamentos não oferecem 

cura parasitológica. Consequentemente, novos protocolos de tratamento ou compostos ativos contra 

H. canis devem ser investigados. 

Na maioria dos casos, o tratamento com antiinflamatórios pode ser o aspecto mais útil do 

tratamento. Marchetti et al. (2009) trataram um cão infectado por H. canis, apresentando 

envolvimento esquelético e meningoencefalomielite, utilizando dipropionato de imidocarb e 

prednisona, o que levou à melhora do quadro clínico. 

O tratamento é frustrante porque nenhum regime terapêutico tem sido bem sucedido na cura 

da infecção pelo parasito, embora a recuperação clínica seja conseguida. É preciso lembrar que as 

drogas usadas no tratamento de infecções por H. canis são eficientes na eliminação de outros 

patógenos, como Babesia, Ehrlichia e coccídios. Portanto, a melhora clínica pode estar ocorrendo 

por causa da eliminação da infecção concomitante, produzindo, assim, a recuperação clínica, e não 

por causa da ação sobre o Hepatozoon (O’D’WYER, 2011).  
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4.4 Febre Maculosa 

4.4.1 Agente Etiológico e Classificação 

Rickettsioses são doenças causadas por bactérias da família Rickettsiaceae na qual está 

classificado o gênero Rickettsia. Os organismos da família Rickettsiaceae, ao contrário dos 

pertencentes à família Anaplasmataceae, crescem livres no citoplasma das células do hospedeiro 

(DUMLER et al. 2001). Em seres humanos causam as doenças conhecidas como Tifo endêmico, 

Tifo epidêmico e Febre Maculosa, sendo somente essa última, importante para os canídeos  

(BIBERSTEIN e HIRSH, 2003; GREENE, 2006). 

Estas bactérias são gram-negativas, com ciclo de vida intracelular obrigatório. As espécies 

desse gênero são divididas em dois grupos tendo como base características antigênicas, 

morfológicas, moleculares e ecológicas: Grupo Tifo (GT) composto por R. prowazekii e R. typhie, 

cujo os vetores são piolhos e pugas, respectivamente, e o Grupo da Febre Maculosa 

(GFM),composto por mais de 20 espécies, sendo a maioria transmitida por carrapatos, com exceção 

de R. akary e da R. felis, cuja transmissão está associada a ácaros e pulgas, respectivamente. 

(STOTHARD et al., 1994; ROUX et al., 1997; PAROLA et al., 2005).   

R. rickettsii, agente da Febre Maculosa Brasileira (FMB), é o principal agente etiológico do 

GFM e a espécie mais patogênica do gênero, infectando cães e seres humanos em áreas endêmicas 

em todo o mundo, podendo haver variação quanto à virulência dos genótipos circulantes da bactéria 

(BIBERSTEIN e HIRSH, 2003; PAROLA et al., 2009). 

 

4.4.2 Epidemiologia 

Até o ano de 2000 apenas uma espécie, Rickettsia rickettsii, incluída no GFM, era 

reconhecida no Brasil, mas a partir daí foi verificada a ocorrência de outras espécies: R. parkeri, R. 

rhipicephali, R. amblyommii e R. felis (LABRUNA et al., 2011). As riquétsias do GFM estão 

distribuídas mundialmente e são transmitidas principalmente por carrapatos, com necessidades 

ecológicas específicas o que torna a epidemiologia das rickettsioses diretamente ligada a 

distribuição geográfica de cada carrapato vetor (SAZBÓ et al., 2013). 

Até o momento os únicos agentes implicados em doença em seres humanos no Brasil, 

transmitidos por carrapatos, são R. rickettsii (ANGERAMI et al., 2006) e R. parkeri 

(SPOLIDORIO et al., 2010). A patogenicidade de R. amblyommii ainda não está bem esclarecida, 

mas alguns casos presumivelmente causados por R. rickettsii nos Estados Unidos podem ser 

atribuídos a infecção por R. amblyommii (APPERSON et al., 2008). 
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A transmissão da riquétsia se dá pela picada do carrapato em qualquer uma de suas fases 

(larva, ninfa e adulto). Para que o carrapato transmita a doença, é necessário que fique aderido à 

pele, se alimentando, por um período de 6 a 10 horas. Ao picar, e após se alimentar, o carrapato 

transmite o microrganismo por meio de suas glândulas salivares. É importante notar que as picadas 

das larvas e das ninfas, por serem menos dolorosas, são as que têm a maior probabilidade de 

transmitir o microrganismo, pois o ser humano não percebe a picada e permite que ocorra a 

transmissão. A picada do adulto, por ser muito dolorida, prontamente é percebida, e pode-se retirar 

o carrapato a tempo de não transmitir a doença. Outra forma de contágio se dá pelo esmagamento 

do carrapato quando é retirado, liberando seu conteúdo gástrico (CHEN et al., 2008). 

A partir da picada do carrapato infectado, a riquétsia se dissemina pelo organismo via vasos 

linfáticos e pequenos vasos sanguíneos, atingindo pele, cérebro, pulmões, coração, fígado, baço, 

pâncreas e trato gastrointestinal (WALKER et al., 2003). Em todos os tecidos atingidos, a riquétsia 

invade o endotélio vascular, onde se replica para atingir células da musculatura lisa levando à 

vasculite, necrose vascular e hemorragias, com consequente ativação da cascata de coagulação, 

desencadeando um consumo destes fatores e desencadeando um quadro de coagulação intravascular 

disseminada (CID). Os sinais clínicos iniciam-se com febre, edema e hiperemia/hemorragia nos 

lábios e extremidades, vômitos, diarreia, anorexia, evoluindo para púrpuras e alterações 

neurológicas, sensibilidade dos linfonodos, articulações e músculos (BIBERSTEIN e HIRSH, 2003; 

GREENE, 2006). 

Diversos gêneros de carrapatos, incluindo Dermacentor, Rhipicephalus e Amblioma, são 

importantes reservatórios de R. Rickettsii na natureza (BURGDORFER, 1988). Tais carrapatos 

desempenham esse papel devido à capacidade de transmitir a bactéria transovariamente e 

transestadialmente. Assim, o carrapato permanece infectado durante toda a vida e é capaz de 

disseminar o organismo para as novas gerações. Entretanto, apenas esse mecanismo não é suficiente 

para manter a bactéria ativa ao longo do tempo, tendo em vista o efeito deletério que a mesma causa 

nos carrapatos (McDADE e NEWHOUSE, 1986). 

Acredita-se que alguns animais vertebrados - hospedeiros naturais de carrapatos vetores 

potenciais – devam assumir um papel fundamental na manutenção do patógeno na natureza, 

atuando como hospedeiros amplificadores da infecção por R. Rickettsii na população de carrapatos. 

Ao manter riquetsemia durante dias ou semanas, o hospedeiro amplificador possibilita a infecção de 

carrapatos antes não infectados e, assim, aumenta a infecção por R. Rickettsii na população desses 

ixodídeos (BURGDORFER, 1988). 

No Brasil, diferentes trabalhos realizados desde a década de 30 apontam as capivaras 

(Hydrochoerus hydrochoerus) e os gambás (Didelphis spp.) como amplificadores de R. rickettsii 
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para A. cajennense (MOREIRA e MAGALHÃES, 1935; TRAVASSOS e VALLEJO, 1942; 

PIRANDA et al., 2008; HORTA et al., 2009; SOUZA et al., 2009). Além desses animais, também 

já foram indicados o cão doméstico (Canis familiaris); o cachorro do mato (Dusicyon sp., sin. Canis 

brasiliensis); o coelho do mato (Sylvilagus brasiliensis, sin. Sylvilagus minensis); o preá (Cavia 

aperea); e a cutia (Dasyprocta azarae) (MOREIRA e MAGALHÃES, 1935).   

É provável que o convívio entre cães e seres humanos represente um risco para a infecção 

humana, devido ao estreito contato com os carrapatos (GORDON et al., 1984). Além disso, os cães 

são hospedeiros amplificadores desses artrópodes, aumentando o número de vetores infectados no 

ambiente (RAOULT e PAROLA, 2007). Sabe-se, ainda, que o risco de contato com o patógeno é 

mais elevado em cães do que em seres humanos, tendo em vista a maior exposição dos animais a 

carrapatos vetores competentes (SCORPIO et al., 2008). Na condição de hospedeiro para os 

carrapatos vetores da FMB, o cão pode ser utilizado como importante sentinela em estudos de 

vigilância epidemiológica. Segundo Lemos et al. (1997), a prevalência de reações sorológicas 

positivas em cães de uma área geográfica evidencia o risco de infecção humana. 

A ocorrência da FMB em seres humanos já havia sido reconhecida desde a década de 1920 

em diferentes estados brasileiros, com maior prevalência encontrada em Minas Gerais (GALVÃO, 

1988; LEMOS et al., 1994; CALIC, 1998) e São Paulo (MELLES et al., 1992; LEMOS et al., 

1996; LEMOS et al., 2001). Atualmente a enfermidade é considerada uma zoonose reemergente no 

Brasil e de grande impacto para a saúde pública, devido à dificuldade de diagnóstico e à alta 

mortalidade em casos humanos não tratados precocemente (GRECA et al., 2008).  

A doença clínica em cães foi descrita apenas recentemente no país, a partir da confirmação de 

FMB em dois animais procedentes do município de Itu, no estado de São Paulo (LABRUNA et al., 

2009a), destacando a gravidade da infecção e a dificuldade de diagnóstico na população canina. 

Melo et al., (2011) e Spolidório et al., (2013) identificaram cães, oriundos de zona rural e urbana, 

soropositivos para Rickettsia spp. nos estados de Mato Grosso e Amazonas, respectivamente. 

