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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo verificar quais espécies de hemoparasitos e de
carrapatos ocorrem em cées de areas rurais do Rio de Janeiro. Além disto, verificou-se a
ocorréncia de anticorpos anti-Borrelia burgdorferi lato sensu, no soro desses animais.
Foram examinados 250 cdes de sete municipios do Estado do Rio de Janeiro, em trés
mesorregides, sempre em &reas com caracteristicas rurais e com matas nas proximidades.
Foram 26 cdes, em Seropédica; 82, em Itaguai; 41, em Paracambi; e 26, em Mangaratiba
(Mesorregido Metropolitana); 32, em Barra do Pirai; e 32, em Pirai (Mesorregido do Médio
Paraiba); e 11, em Miguel Pereira (Mesorregido Centro-Sul Fluminense). Foram realizados
esfregacos sanglineos e coleta de sangue, para realizagcdo de diagnostico sorologico de
anticorpos anti- Babesia canis, pelo méodo de imunofluorescéncia indireta (IFl), e de
anticorpos anti- Borrelia burgdorferi lato sensu, pelo método de ELISA. Também foram
coletados carrapatos, que foram posteriormente identificados em laboratério. Do total de
animais examinados, pelo método de esfregaco sanglineo, 45,2% apresentavam-se
positivos para hemoparasitos, sendo que a positividade variou de 11,5%, em Mangaratiba a
71,8%, em Pirai. Babesia canis foi observada em 5,2% dos cdes, Hepatozoon canis em

39,2% e Ehrlichia canisem 4,8%. Foram encontradas associacdes entre H. canis e B. canis



xviii

eentre H. canis e E. canis. O teste de IFI foi feito com amostras de 205 animais. Destas,
41,1% mostraram -se positivas para anticorpos anti- B. canis com titulos superiores a 1:40.
Nesse caso, a regido com maior prevaéncia foi a de Mangaratiba (63,6%), e a de menor,
Miguel Pereira (20%). Foram encontradas quatro espécies de carrapatos parasitando os
animais. Amblyomma cajennense (23,6%), Rhipicephal us sanguineus (12,4%), Amblyomma
aureolatum (2,8%) e Amblyomma ovale (2,0%). A primeira espécie foi observada
principalmente nos seus estagios jovens, larvas e ninfas, enquanto s6 foram recuperados
adultos das outras trés. Houve correlacdo positiva entre a presenca de A. cajennense e H.
canis. Foram utilizados soros de 199 cées na pesquisa de anticorpos anti- B. burgdorferi.
Destes, 15,58% foram positivos, com titulos que variaram de 1:400 a 1:1600. As maiores
prevaléncias foram observadas, em Miguel Pereira (30,0%), Pirai (21,4%) e Itaguai
(21,1%). Esses valores estdo préoximos aos encontrados em éreas endémicas e indicam a

presenca dessa bactéria em cées procedentes de areas rurais do Estado do Rio de Janeiro.



SUMMARY

The objective of this study was to evauate the species of hemoparadites that infect dogs of rura
aress of Rio de Janeiro State, Brazil. The ocurrence of antibodies anti- Borrelia burgdorferi lato
sensu was dso investigated. Two hundred and fifty dogs from seven municipdities of Rio de
Janeiro State, were examined on rural areas dways nearby forests. From this tota, 26 dogs were
from Seropédica, 82 from Itaguai, 41 from Paracambi, 11 from Migue Pereira and 26 from
Mangaratiba. Blood smears were done and blood samples were collected in order to perform
serologic diagnogis of antibodies anti- Babesia canis by indirect fluorescent test and of antibodies
anti-Borrelia burgdorferi latu sensu by ELISA test. Ticks were collected and identified. From
the animals examined by blood smear evaduation, 45,2% were positive for hemoparastes. The
positivity ranged from 11,5% in Mangaratibato 71,8% in Pirai. Babesia canis was diagnosticated
in 5,2% of the dogs, Hepatozoon canis in 39,2% and Ehrlichia canis in 4,8%. Association
between H. canis and B. canis and between H. canis and E. canis were noted. The indirect
fluorescent test was done with 205 samples, from which 41,1% was postive for B. canis with

titers higher than 1:40. In this evauation, the area with the highest prevaence was Mangaratiba