 

4.4.3 Diagnóstico 

O diagnóstico da FMB em cães é baseado na observação de sinais clínicos e na confirmação 

laboratorial por meio de métodos diretos e/ou indiretos. É fundamental associar o diagnóstico 

laboratorial com a situação e os antecedentes epidemiológicos da região, a procedência do caso 

suspeito e a época do ano, para diferenciação de outras enfermidades (GASSER et al., 2001). 
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4.4.3.1 Cultivo Celular  

Devido a pouca viabilidade das riquétsias para isolamento, as amostras devem ser colhidas 

antes do início da antibioticoterapia, mantidas em refrigeração e submetidas ao procedimento no 

menor intervalo de tempo possível (MARRERO e RAOULT, 1989; NASCIMENTO, 2003). As 

amostras incluem plasma, triturado de coágulo, biópsia de pele, tecidos de necropsia e mesmo os 

artrópodes (LABRUNA, 2006). O cultivo é feito principalmente de células Vero, associado ou não 

à técnica de “shell vial”, com a penetração do agente no interior da célula. Com o isolamento por 

“shell vial”, são obtidos resultados positivos durante a fase de riquetsemia, antes da soroconversão, 

sendo útil no diagnóstico de casos agudos (LA SCOLA e RAOULT, 1997).  

O inconveniente para o paciente é a demora que decorre entre a coleta da amostra e o 

diagnóstico. O diagnóstico definitivo por meio dessa técnica demora cerca de 15 dias, em virtude do 

tempo de execução da técnica (MARRERO e RAOULT, 1989; NASCIMENTO, 2003). 

 

4.4.3.2 Sorologia 

A RIFI é atualmente o teste de escolha para o diagnóstico sorológico de infeccção rickettsial 

em seres humanos e animais sendo recomendada como padrão-ouro pela Organização Mundial de 

Saúde (OMS) (figura 3), mas reação cruzada entre as espécies de Rickettsia é frequentemente 

observada, dificultando a identificação das espécies envolvidas na infecção (BREITSCHWERDT et 

al., 1988; LA SCOLA et al., 1997; PAROLA et al., 2005; GALVÃO et al., 2005). Em geral, só é 

possível detectar anticorpos anti-riquetsiais após a segunda semana do início da doença. Portanto, o 

diagnóstico definitivo poderá ser tardio em alguns casos (LA SCOLA e RAOULT, 1997). Para a 

confirmação diagnóstica, é necessário uma elevação de quatro vezes no título de anticorpos em 

amostras pareadas. Alternativamente, um título único maior que 1.024 também pode ser 

considerado indicativo de infecção (GASSER et al., 2001). 

 

 

 

 

 

Figura 3- RIFI para detecção de 
anticorpos caninos contra Rickettsia 
rickettsii (Arquivo pessoal). 
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Segundo La Scola et al., (1997) e Parola et al., (2005) o ideal é sempre testar a amostra para 

espécies de Rickettsia de ocorrência conhecida na região, porque os títulos de anticorpos homólogos 

são sempre superiores aos títulos de anticorpos heterólogos. Em alguns casos as diferenças nos 

títulos podem ser altas o suficiente para diferenciar as espécies rickettsiais envolvidas na 

estimulação da resposta imune. 

Quando uma amostra de soro é submetida a uma bateria de testes frente a variados antígenos 

de Rickettsia spp., as diferenças entre os títulos de anticorpos são, em alguns casos, grandes o 

suficiente para indicar a espécie de riquétsia que estimulou a resposta imune (PINTER et al., 2008). 

Ao apresentar um título final de anticorpos contra determinada espécie de Rickettsia pelo menos 

quatro vezes maior que o observado para quaisquer outra espécie, considera-se o soro homólogo à 

primeira espécie testada ou de genótipo muito estreitamente relacionado. Esse critério vem sendo 

utilizado em várias pesquisas sorológicas utilizando animais sentinelas no Brasil, para determinar o 

provável agente causador da infecção (PINTER et al., 2008; MELO et al., 2011; SPOLIDÓRIO et 

al., 2013). 

Outros métodos sorológicos foram utilizados para o diagnóstico de riquetsioses, mas não são 

de fácil reprodução, a exemplo dos métodos de ELISA e Western-blotting. Eles necessitam da 

purificação dos antígenos a serem utilizados, e com isso, dificultam sua utilização por muitos 

laboratórios de saúde pública. O Western-Blotting é considerado mais sensível do que a RIFI, pois 

detecta anticorpos IgM precocemente. Teoricamente é mais específico, sendo aconselhado em 

inquéritos epidemiológicos no esclarecimento da real prevalência da infecção. Entretanto, a 

quantidade e pureza de antígeno impedem sua utilização rotineira (NASCIMENTO, 2003). 

 
4.4.3.3 Detecção Molecular 

 As técnicas de biologia molecular usadas na detecção e identificação de riquétsias são 

baseadas na PCR, PCR associada à RFLP e PCR com sequenciamento. A PCR fornece resultados 

rápidos e é a prova de eleição para um diagnóstico precoce, fornecendo resultado antes da 

soroconversão e em pacientes previamente tratados. A espécie e o gênero do agente podem ser 

determinados por meio de sequenciamento e análise das bases dos produtos amplificados pela PCR. 

A PCR/RFLP apresenta resultados reprodutíveis, entretanto, o mesmo perfil eletroforético é 

observado em muitos isolados, dificultando a identificação das diferentes espécies do GFM (LA 

SCOLA e RAOULT, 1997). 

É importante citar que a detecção de Rickettsia spp. em sangue de animais vertebrados 

normalmente é rara, uma vez que o período de bacteremia dura apenas alguns dias ou semanas e, 

posteriormente, a bactéria não é mais encontrada no sangue (BURGDORFER, 1988). O período de 
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bacteremia da R. rickettsii já foi demonstrado em cães, com detecção do agente somente até 10 dias 

após infecção experimental (KIDD et al., 2008). Além disso, Rickettsia spp. infecta as células 

endoteliais dos animais, apresentando assim uma concentração muito baixa no sangue, dificultando 

a detecção por análise molecular (LA SCOLA e RAOULT, 1997). 

 

4.4.4 Tratamento 

O tratamento da FMB em cães é realizado com antibioticoterapia específica e seu sucesso está 

diretamente ligado ao achado da infecção no seu início. Assim, a terapia antimicrobiana deve ser 

iniciada imediatamente após a suspeita clínica/epidemiológica (RAOULT et al., 2005). Os fármacos 

de eleição para o tratamento da enfermidade nos cães são as tetraciclinas, doxiciclina ou 

cloranfenicol (FORTES et al., 2011). 

Drogas lipossolúveis, como doxiciclina, têm se mostrado mais efetivas, demonstrando ter 

menos reações adversas no tratamento da enfermidade e são consideradas de eleição para todos os 

pacientes suspeitos ou confirmados. Pesquisas a partir de cães com FMMR mostraram a eficácia 

dessa droga no tratamento da doença (BREITSCHWERDT et al., 1999). O tratamento precoce com 

doxiciclina (20 mg/Kg, via oral ou intravenosa, a cada 12 horas por uma semana) melhora o 

prognóstico dos cães, com uma rápida resposta em um a dois dias (RAOULT e PAROLA, 2007). 

Josamicina e novos compostos macrolídeos, como claritromicina e azitromicina, podem 

representar alternativas para o tratamento de algumas Rickettsioses, especialmente em mulheres 

grávidas, sob rigoroso acompanhamento e na ausência de doença grave . A telitromicina também 

parece ser altamente ativa in vitro, mas in vivo faltam dados, portanto, esses medicamentos devem 

ser melhor avaliadas (BOTELHO-NEVERS et al., 2012). Em qualquer caso, a terapia antibiótica 

empírica precoce deve ser prescrito a qualquer suspeita de Rickettsioses transmitida por carrapatos 

antes da confirmação do diagnóstico (PAROLA et al., 2013). 

 

4.5 Principais vetores envolvidos na transmissão de hemoparasitoses 

A fauna de carrapatos brasileiros compreende 62 espécies distribuídas em nove gêneros 

(DANTAS-TORRES et al., 2009; LABRUNA e VENZAL, 2009). Os vetores dos organismos 

pertencentes ao gênero Ehrlichia são os carrapatos ixodídeos (RIKIHISA, 1991). Para E. canis o 

carrapato marrom do cão, R. Sanguineus (figura 4) tem sido reconhecido como vetor da EMC em 

muitas partes do Brasil (VIEIRA et al., 2011) e há possibilidade de que essa espécie também possa 

estar relacionada à transmissão de A. platys (DAGNONE et al., 2009). A ocorrência de R. 
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sanguineus parasitando humanos no Brasil serve de alerta para o risco de transmissão de tais 

patógenos (DANTAS-TORRES et al., 2006; FIGUEIREDO et al., 1999; RAMOS et al., 2009). 

 

 

 

R. sanguineus transmite E. canis tanto transestadialmente quanto intraestadialmente (STICH 

et al., 2002). Bremer et al. (2005) demonstraram que carrapatos machos adultos podem se infectar e 

transmitir a doença a vários cães de um mesmo ambiente sem a presença de fêmea. Apesar do R. 

sanguineus adulto não ser um verdadeiro reservatório para E. canis (pelo fato de não haver 

transmissão transovariana), este é capaz de a transmitir até 155 dias após o destacamento do 

hospedeiro. No entanto, é indispensável a existência de canídeos infectados para manter o parasito 

na população de carrapatos (TRAPP et al., 2006). 

Os principais vetores da babesiose canina são os ixodídeos R. sanguineus, Dermacentor 

reticulatus, e Haemaphysalis elliptica, tendo cada subespécie de B. canis patogenia e vetores 

próprios. R. sanguineus parece ser o principal vetor de transmissão de B. canis vogeli. Já D. 

reticulatus parece estar mais implicado na transmissão de B. canis canis e H. elliptica na de B. canis 

rossi (IRWIN et al., 2009; OYAMADA et al., 2005). 

R. sanguineus também tem sido incriminado como veículo de transmissão de H. canis e sua 

presença em cães foi associada com a infecção do patógeno (SPOLIDORIO et al., 2009), no 

entanto, até o momento, não há nenhum relato no Brasil acerca de R. sanguineus natural ou 

experimentalmente infectado por H. canis (FORLANO et al, 2005; GOMES et al., 2010). De 

acordo com Moraes-Filho et al. (2011), estes resultados negativos devem estar relacionadas com as 

diferenças entre a espécie no Brasil e em outras regiões do mundo. Por outro lado estudos 

apresentaram evidências de que Amblyomma ovale seria um vetor natural para H. canis, já que esse 

carrapato foi encontrado naturalmente infectado e é capaz de adquirir e transmitir esse patógeno 

para os cães (FORLANO et al., 2005;  RUBINI et al., 2009). 