(63,6%) and the one with the lowest was Migud Pereira (20%). Four tick species were found
parastizing dogs Amblyomma cajennense (23,6%), Rhipicephalus sanguineus (12,4%),
Amblyomma aureolatum (2,8%) and Amblyomma ovale (2,0%). The first specie was found
mainly inlarva and ninfal stage, while in the other three species the individuas were adults. There
was posgitive correation between the presence of A. cajennense and H. canis. Serum from 199
dogs was tested for detection of B. burgdorferi antibodies from which 15,58% was pogtive with
titers varying from 1:400 to 1:1600. The higher prevalences were observed in Miguel Pereira
(30%), Pirai (21,4%) and Itaguai (21,1%). These data were smilar to those found in endemic

areas and indicate the presence of this bacteriain dogs of Rio de Janeiro state.



1. INTRODUCAO

O estudo das parasitoses de cées tem grande importancia, pois, aém de muitos
animais adoecerem ou morrerem em consequéncia do parasitismo, podem também atuar
como reservatorios de ecto e endoparasitos que podem acometer seres humanos.

No Brasil, os principais hemoparasitos de cées séo Babesia canis (Piana & Galli-
Valerio, 1895), Hepatozoon canis (James, 1905) e Ehrlichia canis (Donatien & Lestoquard,
1935), todos eles tendo como vetor Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806). Esses
agentes, muitas vezes, acometem 0s animais sem causarem sintomatologia clinica, mas
podem, também, causar doenca de gravidade variavel, chegando a morte. A associacdo
entre esses hemoparasitos é muito comum, favorecendo agravamento do quadro clinico.
Além de R sanguineus, outras espécies de carrapatos podem ser encontradas parasitando
caes, tais como Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787), Amblyomma aureolatum (Pallas,
1772), Amblyomma ovale Koch, 1844 e Amblyomma tigrinum Koch, 1844. Amblyomma
cajennense é reconhecidamente o principal transmissor de Rickettsia rickettsii, contudo, a
participacdo dessas espécies, na transmissdo de patdgenos aos caes, precisa ser melhor

estudada.



Caes e seres humanos podem ser acometidos por Borrelia burgdorferi Johnson et
alii, 1984 lato sensu, bactéria causadora da doenca de Lyme. O estudo da sua
soroprevaléncia, em caes, pode constituir-se num importante indicador da dispersdo desse
agente em determinada regiéo.

A populacéo rural do Brasil é pobremente assistida no que diz respeito asalde e
educacdo, estando sujeita a doencas inexistentes nas grandes cidades. Os caes, nessas areas,
funcionam ndo s6 como animais de estimagdo, convivendo em intimo contato com seus
donos, mas também como animais de trabalho, atuando na guarda e pastoreio. Devido ao
contato intimo entre seres humanos e cédes, a salde desses animais deve ser avaliada para
gue ndo sirvam de reservatorio de doencas e de ectoparasitos aos homens. Diante disso,
torna-se importante o0 estudo das hemoparasitoses de cées e sua relagdo com carrapatos
vetores.

Considerando todos esses aspectos, 0 presente projeto teve 0s seguintes objetivos.
1- Veificar quais espécies compdem a fauna de hemoparasitos de cées de areas rurais do
Estado do Rio de Janeiro;
2- ldentificar as espécies de carrapatos que ocorrem em caes nessas areas,
3- Relacionar a ocorréncia dos hemoparasitos, encontrados em cées, com as espécies de
carrapatos identificadas;
4- Pesguisar a ocorréncia de anticorpos anti- Borrelia burgdorferi em soro de cées,

empregando técnica de ELISA.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1-  Babesia canis (Piana & Galli-Valerio, 1895)

Babesia canis (Piana & Gali-Vaderio, 1895) € um protozo&rio da classe Sporozoa que
parasita exclusvamente hemécias (WENY ON, 1926), tendo sido descrito, pela primeira vez, por
Piana & Gdli-Vderio, em 1895, na Itdia. No vertebrado, reproduz-se, assexuadamente, por
divisio bindria no interior das hemécias. No carrapato, apos reproducdo sexuada no intestino do
vetor, so formados os esporocinetos que se dirigem a diversos érgéos do carrapato, inclusive
ovario e glandula salivar. A infeccéo do ovario faz com que ocorra transmissao transovariang, €,
na glandula salivar, sfo formados os esporozoitas infectantes, que serdo inoculados no vertebrado
durante o repasto sanguiineo (SCHEIN et alii, 1979; MEHLHORN et alii, 1980).

A patogenia da doenca, causada por esse protozodrio, esta relacionada ahemalise intra e
extravascular. A gravidade das manifestacfes clinicas esta associada apatogenicidade da cepa de
Babesia, dintensidade da parasitemia, arespostaimune e aidade do hospedeiro ( MARTINOD et

alii, 1986). As manifestaces variam de doenca subclinica até doenca hiperaguda, sendo que



caes jovens sdo mais sensivels e freglientemente apresentam formas mais graves da doenca
(BREITSCHWERDT, 1993).

A partir da primeira descrigdo, B. canis foi obsarvada na Europa, Africa, Asia, india,
América do Norte e Américado Sul (MARTINOD et alii, 1986; UILENBERG et alii, 1989).
Existem diferentes cepas de B. canis, de acordo com a regido estudada. Essas cepas variam em
funcdo da espécie de carrapato vetor (LEWIS et alii, 1996), e em funcéo da patogenicidade, ja
que umas sB0 mas patogénicas do que outras (SCHETTERS et alii, 1997). Assm,
REICHENOW (1937) sugeriu 0 nome B. canis para a especie tranamitida peo Dermacentor
reticulatus e Babesia vogeli para aguela transmitida pelo Rhipicephalus sanguineus (Latrelle,
1806). Essa nomenclatura antiga ficou esquecida durante muito tempo, contudo, nos ultimos
anos, dguns autores voltaram a reconhecer a existéncia de diferentes cepas de B. canis, e a
sugerir uma nomenclatura trinomina para eas. UILENBERG et alii (1989) observaram que
cepas de diferentes regides (Franca, Norte e Sul da Africa) eram transmitides por vetores
digintos (D. reticulatus, R sanguineus e Haemaphysalis leachi, respectivamente) e
apresentavam testes, de reatividade cruzada, diferentes, ja que as cepas da Franca e do Norte da
Africa ndo imunizavam contra a cepa do Sul da Africa, enquanto a cepa do Norte da Africa ndo
protegia contra a cepa da Franca. Os autores sugeriram, entdo, a seguinte nomenclatura Babesia
canis canis, para 0 agente transmitido pelo D. reticulatus, Babesia canis vogeli, quando a
transmissdo se da pelo R. sanguineus; e Babesia canis rossi, quando a transmisséo se da pelo
H. leachi. A cepado Sul da Africa, transmitida pelo H. leachi, é considerada a mais patogénica.

LEWIS et alii (1996), em seus estudos, concordaram com a adocéo de uma nomenclatura