Figura 4- Fêmea de Rhipicephalus sanguineus em oviposição (A) e realizando repasto 
sanguíneo em um cão (B) (DANTAS-TORRES, 2010). 
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No Brasil duas espécies de carrapatos são incriminadas como transmissores da R. rickettsii 

aos homens e aos animais: A. cajennense e A. aureolatum (DIAS e MARTINS, 1939; PINTER e 

LABRUNA, 2006), sendo A. cajennense o vetor mais comumente associado à doença (MOREIRA 

e MAGALHÃES, 1935). A participação de R. sanguineus na epidemiologia de R. rickettsi no Brasil 

foi evidenciada pela primeira vez em uma área endêmica da região metropolitana de São Paulo 

(MORAES-FILHO et al., 2009) mas o papel dessa espécie na transmissão de R. rickettsi já havia 

sido confirmado nos EUA (NICHOLSON et al., 2006) e no México (BUSTAMANTE e VARELA, 

1947), além de suspeitado na Colômbia (LABRUNA et al., 2007b). 

 

4.6 Controle e Prevenção das Doenças Transmitidas por Carrapatos 

4.6.1 Controle de Vetores 

A Prevenção de qualquer doença transmitida por carrapatos ainda é melhor conseguida 

através da remoção da possibilidade de exposição ao vetor (IRWIN, 2009). O controle de carrapatos 

deve ser feito simultaneamente no ambiente a fim de impedir reinfestações nos cães ou o 

acometimento em seres humanos, pois as formas de vida livre do parasito são capazes de sobreviver 

por longos períodos sem hospedeiros (FORTES et al., 2011). 

Quando pensarmos em controle de carrapatos devemos ter em mente que apenas 5% dos 

mesmos estão no cão, o restante (95%) está no ambiente. Então a eliminação efetiva da população 

de carrapatos irá exigir uma estratégia de controle integrada, tendo como alvo o cão e o ambiente no 

qual o mesmo é mantido. Uma estratégia de controle integrada significa que todas as tecnologias e 

técnicas de manejo serão utilizadas, proporcionando um efetivo declínio das populações do parasito 

de modo rentável. Essa abordagem inclui o uso de estratégias químicas e não-químicas (DANTAS-

TORRES, 2008).  

 

4.6.1.1 Estratégias químicas 

Os cães podem ser tratados com uma gama diversificada de preparações veterinárias, tais 

como pour on, coleiras impregnadas, xampus, sprays e pós (GARRIS, 1991). Existem atualmente 

no mercado vários compostos que podem ser usados no controle químico de vetores (Amitraz, 

Piretróides, Fipronil, Imidaclopride), no entanto, estes fármacos não estão isentos de consequências 

e estão descritos múltiplos casos de desenvolvimento de resistências, devido ao seu uso 

indiscriminado e cálculo errado das quantidades a administrar (SEIXAS et al., 2011). 

  Embora Oliveira et al. (2011) tenham relatado que o fipronil, um componente comercial 

bastante presente em bisnagas e coleiras para cães, é muito eficaz, o estudo não incluiu o impacto 

do acaricida nos cães. No entanto, o afoxolaner demonstrou alta eficiência contra carrapatos (Ixodes 
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scapularis) e nenhum efeito sobre beagles (MITCHELL et al., 2014).  Hunter et al. (2011) 

obtiveram resultados semelhantes para fipronil, amitraz e (S)-metopreno sobre R. sanguineus, mas o 

estudo, como muitos outros, abrangeu um período de tempo curto. Além disso, como demonstrado 

por Reck et al. (2014) em R. microplus, o desenvolvimento de resistência a diversas novas 

substâncias químicas torna impossível determinar o tempo de ação eficaz para cada preparação 

química. 

O uso de acaricidas em cães é geralmente eficaz para eliminar as infestações de carrapatos e 

para evitar reinfestações durante um certo período de tempo. A frequência do tratamento depende 

do grau de infestação e da duração do efeito residual do acaricida. Em qualquer caso, as orientações 

do fabricante devem ser sempre seguidas. Sempre que necessário, o veterinário pode adotar 

esquemas alternativos, embora cuidados devam ser tomados para evitar o uso inadequado de certos 

compostos ativos. O tempo exato necessário para o tratamento acaricida eliminar infestações 

severas é incerto. Exame físico regular dos cães tratados pode servir como um indicador do 

progresso (isto é, sucesso ou fracasso) do programa de controle (DANTAS-TORRES, 2008). 

Como aproximadamente 95% dos carrapatos estão fora do hospedeiro, o uso de acaricidas 

no ambiente no qual o cão vive é sempre necessário. Esse tratamento pode ser efetivo apenas 

quando áreas restritas são tratadas. A eficácia irá depender de alguns fatores como: nível de 

infestação do ambiente, presença de infestação em áreas próximas à tratada, efeito residual do 

acaricida e condições do ambiente. Existem várias preocupações acerca do uso de acaricidas no 

ambiente. O uso impróprio desses produtos pode causar poluição ambiental e toxicidade aos 

humanos e a outros organismos não-alvo (a exemplo de predadores e parasitos dos carrapatos). Um 

manual de utilização segura de pesticidas e uma lista de acaricidas adequados para aplicação 

doméstica são disponibilizados pela OMS (World Health Organization, 2006; DANTAS-TORRES, 

2008).  

 

4.6.1.2 Estratégias não-químicas 

O Médico Veterinário deverá ter um papel importante na educação dos proprietários não só 

para o uso racional dos parasiticidas, mas também na adoção de métodos não químicos para 

combater os vetores, a exemplo da manutenção da vegetação em corte baixo e do controle biológico 

(DANTAS-TORRES, 2008).  Como os carrapatos possuem vários inimigos naturais (a exemplo de 

bactérias, fungos e nematódeos) o controle biológico dos mesmos parece ser viável (SAMISH et al., 

2004).  
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Fungos entomopatogênicos como Beauveria bassiana e Metarhizium anisopliae 

apresentaram potencial para o controle populacional de certas espécies de carrapatos incluindo R. 

sanguineus (SAMISH et al., 2004; OSTFELD et al., 2006).  Outros candidatos para o biocontrole 

de carrapatos são as bactérias gram negativas simbióticas Xenorhabdus spp. e Photorhabdus spp. 

transmitidas por dois importantes grupos de nematódeos isolados do solo: Steinernematidae e 

Heterorhabditidae (KREFT et al., 2012). 

A mudança no habitat é muito importante no controle de carrapatos R. sanguineus. 

Rachaduras e fendas devem ser seladas e a grama mantida em corte baixo. É importante notar que 

carrapatos R. sanguineus apresentam um comportamento endofílico marcante na maioria das 

regiões onde ocorrem. Nas casas altamente infestadas, os carrapatos são comumente visto subindo 

paredes, cortinas, janelas, portas e  móveis. Nesses casos a dedetização do interior da casa pode ser 

necessária (DANTAS-TORRES, 2008). 

 

4.6.2 Vacinas 

Atualmente, não há produção de vacinas comerciais contra FMB, e a prevenção da doença em 

cães depende do controle da população de carrapatos, tendo em vista que quanto maior a população 

desses artrópodes, maior o risco de infecção (RAOULT e PAROLA, 2007), esse cenário se estende 

para erliquiose, anaplasmose e hepatozoonose.  

Rudoler et al. (2012) avaliaram  a utilização de uma amostra atenuada de E. canis (#611A) e 

obtiveram bons resultados no tocante ao desenvolvimento de uma vacina para EMC. Os resultados indicaram 

que a inoculação prévia dessa amostra reduziu a severidade dos sinais clínicos e a bacteremia nos cães 

infectados experimentalmente. Apesar disso, as questões acerca de reversão do estágio de atenuação para o 

de patogenicidade do inóculo não foram avaliadas, além da dose a ser administrada e das condições de 

infecção pelo carrapato.  

As vacinas atuais contra babesiose são pouco eficazes, de elevado custo e gera-se dificuldade 

em distinguir indivíduos afetados dos vacinados. A pouca eficácia deve-se, em parte, à grande 

variabilidade antigênica destes agentes. Vacinas homólogas para B. canis não protegem contra 

outras espécies, o que levou ao desenvolvimento de vacinas heterólogas, mais eficazes (SEIXAS et 

al., 2011; IRWIN et al., 2009). 
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5. METODOLOGIA E RESULTADOS 

Apresentados sob a forma de artigos: 

ARTIGO 1 - An Assessment of Whole Blood and Fractions by Nested PCR as a DNA Source for 

Diagnosing Canine Ehrlichiosis and Anaplasmosis. Tereza Emmanuelle de Farias Rotondano, 

Alzira Maria Paiva de Almeida, Elane Maria Camboim Lustosa, Aline Antas Cordeiro, Expedito 

Kennedy Alves Camboim, Sergio Santos de Azevedo, Paulo Paes de Andrade, Marcia Almeida de 

Melo. The Scientific World Journal. Article ID 605743, volume 2012.  doi:10.1100/2012/605743, 

1-6. 

 

ARTIGO 2 – Survey of Ehrlichia canis, Babesia spp. and Hepatozoon spp. in dogs from a semiarid 

region of Paraíba State, Northeastern Brazil. T.E.F. Rotondano, H.K.A. Almeida, 

F.S.Krawczak,V.L.Santana, I.F. Vidal, M.B. Labruna, M.A. Melo, S.S. Azevedo, A.M.P. Almeida. 

Aceito para publicação no periódico Revista Brasileira de Parasitologia Veterinária. 

 

ARTIGO 3 – Estudo de prevalência e fatores de risco de Erliquiose Monocítica Canina e outras 

rickettsioses em cães, no estado da Paraíba, Nordeste do Brasil. Tereza E. de F. Rotondano, Werona 

B. de Oliveira, Felipe da S. Krawzack, Jonas Moraes-Filho, Fernanda N. Bastos, Marcelo B. 

Labruna, Sérgio S. de Azevedo, Marcia A. de Melo, Alzira M.P. de Almeida. A ser submetido à 

revista Pesquisa Veterinária Brasileira. 
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ARTIGO 1 

 

Publicado no periódico The Scientific World Journal. 