trinomina. Esses autores isolaram uma cepa da Africa do Sul que demonstrou ser trangmitida
somente por adultos de H. leachi, e ndo pedo R sanguineus, diferindo bastante da cepa
estudada por SHORTT (1936), que era transmitida por larvas, ninfas e adultos de R
sanguineus. SCHETTERS et alii (1995) concluiram que diferencas fazem com que as
vacinas produzidas comercidmente, contra determinada cepa, ndo protgjam contra cepas
heter6logas. HAUSCHILD et alii (1995), ao purificarem e compararem merozoitos de quatro
isolados de B. canis, da Hungria, Franca, Africa e Egito, demongiraram haver diferencas entre
eles quanto a senshilidade a anti-soros homdlogos e heterdlogos. O isolado da Hungria,
consderado 0 mais patogénico, foi 0 que agpresentou maior senshilidade. Os autores
encontraram, também, uma proteina, com aproximadamente 12 kDa, que apareceu nos isolados
patogénicos da Hungria, Franca e Africa do Sul, e ndo agpareceu em um isolado do Egito,
consderado pouco patogénico. CITARD et alii (1995) revdlaram haver grande variedade
genética entre véarios isolados de B. canis. Essa variabilidade foi demonstrada por ZAHLER et
alii (1998), que discriminaram trés genogrupos de B. canis, com base em caracteristicas
genctipicas, correspondentes & subespécies propostas anteriormente. Ja CARRET et alii
(1999), digtinguiram as trés subespécies aravés da técnica de "Polymerase chain reaction”
(PCR), comprovando haver variedade genética entre diferentes isolados de B. canis.

Apesar da provave ocorréncia de diferentes subespécies, continuaremos a chamar a
epécie encontrada no Brasil smplesmente de B. canis, pois inexistem estudos que a tenham

caracterizado geneticamente.



A prevaéncia dessa hemoparasitose pode variar de acordo com a técnica utilizada para o
diagndgtico (BREITSCHWERDT, 1993), bem como, com regido estudada (DEPLAZES et alii,
1995). A técnica de esfregaco sanguineo, apesar da smplicidade de execucéo e da boa
especificidade, € pouco sensivel. Nesse caso, a podtividade ocorre nos casos agudos com
parasitemia elevada. Nos casos cronicos da doenca, quando a parasitemia € gerdmente muito
baixa, sB0 necessirias técnicas mais sensivels, gerdmente imunologicas, para 0 seu diagnostico
(YAMANE et alii, 1993).

A senshilidade, e/lou especificidade, de cada teste imunol 6gico depende de vérios fatores,
entre eles, do preparo do antigeno empregado. A fonte de antigeno, para muitos dos testes
sorol 6gicos empregados rotineiramente, € o sangue tota de animais infectados, colhidos no pico
de paadtemia Em B. canis, paradtemias dtas sGo obtidas gerdmente em cées
esplenectomizados ou imunodeprimidos quimicamente com drogas. S80 vaios o0s testes
sorolégicos que podem ser empregados no diagnostico de anticorpos anti- Babesia, sendo que o
teste por imunofluorescéncia indireta (IFl) tem sido amplamente utilizado no diagndstico de
anticorpos, ndo sO de B. canis (LEVY et alii, 1987; RIBEIRO et alii, 1990; TABOADA et alii,
1992; VERCAMMEN et alii, 1995.), mas também no diagndstico de outras espécies de
Babesa (ANDERSON et alii, 1980; LINHARES et alii, 1992; YAMANE et alii, 1993).
Segundo ANDERSON et alii (1980), animais com infeccéo patente ou subpatente podem
manter adta concentracdo de anticorpos, 0 que foi demonstrado pela perssténcia de titulos
elevados na IFl. Para TODOROVIC (1981), titulos de anticorpos 3 a 1:80 sdo considerados

como positivos. Os mesmos autores afirmaram que titulos atos sdo vistos apds o periodo agudo



dainfeccao, e que 0s Caes que e recuperam, mas que mantém titulos positivos, sfo considerados
portadores do parasita. FARWELL et alii (1982) consideraram titulos positivos, na IFl, a partir
de 1:40. LEVY et alii (1987) afirmaram que a IFl € um teste confiavel para detectar parasitemia
latente ou oculta, e titulos ® 1:80 sdo indicativos de infeccdo, enquanto titulos de 1:40 indicam
que ocorreu infeccdo, mas que 0 anima eiminou o parasita. Entretanto, € importante que os
resultados sorol 6gicos sgam bem interpretados, tendo em vidta que animais com infecgdo aguda
e filhotes podem apresentar resultados faso-negativos (BREITSCHWERDT et alii, 1983;
BOBADE et alii, 1989). De acordo com YAMANE et alii (1993), cées infectados com B.
canis apresentaram titulos que variaram de 1:160 a 1:20480. Entretanto, ASSIS (1993)
constatou a presenca de anticorpos anti- B.canis 42 dias gpds infeccéo experimenta e, mesmo
assim, com titulos de no maximo 1:40. VERCAMMEN et alii (1995) observaram
soroconversado duas a trés semanas apds infeccdo, e encontraram, em caes com doenca cronica,
flutuacBo nos titulos de anticorpos. PAGES et alii (1990) dividiram os cBes em dois grupos
distintos, de acordo com as diferentes respostas apresentadas nainfec¢éo por B. canis. um grupo
de cdes cujo sstema imunoldgico é cgpaz de eiminar a B. canis rapidamente e que apresenta
titulos de anticorpos muito baixos, e um segundo grupo onde 0 protozo&io permaneceria Nos
orgaos profundos, estimulando congtantemente o sstema imunolégico, fazendo com que
animais mantivessem atos titulos de anticorpos por muito tempo. WLONIEWSKI et alii (1997)
tentaram o isolamento de B. canis em meio de cultura, e redlizaram testes sorolgicos pela lFl em
43 animais com esfregagos sanguiineos negativos para B. canis. Os autores observaram que

enquanto 83,7% apresentaram titulos de anticorpos especificos, somente 14 (33%) dos animais



eram portadores desse parasito (isolamento positivo). Para esses autores, sorologia positivanéo €
um bom indicativo de infeccio latente. BANSAL et alii (1985) diagnosticaram, na india, 5,4%
de cées com esfregacos postivos para B. canis, enquanto que utilizando técnicas soroldgicas,
esse resultado subiu para 37%. Na Mdasa, RAJAMANICKAM et alii (1985) encontraram
somente 1,1% de positividade (43/ 4084) para B. canis. Os autores ressaltaram que a espécie de
Babesia, mais freqliente em caes naquelaregido, foi Babesia gibsoni. BOCH (1985) encontrou,
no sul da Alemanha, 29,4% de cées postivos na IFl para B. canis, em 1983, e 45,33% de
positivos, em 1984. LEVY et alii (1987) detectaram, em 600 cdes da Carolina do Norte,
Estados Unidos da América (EUA), 3,8% de positividade no teste de IFI. Na Nigéria, BOBADE
et alii (1989) observaram prevaéncia de 43% (125/ 287) de caes soropositivos para B. canis.
ABDULLAHI et alii (1990), examinando esfregacos sanglineos corados por Giemsa,
observaram que 70% dos cdes postivos tinham menos de um ano de idade. Entretanto,
TABOADA et alii (1992) diagnosticaram 46,1% de cdes da raca Grayhound, positivos para B.
canis, no teste de IFI, sendo que a positividade aumentou com a idade dos cées, desse modo,
animais com idade inferior a 2 anos tiveram postividade de 2,9%; animais com 2 a 5 anos,
29,4% e aqueles com idade superior a5 anos, 46,7%. Os autores consideraram positivos animais
com titulos superiores a 1:80, tendo titulos alcancado 1:20480. No Zimbabwe, mesmo
utilizando-se diagnostico pelo esfregaco sangtiineo, a ocorréncia de B. canis foi ata, chegando a
26% (MATTHEWMAN et alii, 1993). Na Cdiférnia, EUA, a soroprevaléncia para B. canis
variou até 13%, em varias regides pesquisadas, contudo, ndo foram detectados parasitos nos

esfregacos sanguiineos dos cdes postivos (YAMANE et alii, 1994). Em contrapartida,



DEPLAZES et alii (1995) encontraram menos de 1% de animais com titulos de anticorpos para
B. canis, peaIFl, na Suica. KORDICK et alii (1999) observaram 16 de 27 (59,2%) animais
com sorologia positiva para B. canis, sendo que desses 16, sete foram positivos também pelo
PCR.