An Assessment of Whole Blood and Fractions by Nested PCR as a DNA Source for Diagnosing 

Canine Ehrlichiosis and Anaplasmosis. Tereza Emmanuelle de Farias Rotondano, Alzira Maria 

Paiva de Almeida, Elane Maria Camboim Lustosa, Aline Antas Cordeiro, Expedito Kennedy Alves 

Camboim, Sergio Santos de Azevedo, Paulo Paes de Andrade, Marcia Almeida de Melo. The 

Scientific World Journal. Article ID 605743, volume 2012.  doi:10.1100/2012/605743, 1-6. 

Uma avaliação do sangue total e de suas frações como fonte de DNA para o diagnóstico de 

Erliquiose e Anaplasmose Caninas. 

 

Nesse estudo procurou-se determinar a melhor fonte de DNA para a detecção de Ehrlichia canis e 

Anaplasma platys por nested PCR (nPCR). A pesquisa envolveu amostras de sangue de 21 animais 

apresentando sintomatologia clínica e/ou resultados hematológicos sugestivos de erliquiose e/ou 

anaplasmose atendidos na rotina médica veterinária nos estados da Paraíba e Pernambuco 

localizados na região Nordeste do Brasil. Sangue total e diferentes frações (papa leucocitária,  

granulócitos, mononucleares e coágulo sanguíneo) foram submetidos à nPCR e os resultados 

obtidos foram analisados estatisticamente juntamente com os dados hematológicos. O sangue total 

revelou-se como a melhor fonte de DNA para a detecção de E. canis e A. platys por nPCR. Neste 

trabalho foi evidenciada pela primeira vez, por técnica molecular, a infecção por A.  

platys em cão no estado da Paraíba, Nordeste do Brasil. 
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ARTIGO 2 

 

Aceito para publicação no periódico Revista Brasileira de Parasitologia Veterinária 

Survey of Ehrlichia canis, Babesia spp. and Hepatozoon spp. in dogs from a semiarid region of 

Paraíba State, Northeastern Brazil. T.E.F. Rotondano, H.K.A. Almeida, F.S. Krawczak, V.L. 

Santana, I.F. Vidal, M.B. Labruna, M.A. Melo, S.S. Azevedo, A.M.P. Almeida. Investigação da 

ocorrência de Ehrlichia canis, Babesia spp. e Hepatozoon spp. em cães do município de Patos, na 

região semiárida do estado da Paraíba, Nordeste do Brasil. 

Neste trabalho foi investigada a ocorrência de Ehrlichia canis, Babesia spp. e Hepatozoon spp. em 

cães oriundos da rotina médica veterinária, apresentando infestação por carrapatos, no município de 

Patos, região semiárida do estado da Paraíba, Nordeste do Brasil. Amostras de sangue foram 

colhidas de 100 animais e um questionário epidemiológico foi aplicado para obtenção de 

informações sobre os cães e seus proprietários. As amostras de sangue foram submetidas à 

avaliação hematológica com pesquisa de hemoparasitos e testadas, por meio de PCR convencional e 

em tempo real (qPCR) para amplificação de DNA específico de E. canis, Babesia spp. E 

Hepatozoon spp. Os resultados foram avaliados por programa estatístico. Em conclusão, a presença 

de Hepatozoon spp. não foi detectada entre os animais estudados; o estudo revelou que E. canis é o 

patógeno, transmitido por carrapato, de maior prevalência na região; animais positivos para  B. 

canis vogeli foram detectados sendo esse o primeiro relato desse agente infectando cães no  

estado da Paraíba Nordeste do Brasil. 

 



58 

 

 



59 

 

 



60 

 

 



61 

 

 



62 

 

 



63 

 

 



64 

 

 



65 

 

 



66 

 

 



67 

 

 



68 

 

 



69 

 

 



70 

 

 



71 

 

 



72 

 

 



73 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



74 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



75 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



76 

 

ARTIGO 3 

 

A ser submetido à revista Pesquisa Veterinária Brasileira. 

Estudo de prevalência e fatores de risco de Erliquiose Monocítica Canina e outras rickettsioses em 

cães, no estado da Paraíba, Nordeste do Brasil. Tereza E. de F. Rotondano, Werona B. de Oliveira, 

Felipe da S. Krawzack, Jonas Moraes-Filho, Fernanda N. Bastos, Marcelo B. Labruna, Sérgio S. de 

Azevedo, Marcia A. de Melo, Alzira M.P. de Almeida.  

Nesse artigo se buscou conhecer a ocorrência de erliquiose monocítica canina (EMC) e outras 

rickettsioses em cães, amostrados aleatoriamente, de cinco diferentes municípios do estado da 

Paraíba, Nordeste do Brasil. De cada animal, obteve-se amostra de sangue com posterior aplicação 

de questionário epidemiológico ao seu proprietário. As amostras foram testadas por PCR em tempo 

real (qPCR), visando a detecção de DNA específico de Ehrlichia canis e, por RIFI, na busca de 

anticorpos direcionados para Rickettsia rickettsii, R. parkeri, R. rhipicephalii, R. amblyommi e R. 

felis. Através de análise estatística a ocorrência de E. canis foi associada aos regimes de criação 

solto e semi-domiciliar, assim como ao fato dos proprietários serem analfabetos ou terem cursado  

apenas o primeiro grau de ensino. 5,76 % das amostras analisadas por RIFI foram positivas para 

pelo menos uma das espécies de Rickettsia. Este é o primeiro estudo epidemiológico com análise de 

fatores de risco relatando pela primeira vez o encontro de E. canis e Rickettsia spp, em cães no 

estado da Paraíba, Nordeste do Brasil. 
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Estudo de prevalência e fatores de risco de Erliquiose Monocítica Canina e outras 

rickettsioses em cães, no estado da Paraíba, Nordeste do Brasil1 

 

Tereza E. de F. Rotondano2, Werona B. de Oliveira3, Felipe da S. Krawczak4, Jonas 

Moraes-Filho4, Fernanda N. Bastos4, Marcelo B. Labruna4, Sérgio S. de Azevedo5, Marcia A. 

de Melo5, Alzira M.P. de Almeida6 

 

Abstract - Rotondano, T.E.F., Oliveira W.B., Krawczak F.S., Moraes-Filho J., Bastos F.N., 

Labruna M.B., Azevedo S.S., Melo  M.A. & Almeida A.M.P. 2013. [Study of prevalence and risk 

factors of Canine Monocytic Ehrlichiosis and other rickettsial infections in dogs, in the State 

of Paraíba, Northeast Brazil.] Estudo de prevalência e fatores de risco de Erliquiose Monocítica 

Canina e outras rickettsioses em cães, no Estado da Paraíba, Nordeste do Brasil. Pesquisa 

Veterinária Brasileira 00(0):00-00. Departamento de Ciências Biológicas, Universidade Federal de 

Pernambuco, Avenida Professor Moraes Rego, s/n, Cidade Universitária, 50.670-901, Recife, PE, 

Brasil.*Autor para correspondência: terezarotondano@hotmail.com  

Knowing the tick transmitted pathogens circulating in canine populations and the factors 

favoring diseases development is required for early diagnosis and control, and prevent the 

occurrence of human cases in a region. This study assessed for the first time the occurrence of 

canine monocytic ehrlichiosis (CME) and other rickettsial infections in dogs in the State of Paraíba, 

northeastern Brazil, and evaluated possible risk factors associated with these diseases. Blood 

samples from dogs randomly selected in five cities were collected, along with application of an 

epidemiologic questionnaire to get information on dogs and their owners. The samples were 

                                                           
1 Recebido em............... 

Aceito para publicação em.......... 

2 Departamento de Ciências Biológicas, Universidade Federal de Pernambuco, Campus da UFPE, s/n, Cidade 
Universitária, 50.670-901, Recife, PE, Brasil.*Autor para correspondência: terezarotondano@hotmail.com 

3 Departamento de Medicina Veterinária, Universidade Federal Rural do Semiárido, Avenida Francisco Mota, 572, 
Presidente Costa e Silva, 59625-900, Mossoró, RN , Brasil 
 
4 Departamento de Medicina Veterinária Preventiva e Saúde Animal, Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, 
Universidade de São Paulo. Av. Prof. Orlando Marques 
de Paiva 87, 05508-270, São Paulo, SP, Brasil 

5 Unidade Acadêmica de Medicina Veterinária, Universidade Federal de Campina Grande, 58.700-970 Patos, PB, Brasil 

6 Centro de Pesquisas Aggeu Magalhães, FIOCRUZ-PE, Campus da UFPE, s/n, Cidade Universitária, 50.670-901, 
Recife, PE, Brasil 
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analyzed by real time PCR (qPCR) for Ehrlichia canis DNA, and Immunofluorescence Assay 

(IFAT) for antibodies to the species Rickettsia rickettsii, R. felis, R. parkeri, R. amblyommii and R. 

rhipicephali. E. canis DNA was detected in 8.9% (64/719) samples; household and semi-household 

breeding and dog owner’s illiterate or primary school education level were considered risk factors 

for E. canis. Antibodies to at least one of the Rickettsia antigens was found in 5.76% (44/763) 

animals by IFAT. Significant association was observed between R. rickettsii and vermifugated 

dogs, and between R. parkeri and contact between dogs and cats. The dogs' sex (male) and contact 

with wild animals were considered risk factors associated with R. amblyommi. This is the first 

epidemiological study on prevalence and analysis of associated risk factors and reports for the first 

time occurrence of E. canis and Rickettsia spp., in dogs in the State of Paraíba, Northeast Brazil. 

INDEX TERMS:  Ehrlichia canis, rickettsiosis, qPCR, IFAT, dogs and northeastern Brazil. 