No Brasil, a piroplasmose caninafoi estudada pela primeira vez por PESTANA (1910).
Apesar desse agente estar disseminado nas diferentes regides do pais, existemn poucos estudos de
prevaéncia. PARAENSE & VIANNA (1949) examinaram esfregacos sanguiineos de 100 caes
de rua, da cidade do Rio de Janeiro, e observaram 14% de positividade. DELL-PORTO (1986),
examinando cdes da cidade de S&o Paulo, observaram 42,4% de animais sororreagentes, no
teste de IFI. Mais recentemente, RIBEIRO et alii (1990) determinaram a frequéncia de caes
soropositivos para B. canis, pela imunofluorescéncia indireta, em 127 cées de Belo Horizonte,
encontrando 85 (66,9%) com reacdo positiva E importante que outros estudos sgam
conduzidos, em diferentes regifes, para que tenhamos uma imagem red da Stuacéo desse

hemoparasito no Nosso pais.

2.2- Hepatozoon canis (James, 1905)

Hepatozoon canis (James, 1905) € outro protozoério, transmitido pelo carrapaio R
sanguineus, que pode ser encontrado no Brasil. Foi observado, pela primeira vez, por Bentley,
em 1904, na india BENTLEY, 1905), e descrito por James, em 1905 (JAMES, 1905 &/ 1905

b). Os carrgpatos infectam-se a0 ingerir sangue de cdes contendo gametdcitos no interior de
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neutréfilos ou monécitos. No tubo digestivo do vetor, ocorre a fusdo dos gametas com a
posterior formacdo do oocineto. Este, como tem mobilidade, atravessa a parede intestind caindo
na hemocele, onde se desenvolve, chegando a oocisto. O oocisto, quando maduro, passa a
apresentar varios esporocistos contendo esporozoitos (CRAIG, 1993). O cédo se infecta ao
ingerir 0 carrgpato com 0s oocistos maduros na sua hemocele. Nos cdes, esse protozoio
apresenta uma fase tecidual e uma fase sanguiinea. Os esporozoitos liberados dos oocistos, apds
aingestéo do carrgpato vetor, penetram na parede intestinad e sdo trangportados, via sangliines,
até o bago, figado, medula dssea, pulmbes e musculos. Nesses locais, multiplicam-se, formando
merontes e cistos. Merozoitos, liberados dos merontes, penetram nos mondcitos e neutrdéfilos,
onde s trandformam em gametécitos. Na fase sangliinea, portanto, pode-se encontrar
gametocitos no interior de neutrdfilos e mondcitos (BARTON et alii, 1985, MURATA et alii,
1993c; CRAIG, 1993). Durante dgum tempo, persstiu a divida se mondcitos eram infectados
por esse protozodrio, ou e i1sso ocorria somente em neutrdfilos. Segundo IBRAHIM et alii
(1989), neutrdfilos, paradtados por esse protozoaio, sdo deficientes em uma enzima,
mieloperoxidase, que reduz a capacidade fagocitica dessas cdulas. MAKIMURA et alii (1991)
identificaram mondcitos como as cdulas paraditadas por H. canis, sendo que estas estariam
dteradas morfologicamente. MURATA et alii (1993c) concluiram que tanto neutrofilos, quanto
mondcitos podem ser parasitados, ocorrendo, em ambas as céulas, alteractes das caracteritticas
morfol gicas e citoquimicas. Segundo autores, 0s merozoitos de Hepatozoon invadem as

cdulas provavelmente ainda no estagio mieloblastico.
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Hepatozoon canis ja foi descrito em diversas regides do mundo, a exemplo da Africa
(MCCULLY et alii, 1975; EZEOKOLI et al, 1983), Europa JAUREGUI LATORRE &
LOPEZ GIRON, 1995; HERVAS et alii, 1995), Israel BANETH et alii, 1995; ELIAS &
HOMANS, 1988), Japdo (MURATA et alii, 1991) e EUA (CRAIG et alii, 1978).

No Brasil, H. canis foi diagnosticado em diversos estados, incluindo Rio de Janeiro,
Espirito Santo, S0 Paulo, Rio Grande do Sul e Minas Gerais (MASSARD, 1979; MUNDIM et
alii, 1992, 1994; O'DWYER &t alii, 1997; GONDIM et alii, 1998).

Apesar dos diversos estudos sobre esse parasita, ainda ocorrem divergéncias quanto asua
patogenicidede. Alguns autores condderam as infeccbes por H. canis assntométicas
(MCCULLY et alii, 1975), e que o encontro de gametdcitos, na circulagcéo, € ocasond,
aribuindo, a outros agentes infecciosos, eventuais sntomas clinicos observedos em cées
portadores (OGUNKOYA et alii, 1981; GOSSETT et alii, 1985, MURATA et alii, 1991;
HARMELIN et alii, 1992). Hepatozoon canis ja foi diagnosticado associado a Toxoplasma
gondii (HARMELIM et a, 1992; MUNDIM et alii, 1994), Ehrlichia canis (MUNDIM et alii,
1994, ODWYER et alii, 1997; GONDIM et alii, 1998), Babesia canis (O'DWYER et alii,
1997; GONDIM et alii, 1998), Haemobartonella canis (ODWYER et alii, 1997) e
parvovirus BANETH et alii, 1997). A associacdo, entre esses parasitas, leva a um quadro
clinico mais grave do que quando ocorre parastismo isolado (BANETH et alii, 1997).
Entretanto, adguns cdes exibem parasitemia elevada e doenca grave caracterizada por febre,
anorexia, perda de peso, anemia, corrimento ocular, fraqueza dos membros posteriores, Sintomas

caracteristicos de doenca de carater cronico debilitante EZEOKOLI et alii, 1983; ELIAS &



HOMANS, 1988; IBRAHIM et alii, 1989; MUNDIM et alii, 1994, GONDIM et alii, 1998).
HERVAS et alii (1995) descreveram um caso fata de hepatozoonose em um filhote. BANETH
& WEIGLER (1997) relataram diferencas nas dteragbes clinicas, quando foram comparados
caes pogitivos para H. canis e cées negativos, e, mesmo, entre caes positivos com parasitemia
dta e animais com paradtemia baixa As vaiaveis avdiadas foram: temperatura corpord,
hematécrito, nimero total de hemécias e concentracéo de hemoglobina. Animais com parasitemia
elevada gpresentaram emaciacao, letargia e teraces bioquimicas do soro.

O primeiro caso de H. canis, diagnosticado no Japao (MURATA et alii, 1991), ocorreu
em um cdo com pardisia dos membros posteriores devido a proliferacdo 6ssea. Essa mesma
dteracéo, proliferacdo 0sseg, foi observada por CRAIG et alii (1978), GAUNT et alii, (1983),
PANCIERA et alii (1997, 1999) e MACINTIRE et alii (1997), em cdes positivos para H.
canis, nos EUA, associada a outros sinais clinicos como febre intermitente, rigidez, miastenia,
ingpeténcia e neutrofilia

Nos EUA, a doenca clinica parece ser mas grave do que em outros paises.
Recentemente, pesquisadores, desse pais, propuseram a criacdo de uma nova espécie de
Hepatozoon, denominada Hepatozoon americanum Vincent-Johnson et alii, 1997
(VINCENT-JOHNSON et alii, 1997), baseados em diferencas clinicas observadas em caes
americanos infectados com H. canis. Nesses animais, ocorreram diferencas na apresentacéo
clinica, com quadro clinico grave, com predominio de ateracbes musculares e 0sseas, enquanto
que, em outros paises, a infeccdo tende a ser subclinica, e com dteragdes de ordem gerd;

morfolégicas (locdizacdo e edrutura dos cistos tissulares que sf0  encontrados
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preponderantemente na musculatura, diferindo da espécie observada em outros paises, onde 0s
cistos séo encontrados no bago, linfonodos, pulmdes e figado) e bioldgicas (outro vetor que Ndo
0 R. sanguineus). Essas diferencas judtificariam a criagdo de uma nova espéecie (VINCENT-
JOHNSON et alii, 1997b; PANCIEIRA et alii, 1997; PANCIEIRA et alii, 1999).