 

RESUMO- Conhecer os patógenos transmitidos por carrapatos, que circulam nas populações 

caninas e os fatores que favorecem o aparecimento das doenças é necessário para alcançar o 

diagnóstico precoce e o controle, e evitar a ocorrência de casos humanos na região. No presente 

estudo foi pesquisada pela primeira vez a ocorrência de erliquiose monocítica canina (EMC) e 

outras rickettsioses em cães e os possíveis fatores de risco associados a essas doenças no Estado da 

Paraíba, Nordeste do Brasil. Amostras de sangue de cães selecionados aleatoriamente em cinco 

municípios foram coletadas, juntamente com a aplicação de um questionário epidemiológico para 

obtenção de informações sobre os cães e seus proprietários. As amostras foram analisadas por PCR 

em tempo real (qPCR), para detecção de DNA de Ehrlichia canis e, por Reação de 

Imunofluorescência Indireta (RIFI) para identificação de anticorpos contra as espécies Rickettsia 

rickettsii, R. felis, R. parkeri, R. amblyommii e R. rhipicephali. DNA de E. canis foi detectado por 

qPCR em 8,9% (64/719) amostras e os regimes de criação solto e semi-domiciliar, bem como os 

proprietários serem analfabetos ou terem apenas o primeiro grau de ensino foram considerados 

como fatores de risco para E. canis. 5,76% (44/763) das amostras foram positivas para pelo menos 

um dos antígenos testados por RIFI. Foi observada associação significativa entre R. rickettsii e o ato 

de vermifugar os animais e a associação entre R. parkeri e o contato dos cães com gatos. O sexo 

dos cães (macho) e o contato com animais silvestres foram considerados fatores de risco associados 

à R. amblyommi. Este estudo revela pela primeira vez a ocorrência de E. canis e Rickettsia spp, em 

cães no Estado da Paraíba, Nordeste do Brasil. 

TERMOS PARA INDEXAÇÃO: Ehrlichia canis, rickettsioses, qPCR, RIFI, cães e Nordeste 

do Brasil. 
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INTRODUÇÃO 

 

Rickettsioses são doenças de transmissão vetorial causadas por bactérias da ordem 

Rickettsiales, a qual inclui duas famílias (Rickettsiaceae e Anaplasmataceae) de patógenos 

intracelulares obrigatórios. Os organismos da família Rickettsiaceae crescem livres no citoplasma 

das células do hospedeiro, enquanto que os da família Anaplasmataceae se replicam dentro de um 

vacúolo derivado da membrana da célula hospedeira (Dumler et al. 2001). As rickettsioses ocorrem 

mundialmente e são transmitidas por uma variedade de espécies de carrapatos, cada uma com 

exigências específicas (Szabó et al. 2013). Assim, a epidemiologia das várias rickettsioses é 

determinada pela distribuição geográfica específica do carrapato vetor. 

Entre os membros da família Anaplasmataceae, Ehrlichia canis é a principal espécie 

incriminada como agente causador da erliquiose monocítica canina (EMC) no Brasil. A EMC é uma 

doença multissistêmica que se manifesta nas formas aguda, subclínica ou crônica dependendo da 

virulência da cepa infectante e ocorrência de co-infecção, principalmente com outros patógenos 

transmitidos por artrópodes, como Babesia canis vogeli e Hepatozoon canis (Gal et al. 2007). O 

diagnóstico da doença consiste na observação de mórulas em leucócitos, através exame de 

esfregaço sanguíneo, isolamento da bactéria em cultivo celular, pesquisa de anticorpos por 

imunofluorescência (RIFI) e na Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR). 

O carrapato Rhipicephalus sanguineus, reconhecido como vetor da EMC em muitas partes do 

Brasil (Vieira et al. 2011), vem sendo incriminado também como vetor da Febre Maculosa das 

Montanhas Rochosas (FMMR) (Demma et al., 2005) e provavelmente da Febre Maculosa Brasileira 

(FMB) (Szabó et al. 2013). 

No Brasil, a ocorrência de bactérias da ordem Rickettsiales tem sido relatada por diversos 

autores (Labruna et al. 2007, Pinter et al. 2008, Saito et al. 2008). Até o ano de 2000 apenas uma 

espécie da familia Rickettsiaceae, Rickettsia rickettsii, incluída no Grupo da Febre Maculosa (GFM) 

era reconhecida no Brasil, mas a partir daí foi registrada a ocorrência de outras espécies: R. parkeri, 

R. rhipicephali, R. amblyommii e R. felis (Labruna et al.  2011). 

Pesquisar locais que possuem potencial para desenvolver condições para o aparecimento 

destas doenças, como presença de carrapatos vetores e seus hospedeiros, e a pesquisa dos agentes 

responsáveis que circulam numa população são importantes para alcançar o diagnóstico precoce, 

tratamento e controle além de impedir a ocorrência de casos em humanos (Galvão et al. 2005). 



 

O presente trabalho teve como objetivo investigar a ocorrência de 

cães no Estado da Paraíba, Nordeste do Brasil, bem como avaliar possíveis fatores de risco 

associados a esses patógenos na região.

 

MATERIAL E MÉTODOS

Área de estudo 

O estudo foi realizado nos municípios de Uiraúna (6°57’S, 38°24’W), Cajazeiras (6°53’S, 

38°33’W), Sousa (6°45’S, 38°13’W), Campina Grande (7°13’S, 35°52’ W) e Areia (6°57’S, 

35°41’W), localizados nas mesorregiões do sertão e agreste do estado da Paraíba, região Nordeste 

do Brasil (Fig. 1). 

 

Fig.1 Localização geográfica dos municípios do 

Paraíba, Nordeste do Brasil, onde foram coletadas as 

amostras de sangue dos cães do estudo.

 

 

Coleta das amostras 

 Amostras de sangue foram coletadas por venopunção cefálica ou jugular 

vacutainer contendo citrato de sódio, em cães selecionados de forma aleatória, provenientes de zona 

urbana dos cinco municípios. Após a coleta, alíquotas de sangue total e plasma foram separadas e 

acondicionadas a -20°C até realização das análises

obtidas para detecção de Rickettsia 

 

 

 

O presente trabalho teve como objetivo investigar a ocorrência de E. canis

s no Estado da Paraíba, Nordeste do Brasil, bem como avaliar possíveis fatores de risco 

associados a esses patógenos na região. 

MATERIAL E MÉTODOS 

O estudo foi realizado nos municípios de Uiraúna (6°57’S, 38°24’W), Cajazeiras (6°53’S, 

’W), Sousa (6°45’S, 38°13’W), Campina Grande (7°13’S, 35°52’ W) e Areia (6°57’S, 

35°41’W), localizados nas mesorregiões do sertão e agreste do estado da Paraíba, região Nordeste 

Localização geográfica dos municípios do estado da 

Paraíba, Nordeste do Brasil, onde foram coletadas as 

amostras de sangue dos cães do estudo. 

Amostras de sangue foram coletadas por venopunção cefálica ou jugular 

vacutainer contendo citrato de sódio, em cães selecionados de forma aleatória, provenientes de zona 

urbana dos cinco municípios. Após a coleta, alíquotas de sangue total e plasma foram separadas e 

20°C até realização das análises sorológicas e moleculares. 763 amostras foram 

Rickettsia spp. e  719 para detecção de E. canis (Quadro 1).
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Amostras de sangue foram coletadas por venopunção cefálica ou jugular em tubos 

vacutainer contendo citrato de sódio, em cães selecionados de forma aleatória, provenientes de zona 

urbana dos cinco municípios. Após a coleta, alíquotas de sangue total e plasma foram separadas e 

sorológicas e moleculares. 763 amostras foram 

(Quadro 1). 
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Quadro 1. Distribuição, por município, das amostras sorológicas de cães analisadas para 

detecção de Rickettsia spp. por imunofluorescência indireta (RIFI) e Ehrlichia canis por PCR em 

tempo real (qPCR) no Estado da Paraíba, Brasil 

 

Número de amostras analisadas (número de amostras positivas) e percentual (%) 

Município Rickettsia spp. (RIFI) Ehrlichia canis (qPCR)  

Uiraúna 100 (2) 0,26 % 100 (14) 1,94% 

Cajazeiras 97 (5) 0,65% 74 (7) 0,97% 

Sousa 89 (9) 1,17% 68 (4) 0,55% 

Areia 101 (9) 1,17% 101 (15) 2,08 

Campina Grande 376 (47) 6,15% 376 (24) 3,33% 

Total 763 (72) 9,43% 719 (64) 8,90% 

 

 

Aplicação de questionário epidemiológico 

 Um questionário epidemiológico era aplicado no momento de cada coleta para se obter 

informações gerais acerca dos proprietários (grau de escolaridade e renda), e dos animais (idade, 

sexo, raça, tipo de criação, alimentação, contato com outros animais, ambiente de criação e sua 

limpeza, vacinação, vermifugação e histórico de infestação de carrapatos). 

 

Detecção de Ehrlichia canis 

Extração de DNA e Amplificação 

O DNA total foi extraído a partir das amostras de sangue total, como recomendado por 

Rotondano et al. (2012) utilizando-se kit de extração de DNA comercial (Wizard kit for DNA 

extraction®) seguindo as recomendações do fabricante (Promega), e eluído em 50 µL de tampão de 

eluição disponível no kit.  

A detecção de E. canis foi realizada por PCR em tempo real (qPCR) para amplificar o gene 

dsb que codifica a proteína de formação de ponte dissulfídica utilizando os primers Dsb 321 (5’-

TTGCAAAATGATGTCTGAAGATATGAAACA-3’) e Dsb 671 (5’- 

GCTGCTCAACCAAGAAATGTATCCCCTA – 3’), e uma sonda espécie-específica (5’-FAM 
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AGCTAGTGCTGCTTGGGCAACTTTGAGTGAA-BHQ-1–3’) na concentração de 25 µmol/L 

como descrito anteriormente (Doyle et al., 2005). 

 

Detecção de Rickettsia spp. 

Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI) 

As amostras de soro foram analisadas por imunofluorescência indireta (RIFI), seguindo 

Horta et al. (2004) e Labruna et al. (2007), utilizando-se lâminas com antígenos brutos de cinco 

espécies de rickettsias: R. rickettsii, R. felis, R. parkeri, R. amblyommii e R. rhipicephali. As 

amostras foram examinadas em microscópio de epifluorescência OLIMPUS®, inicialmente numa 

diluição de triagem (1:64), e para determinação do título final para cada espécie as amostras 

positivas foram sucessivamente diluídas, em PBS, na razão dois até 1:2048. Foram considerados 

como positivos soros com título ≥64. Soros comprovadamente reagente (positivo) e não reagente 

(negativo) foram utilizados como controle em cada lâmina testada com as amostras dos animais. Os 

resultados foram interpretados segundo Horta et al. (2004) e Labruna et al. (2007): as amostras com 

títulos para alguma espécie de rickettsia, no mínimo, quatro vezes maior que o observado para as 

outras espécies testadas foram consideradas homólogas, ou genotipicamente muito próximas, à 

espécie de maior titulação. 

 

Análise Estatística 

A análise de fatores de risco foi efetuada em duas etapas: análise univariada e análise 

multivariada. Na análise univariada, as variáveis que apresentaram valor de p ≤ 0,2 pelo teste de 

Qui-quadrado ou teste exato de Fisher, quando indicado, foram selecionadas para a análise 

multivariada utilizando-se a regressão logística múltipla (Hosmer & Lemeshow 2000). Para 

execução dos testes a soropositividade para Rickettssia spp. e a detecção molecular de E. canis 

foram consideradas como variáveis dependentes, e os dados obtidos nos questionários 

epidemiológicos, como variáveis independentes, com nível de significância de 5%. Os resultados 

sorológicos foram analisados utilizando a variável dicotômica seguinte: (i) cães com sorologia 

negativa ou reagente com título <64 (0), e (ii) cães com títulos finais ≥ 64 (1).Todas as análise 

foram realizadas pelo programa SPSS 13.0 for Windows. 

 

Considerações Éticas 

 O presente trabalho foi submetido e aprovado em Comitê de Ética da Universidade Federal 

de Campina Grande. 
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RESULTADOS 

 

Detecção de DNA de Ehrlichia canis por qPCR 

Amplificação do DNA de E. canis foi obtida em 64 das 719 amostras analisadas por qPCR 

(8,9%). A distribuição por município das amostras de sangue dos cães analisadas, positivas e 

percentuais de positividade são mostrados no Quadro 1.  

Foram considerados como fatores de risco associados à ocorrência de erliquiose os regimes 

de criação solto (p=0,011) e semi-domiciliar (p=0,0001) como também o fato dos proprietários 

serem analfabetos ou terem cursado apenas o 1°grau (p=0,021) (quadro 2). 

 

Detecção de Rickettsia spp. 

Das 763 amostras analisadas por RIFI, 44 (5,76%) apresentaram títulos ≥64 e foram 

consideradas positivas para pelo menos um dos antígenos testados. 

Os títulos finais dos soros positivos variaram de 64 a 512 para R. rickettsii, 64 a 1024 para 

R. parkeri e R. rhipicephalii, 128 a 2048 para R. amblyommii e 64 a 512 para R. felis. 

Em três animais foi observado reação homóloga para R. amblyommi, R. felis e R. rickettsii 

com título final (512) quatro vezes superior ao dos demais antígenos testados (quadro 3). 

Nos outros animais sororeativos não foi possível discriminar o agente porque os títulos 

encontrados foram semelhantes (diferença <4 vezes) para dois ou mais antígenos ou foi encontrado 

um único título =64 para uma única espécie de Rickettsia. 

Não houve diferença estatística, em relação à frequência dos agentes, entre os municípios: R. 

rickettsii (p=0,319), R. parkeri (p=0,089), R. rhipicephali (p=0,501), R. amblyommii (p=0,263) e R. 

felis (p=0,734). 

A análise dos fatores de risco (quadro 4) revelou associação significativa entre a 

positividade para R. rickettsii e o ato de vermifugar os animais (p=0,017), assim como verificado 

para  R. parkeri (p=0,03), a qual também foi associada ao contato dos cães com gatos (p=0,005). O 

sexo dos animais (macho) e o contato com animais silvestres foram considerados fatores de risco 

associados à ocorrência de R. amblyommi (p=0,018 e p=0,002, respectivamente). 
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Quadro 2. Análise Univariada dos fatores de risco associados à positividade para Ehrlichia canis por PCR em tempo real (qPCR) em cães no 

Estado da Paraíba 

Variável Categoria 
qPCR 

Total de animais Positivos (%) Valor de p 

Grau de escolaridade do proprietário a 

Analfabeto /1° grau incompleto / 1°grau completo 341 44 (12,9) 

0,001 2° grau incompleto / 2° grau completo 252 15 (6,0) 

3° grau incompleto / 3° grau completo 126 5 (4,0) 

Renda familiar do proprietário a 

Menos de 2 salários mínimos 421 47 (11,2) 

0,026 2 a 4 salários mínimos 228 15 (6,6) 

5 ou mais salários mínimos 70 2 (2,9) 

Sexo do animal a 
Macho 411 46 (11,2) 

0,018 
Fêmea 308 18 (5,8) 

Idade do animal 

6 – 12 meses 122 9 (7,4) 

0,927 

12 – 24 meses 133 11 (8,3) 

24 a 48 meses 184 16 (8,7) 

4 a 6 anos 145 14 (9,7) 

Acima de 6 anos 135 14 (10,4) 
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Quadro 2. Análise Univariada dos fatores de risco associados à positividade para Ehrlichia canis por PCR em tempo real (qPCR) em cães no 

Estado da Paraíba (continuação) 

Variável Categoria 
qPCR 

Total de animais Positivos (%) Valor de p 

Raça do animal 
Sem raça definida 554 58 (10,5) 

0,011 
Com raça definida 165 6 (3,5) 

Tipo de Criação 

Domiciliar 443 23 (5,2) 

0,0001 Semi-domiciliar 190 23 (12,1) 

Solto 86 18 (20,9) 

Alimentação 

Ração comercial 123 5 (4,1) 

0,001 Alimento preparado em casa 311 42 (13,5) 

Ambos 285 17 (6) 

Contato com animais 
Sim 569 57 (10) 

0,041 
Não 150 7 (4,7) 

Contato com Equídeos 
Sim 6 0 (0) 

0,961 
Não 713 64 (9) 

Contato com Silvestres 
Sim 136 12 (8,8) 

1,000 
Não 583 52 (8,9) 

Contato com Felinos 
Sim 48 30 (12,1) 

0,041 
Não 471 34 (7,2) 
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Quadro 2. Análise Univariada dos fatores de risco associados à positividade para Ehrlichia canis por PCR em tempo real (qPCR) em cães no 

Estado da Paraíba (continuação) 

Variável Categoria 
qPCR 

Total de animais Positivos (%) Valor de p 

Contato com Caninos 
Sim 415 41 (9,9) 

0,345 
Não 304 23 (7,6) 

Contato com Suínos 
Sim 10 2 ( 20) 

0,495 
Não 709 62 (8,7) 

Contato com Outros animais 
Sim 31 3 (9,7) 

1,000 
Não 688 61 (8,9) 

Outras Formas de Contato 
Sim 629 59 (9,4) 

0,320 
Não 90 5 (5,6) 

Ambiente de criação 

Terra 232 30 (12,9) 

0,004 Cimento 263 12 (4,6) 

Ambos 224 22 (9,8) 

Limpeza do ambiente 
Sim 646 49 (7,6) 

0,001 
Não 73 15 (20,5) 

Frequência de Limpeza do Ambiente 

Diária 551 40 (7,3) 

0,009 
Semanal 71 7 (9,9) 

Quinzenal 17 2 (11,8) 

Mensal /não realizada 80 15 (18,8) 
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a Variáveis selecionadas para análise multivariada 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Quadro 2. Análise Univariada dos fatores de risco associados à positividade para Ehrlichia canis por PCR em tempo real (qPCR) em cães no 

Estado da Paraíba (continuação) 

Variável Categoria 
qPCR 

Total de animais Positivos (%) Valor de p 

Vacinação 
Sim 604 54 (8,9) 

1,000 
Não 115 10 (8,7) 

Vermifugação 
Sim 419 28 (6,7) 

0,019 
Não 300 36 (12) 

Histórico de carrapatos 
Sim 613 56 (9,1) 

0,730 
Não 106 8 (705) 
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Quadro 3. Resultados da Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI) para 5 espécies de Rickettsia em cães do estado da Paraíba, Nordeste 

do Brasil 

Localidade 
Nº de cães 

testados 

Número de cães sororeagentes a cada uma das espécies de Rickettsia 

 (% soropositividade por localidade) 
Nº de cães com possível reação 

homóloga (PAERHa) 
R.rickettsii R. parkeri R. rhipicephali R. amblyommii R. felis 

Uiraúna 100 0 (0) 1 (1) 0 (0) 1 (1) 0 (0) 0 

Cajazeiras 97 1 (1,03) 0 (0) 2 (2,06) 1 (1,03) 1 (1,03) 0 

Sousa 89 2 (2,24) 4 (4,49) 1 (1,12) 2 (2,24) 0 (0) 0 

Areia 101 1 (0,99) 2 (1,98) 2 (1,98) 3 (2,97) 1 (0,99) 2 (1 R. amblyommii, 1 R. felis) 

Campina 

Grande 
376 9 (2,39) 13(3,45) 7 (1,86) 16 (4,25) 2 (0,23) 1 (1 R. rickettsii) 

Total 763 13 20 12 23 4  

 
a-PAERH: Possível antígeno envolvido na reação homóloga 

 

 

 

 

 



89 

 

Quadro 4. Análise de regressão logística múltipla dos fatores de risco associados à positividade para Rickettsia spp. em cães 

no Estado da Paraíba, Nordeste do Brasil 

Espécie Fator de risco Odds ratio 
Intervalo de Confiança (IC) 

95% 
Valor de p 

Rickettsia rickettsii Animal ter sido vermifugado 6,46 [1,39 - 30,04] 0,017 

Rickettsia parkeri 
Contato com gatos 3,85 [1,51 - 9,83] 0,005 

Animal ter sido vermifugado 3,43 [1,13 - 10,45] 0,030 

Rickettsia amblyommii 
Animal ser macho 3,76 [1,26 - 11,22] 0,018 

Contato com animais silvestres 3,77 [1,61 - 83] 0,002 
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DISCUSSÃO 

No presente estudo foi pesquisada pela primeira vez no Estado da Paraíba, Nordeste do 

Brasil a ocorrência de erliquiose monocítica canina (EMC) e outras rickettsioses em cães e os 

possíveis fatores de risco associados a essas doenças. 

No Brasil os estudos sobre rickettsias causadoras ou não da FMB realizados em áreas não 

endêmicas são escassos; a maioria das pesquisas foi realizada em áreas de ocorrência dos casos ou 

onde a doença se apresenta de forma endêmica (Melo et al. 2011, Spolidório et al. 2013). O estudo 

epidemiológico acerca da ocorrência de E. canis em cães no Estado da Paraíba permitiu evidenciar 

pela primeira vez a ocorrência deste agente na área estudada. 

Dentre as amostras analisadas no presente trabalho 8,9% (64/719) apresentaram DNA de E. 

canis. Esta prevalência está bem abaixo da relatada por Vieira et al. (2011) para a região Nordeste, 

considerando os estudos nos Estados do Ceará, Pernambuco, Alagoas e Bahia. Entretanto, esta alta 

prevalência de E. canis na região poderia estar superestimada considerando que apenas ferramentas 

sorológicas, menos precisas, foram utilizadas nas pesquisas. No nosso estudo além da maior 

sensibilidade diagnóstica e analítica da técnica qPCR empregada (Doyle et al., 2005; Harrus & 

Waner, 2011) foi possível se identificar não apenas uma exposição ao agente, mas sim casos de 

infecção ativa nos quais o DNA erliquial foi detectado a partir de sangue total de cães domiciliados, 

o que demonstra a real situação da EMC no Estado da Paraíba. 

Os regimes de criação solto (p=0,011) e semi-domiciliar (p=0,0001) bem como o fato dos 

proprietários serem analfabetos ou terem cursado apenas o primeiro grau de ensino (p=0,021) foram 

considerados como fatores de risco associados à ocorrência de EMC. Animais criados soltos ou que 

passam parte do dia fora de casa, estão sujeitos a uma maior exposição à infestação por carrapatos e 

à infecção por outras diversas doenças que podem levar a um déficit imunológico e maior 

predisposição à EMC. O grau de instrução do proprietário está diretamente ligado à qualidade no 

manejo do animal no que diz respeito, por exemplo, à alimentação, vacinação e limpeza do 

ambiente e do próprio animal; um baixo grau de escolaridade pode repercutir na falta de informação 

acerca desses cuidados fazendo com que a falta de instrução represente um fator de risco para a 

ocorrência de erliquiose. 

A RIFI é o teste de escolha para o diagnóstico sorológico de infeccção rickettsial em seres 

humanos e animais (Breitschwerdt et al., 1998; La Scola et al., 1997; Parola et al., 2005), mas 

reação cruzada entre as espécies de Rickettsia é frequentemente observada, dificultando a 

identificação das espécies envolvidas na infecção. Segundo La Scola et al., (1997) e Parola et al., 

(2005) o ideal é sempre investigar as espécies de Rickettsia de ocorrência conhecida na região, 
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porque os títulos de anticorpos homólogos são sempre superiores aos títulos de anticorpos 

heterólogos. Em alguns casos as diferenças nos títulos podem ser altas o suficiente para diferenciar 

as espécies rickettsiais envolvidas na estimulação da resposta imune. 

No nosso trabalho 5,76% das amostras foram positivas por RIFI para pelo menos um dos 

antígenos de Rickettsia pesquisados (título ≥64). Segundo Piranda et al. (2008) a presença de 

animais sororeagentes indica a circulação de Rickettsia do GFM, em uma determinada área, pelo 

menos nos últimos 6-18 meses. 

Na condição de hospedeiro para os carrapatos vetores da FMB, o cão pode ser utilizado 

como importante sentinela em estudos de vigilância epidemiológica. Segundo Lemos et al. (1997), a 

prevalência de reações sorológicas positivas em cães de uma área geográfica evidencia o risco de 

infecção humana. 

O presente trabalho detectou pela primeira vez, através de evidência sorológica a ocorrência 

de Rickettsia spp. em cães no Estado da Paraiba, Nordeste do Brasil e, em três amostras foi possível 

determinar o provável antígeno envolvido na reação homóloga (PAERH): R. amblyommii, R. felis e 

R. rickettsii (quadro 3). Nos outros animais sororeativos não foi possível discriminar o agente por 

exibirem títulos semelhantes (diferença < 4 vezes) para dois ou mais antígenos ou terem um único 

título (64) para uma única espécie de Rickettsia. A R. rickettsii é um conhecido patógeno canino ao 

passo que a infecção em cães por R. amblyommii se restringe apenas a relatos de evidência 

sorológica desse agente (Breitschwerdt et al. 1988, Labruna et al. 2007). 

Até o momento os únicos agentes implicados em doença em seres humanos no Brasil, 

transmitidas por carrapatos, são R. rickettsii (Angerami et al., 2006) e R. parkeri (Spolidorio et al., 

2010). A patogenicidade de R. amblyommii ainda não está bem esclarecida, mas alguns casos 

presumivelmente causados por R. rickettsii (FMMR) nos Estados Unidos podem ser atribuídos à 

infecção por R. amblyommii (Apperson et al., 2008). 

No Brasil duas espécies de carrapatos são incriminadas como transmissores da R. rickettsii 

aos homens e aos animais: Amblyomma cajennense e Amblyomma aureolatum (Dias & Martins 

1939; Pinter & Labruna 2006), sendo A. cajennense o vetor mais comumente associado à doença 

(Moreira; Magalhães, 1935). A participação de R. sanguineus (o carrapato marrom do cão) na 

epidemiologia de R. rickettsi no Brasil foi evidenciada pela primeira vez em uma área endêmica da 

região metropolitana de São Paulo (Moraes-Filho et al. 2009) mas o papel do R. sanguineus na 

transmissão de R. rickettsi já havia sido confirmado nos EUA (Nicholson et al. 2006) e no México 

(Bustamante & Varela 1947), além de suspeitado na Colômbia (Labruna et al. 2007). 
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Até o presente não havia estudos acerca dos carrapatos que infestam cães no Estado da 

Paraíba salvo um relato de R. sanguineus infestando cães no município de Patos (Tanikawa et al. 

2012). 

Considerando que R. sanguineus é o principal carrapato que parasita cães no Brasil, 

principalmente em áreas urbanas (Labruna 2004), que as condições climáticas de baixa 

disponibilidade de água e umidade, características da região em estudo, favorecem o predomínio 

dessa espécie (Yoder et al., 2006) e ainda que se trata de um vetor competente podendo 

desempenhar importante papel na transmissão dos agentes da febre maculosa em situações 

específicas (Piranda et al., 2011, Demma et al. 2005, Szabó et al. 2013) é provável que esse vetor 

possa estar envolvido na disseminação de rickettsioses no Estado da Paraíba. Entretanto, outros 

estudos são necessários para comprovação. 

Apesar de ter como vetor pulgas do gênero Ctenocephalides, ectoparasito comum de cães, 

(Raoult & Roux, 1997) apenas quatro animais apresentaram anticorpos para R. felis e, em um caso, 

foi possível reconhecer esta espécie como antígeno homólogo envolvido na infecção. A detecção 

sorológica de R. felis em cães na região em estudo tem importante significado já que a espécie foi 

confirmada por técnicas sorológicas e moleculares em humanos, no Estado de Minas Gerais e está 

incluída no grupo das febres maculosas por análise filogenética (Bacellar et al 1995, Angeloni et al. 

1997, Lakos & Raoult 1999, Oliveira et al. 2002, Galvão et al. 2002). 

A análise dos fatores de risco demonstrou associação significativa entre a positividade para 

R. rickettsii e o ato de vermifugar os animais (p=0,017). Essa mesma associação foi encontrada para 

R. parkeri (p=0,03) a qual também foi correlacionada ao contato dos cães com gatos (p=0,005). O 

sexo dos animais (macho) e o contato com animais silvestres foram considerados fatores de risco 

associados à ocorrência de R. amblyommi (p=0,018 e p=0,002, respectivamente). 

A ocorrência de Rickettsia spp. e a sua associação com esses fatores de risco no Estado da 

Paraíba, Nordeste do Brasil ainda não havia sido relatada. Considerando que vários são os 

hospedeiros silvestres das riquetsioses, incluindo roedores (capivara), aves, serpentes, morcegos, 

peixes, antas e gambás e, que animais domésticos como cães, gatos, equinos e aves também 

possuem grande potencial para serem parasitados (Dias & Martins, 1939, Lemos 2002, Vianna 

2002), a convivência com esses hospedeiros associada à presença de um vetor competente pode 

acarretar uma maior ocorrência da doença. 
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 CONCLUSÕES 

Este trabalho constitui o primeiro estudo epidemiológico no Estado da Paraíba, Nordeste do 

Brasil, acerca da ocorrência, em cães, de E. canis e Rickettsia spp. e fatores de risco associados. 

Nesse estudo foi identificada infecção ativa por E. canis no sangue total dos animais testados, 

refletindo a real situação da EMC no Estado da Paraíba, além de detectar, pela primeira vez, 

atividade sorológica de Rickettsia spp. e, em três amostras, determinar o provável antígeno 

envolvido na reação homóloga: R. amblyommii, R. felis e R. Rickettsii. Haja vista que o cão pode ser 

utilizado como importante sentinela em estudos de vigilância epidemiológica dessas doenças, 

sugere-se a realização de estudos posteriores para melhor entendimento da dinâmica das 

riquettsioses no estado da Paraíba, Nordeste do Brasil. 
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 6. DISCUSSÃO GERAL 

 Doenças transmitidas por carrapatos são uma importante causa de morbidade e mortalidade 

em cães de todo o mundo, com o Rhipicephalus sanguineus (o carrapato marrom do cão), apontado 

como vetor de vários agentes causadores de doenças tais como erliquiose, anaplasmose, babesiose, 

hepatozoonose e febre maculosa (DANTAS-TORRES et al., 2008). Em uma era de zoonoses 

emergentes pesquisar locais que possuem potencial para desenvolver condições para o 

aparecimento destas doenças como, presença de carrapatos vetores e seus hospedeiros, e a pesquisa 

dos agentes responsáveis que circulam numa população são importantes para alcançar o diagnóstico 

precoce, tratamento e controle, fundamentais para a manutenção do bem estar animal, além de 

impedir a ocorrência de casos em humanos (GALVÃO et al., 2005). 

 Nosso trabalho buscou conhecer quais as principais doenças transmitidas por carrapatos em 

cães nas mesorregiões do sertão e agreste do estado da Paraíba e identificar possíveis fatores de 

risco associados à ocorrência das mesmas. 

 Inicialmente buscou-se otimizar a técnica de PCR, a qual já vem sendo utilizada largamente, 

visando um diagnóstico mais preciso da erliquiose e anaplasmose caninas. O sangue total é 

utilizado, na maioria dos casos, como fonte de DNA (RAMOS et al.,2009; DAGNONE et al., 

2009), mas suas frações ainda não haviam sido testadas. Para tanto, se propôs a avaliação, por meio 

de nPCR, das frações sanguíneas como alternativa para extração de DNA erliquial.   Diante dos 

resultados, apesar dos agentes infectarem principalmente leucócitos e plaquetas, o sangue total 

demonstrou ser a melhor fonte de DNA, quando comparado às frações de papa leucocitária, 

granulócitos, mononucleraes e coágulo sanguíneo, muito provavelmente pelo fato de o mesmo 

albergar tanto bactérias no interior de células hospedeiras como também aquelas livres no plasma, 

oriundas de lise celular. Além disso, a pesquisa gerou a primeira identificação de A. platys em cães 

no estado da Paraíba.  

 A escassez de dados no estado da Paraíba acerca da real situação epidemiológica das 

doenças transmitidas  por carrapatos, além da importância dessas na rotina médica veterinária e 

também humana impulsionou os estudos desenvolvidos nos artigos 2 e 3. Esses mostraram que 

apenas a espécie de carrapato R. sanguineus encontra-se infestando os cães no município de Patos, 

estado da Paraíba. Considerando que essa espécie é o principal carrapato que parasita cães no 

Brasil, principalmente em áreas urbanas (LABRUNA, 2004) e que as condições climáticas de baixa 

disponibilidade de água e umidade, características da região em estudo, favorecem o predomínio da 

mesma (YODER et al., 2006) R. sanguineus provavelmente está relacionado à transmissão de E. 
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canis, B. canis vogeli e Rickettsia spp., agentes relatados pela primeira vez em cães na região em 

estudo. 

Entre os cães oriundos de rotina médica a presença de E. canis foi detectada em 34% dos 

animais, por RIFI, e 25% por qPCR. Esses valores são superiores aos observados em estudos 

prévios (CARVALHO et al., 2008; TANIKAWA et al., 2012). Os percentuais mais altos obtidos no 

nosso trabalho podem estar relacionados à inclusão na pesquisa apenas de animais infestados por 

carrapatos ou, no caso da qPCR, a uma maior sensibilidade da técnica em relação a PCR 

convencional. Já em relação aos cães domiciliados a prevalência obtida, pela técnica de qPCR, foi 

de 8,9% (64/719). Esse valor foi inferior ao observado anteriormente na região Nordeste, 

considerando os estudos nos estados do Ceará, Pernambuco, Alagoas e Bahia (VIEIRA et al., 

2011). Entretanto, esta alta prevalência de E. canis na região pode estar superestimada considerando 

que apenas ferramentas sorológicas, menos precisas, foram utilizadas nas pesquisas.  

 O fato dos proprietários serem analfabetos ou terem cursado apenas o primeiro grau de 

ensino, dos cães não serem vacinados e serem submetidos aos regimes de criação solto e semi-

domiciliar foram considerados como fatores de risco para erliquiose.  No presente estudo além da 

maior sensibilidade diagnóstica e analítica da técnica de qPCR foi possível se identificar não uma 

exposição ao agente, mas sim casos de infecção ativa nos quais o DNA erliquial foi detectado a 

partir de sangue total de cães, o que demonstra a real situação da EMC no estado da Paraíba. 

 10 animais apresentaram DNA de B. canis vogeli, confirmados por sequenciamento, sendo a 

frequência de animais positivos superior ao observado anteriormente por Ramos et al.(2010) na 

região Nordeste. A idade e a diminuição no número de plaquetas apresentaram correlação 

significativa com a babesiose.  

 5,76% das amostras foram positivas, por RIFI, para pelo menos um dos antígenos de 

Rickettsia testados (título ≥64). A presença de animais sororeagentes indica a circulação de 

Rickettsia do GFM, em uma determinada área, pelo menos nos últimos 6-18 meses (PIRANDA et 

al., 2008). O presente trabalho detectou pela primeira vez, evidências sorológicas da ocorrência 

desse agente em cães no estado da Paraiba, Nordeste do Brasil e, em três amostras foi possível 

determinar o provável antígeno envolvido na reação homóloga (PAERH): R. amblyommii, R. felis e 

R. rickettsii. 

  Nenhum animal apresentou DNA de Hepatozoon spp. o que foi atribuído à identificação 

apenas de R. sanguineus  nos cães em estudo.  Essa espécie de carrapato, apesar de considerada 

como principal vetor de H. canis (BANETH et al., 2007) nunca foi identificada no Brasil com 

infecção experimental ou natural por esse patógeno provavelmente por apresentar diferenças 

genéticas (FORLANO et al., 2005; GOMES et al., 2010; MORAES-FILHO et al., 2011). 
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Na condição de hospedeiro para carrapatos vetores, o cão pode ser utilizado como 

importante sentinela em estudos de vigilância epidemiológica e a prevalência de reações sorológicas 

positivas em cães de uma área geográfica põe em evidência o risco de infecção humana. 

A pesquisa desenvolvida além de alertar acerca da ocorrência de agentes transmitidos por 

carrapatos aos cães, no estado da Paraíba, indica a necessidade da realização de estudos posteriores 

os quais possam acrescentar maiores detalhes no tocante à epidemiologia desses patógenos, haja 

vista que os resultados indicam um risco eminente de exposição da população humana e um 

problema em potencial na manutenção da saúde pública da região em questão. 
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7. CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS 

 A partir das atividades desenvolvidas, as quais deram origem aos três trabalhos aqui 

apresentados, foi possível destacar o sangue total como melhor fonte de DNA, em relação a suas 

frações, quando utilizado no diagnóstico de erliquiose e anaplasmose caninas por meio de 

ferramentas moleculares. Além disso, E. canis apresentou-se como o principal agente transmitido 

por carrapatos aos cães, no estado da Paraíba, com a identificação também de infecções por B. canis 

vogeli, Rickettsia spp e A. platys os quais podem ser incluídos num possível diagnóstico diferencial 

da rotina médica veterinária da região. Esse é o primeiro relato da ocorrência desses agentes em 

cães na região estudada. 

Considerou-se como fatores de risco para erliquiose o ato de não vacinar os cães, o animal 

ser fêmea, o regime de criação semi-domiciliar e solto, e os proprietários serem analfabetos ou 

terem cursado apenas o primeiro grau. Anemia, leucopenia e trombocitopenia também apresentaram 

associação significativa com a ocorrência de erliquiose. B. canis vogeli foi identificada pela 

primeira vez na região e uma correlação significativa foi observada entre a diminuição de plaquetas 

e infecção por esse agente. O contato com gatos e com animais silvestres e o fato do animal ser 

macho foram considerados fatores risco para a ocorrência de Rickettsia spp. 

 A pesquisa desenvolvida além de alertar acerca da ocorrência de agentes transmitidos por 

carrapatos aos cães, no estado da Paraíba, indica a necessidade da realização de estudos posteriores 

os quais possam acrescentar maiores detalhes no tocante à epidemiologia desses patógenos, haja 

vista que os resultados indicam um risco eminente de exposição da população humana e um 

problema em potencial na manutenção da saúde pública da região em questão. 
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9. ANEXOS 

NORMAS PARA PUBLICAÇÃO NO PERIÓDICO REVISTA BRASILEIRA DE  

PARASITOLOGIA VETERINÁRIA 
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NORMAS PARA PUBLICAÇÃO NO PERIÓDICO PESQUISA VETERINÁRIA 

BRASILEIRA 
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QUESTIONÁRIO EPIDEMIOLÓGICO UTILIZADO DURANTE A PESQUISA 
 

QUESTIONÁRIO EPIDEMIOLÓGICO  N°_____     DATA: _______________________ 

I DADOS DO PROPRIETÁRIO 

1- Nome: 

2- Endereço: Cidade: 

3- Bairro: CEP: 

4- Telefone: 

5- Grau de escolaridade:  (  ) Analfabeto    (  ) 1° grau incompleto  (  ) 1° grau completo  (  ) 2° grau incompleto  
( ) 2° grau completo    (  ) 3° grau incompleto   (  ) 3° grau completo 

6- Renda familiar: ( ) Menos de 2 salário mínimo ( ) 2 a 4 salários mínimos  ( ) 5 a 6 salários mínimos                      
( ) Mais de 6 salários mínimos 

II DADOS DO ANIMAL 

7- Nome: 

8- Sexo:                                                  ( ) Macho              ( ) Fêmea 

9- Idade:    ( ) 6 – 12 meses  ( ) 12 – 24 meses      ( ) 24 – 48 meses      (  ) 4 – 6 anos  (  ) Acima de 6 anos 

10- Raça:   (  ) Sem raça definida    (  ) Com raça definida   Qual?  

III MANEJO 

11- Tipo de criação: (  ) Domiciliar (  ) Semi-domiciliar (  ) Solto 

12- Alimentação :    (  ) Ração comercial  (  ) Alimento preparado em casa  (  ) Ambos    Que ração? 

13- Tem contato com outros animais?                   (  ) sim                    (  ) não 

14 – Se sim, com quais? (  ) Eqüídeos    (  ) Silvestres   (   )  Felinos  (  )   Cães   (  ) Suínos  

15- Existem outras formas de contato?   (  ) Animais em casa  (  ) Vizinhos tem animais   (  ) O seu animal vai ao 
petshop  (  ) Passeios constantes 

16- Qual o ambiente onde o animal é criado?  (  ) Terra           (  ) Cimento        (  ) Terra/cimento 

17- É realizada limpeza ou desinfecção do local?  (  ) Sim                          (  ) Não  

18- Com que freqüência? ( ) Diária         (  ) Semanal         (  ) Quinzenal           (  ) Mensal 

19- O animal tomou alguma vacina?     (  ) Sim                         (  ) Não 

20- Se sim, quais?     ( ) Anti-rábica           ( ) Contra viroses      

21- O animal já foi vermifugado?  (  ) Sim                         (  ) Não 

22- Se sim, quando? 

23- O animal apresenta ou já apresentou carrapatos? (  ) Sim                             (  ) Não 

IV EXAME FÍSICO – Aspecto geral do animal 
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