O diagndstico de H. canis bassiase rotineiramente no encontro de gametocitos em
esfregagos sangliineos (CRAIG et alii, 1978; ELIAS & HOMANS, 1988; IBRAHIM et alii,
1989). EZEOKOLI et alii (1983) diagnosticaram 22% (78 em 354) de cées positivos para H.
canis por meio de esfregagos sanguiineos. Os autores sugeriram que a infeccéo por H. canis
pode produzir doenca clinica mais freqiientemente do que se pensava anteriormente. Na India,
BANSAL et alii (1985), apds examinarem 476 esfregacos sangliineos, encontraram 2,7% com
gametocitos. Em Israd, ELIAS & HOMANS (1988) diagnosticaram gametécitos de H. canis
em 6 de 66 cdes examinados, e a Sntomatologia incluia febre, anemia, anorexia e fraqueza dos
membros pogeriores. A parasitemia dos neutrdfilos circulantes variou de 6 a 43%, e dois dos
animais gpresentaram infecg@o concomitante com E. canis. IBRAHIM et alii (1989) observaram
gametocitos, em 1 a 9% dos neutrdfilos circulantes, enquanto BANETH et alii (1995)
encontraram 60% dos neutrdfilos parasitados. Porém, em aguns casos, ndo foi possivel observar
gametocitos, sga devido abaixa parastemia ou a parastemia intermitente. Nos casos onde os
gametdcitos sangliineos s20 raros, pode proceder-se abidpsia muscular (GAUNT et alii, 1983;
MACINTIRE et alii, 1997), com encontro de cistos entre a musculatura. Ambas as técnicas
podem ser utilizadas, facilitando o diagnéstico (PANCIEIRA et alii, 1997). HARMELIM et alii

(1992), a0 redizarem exame pos-mortem, em um filhote, detectaram esquizontes, no bago, e
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linfonodos, os quais foram identificados como sendo de H. canis. BANETH et alii (1995),

examinando animals com dta parasitemia, em Isragl, encontraram parasitos, nos pulmdes, medula
0sseq, pleura e cavidade abdomina, mas ndo na musculatura. JA VINCENT-JOHNSON et alii

(1997a) afirmaram que, na hepatozoonose americana, gametocitos sdo raramente encontrados
em esfregagos sangliineos e, conseglientemente, 0 método de diagndstico mais condstente € a
bidpsa muscular, ja que, nesses animais, 0s cistos s locdizam preferencid mente na musculatura
(DROLESKEY et alii, 1993).

No Brasil, os relatos de H. canis vém sendo feitos esporadicamente, principa mente como
achados casuais em exames de laboratorio. Entretanto, MASSARD (1979) redizou um estudo
epidemiologico, em cdes de &reas urbanas e rurais, utilizando-se de diagnostico por esfregacos
sangliineos, e observou que o parasitismo foi mais freqlente em cdes de aress rurais. 31,58%
(36/ 114); em comparacao com caes de areas urbanas. 4,48% (3/ 67). MUNDIM et alii (1992;
1994) descreveram 22 casos de cées com hepatozoonose, atendidos no Hospital Veterinario da
Universdade Federd de Uberlandia, MG. GONDIM et alii (1998) também descreveram 8
casos diagnosticados no Hospital Veterinario da Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia
da UNESP, Botucatu, SP.

SHKAP et alii (1994) desenvolveram um teste de imunofluorescéncia indireta (IF1), em
que utilizaram como antigeno leucdcitos parasitados de um anima com parasitemia evada. Dos
soros de 10 cdes com gametocitos circulantes, nove mostraram-se positivos alFl; e de sete cées
sem parastemia, mas com relato de infeccao prévia, sai's apresentaram anticorpos anti- H. canis.

Ao comparar os resultados entre o diagnostico, por meio de esfregacos sanguiineos, e 0 exame
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deIFl, BANETH et alii (1996) observaram gametocitos somente em 1% dos caes pesquisados,
com parasitemia variando de 1 a 10%, enquanto que, no teste de IFI, 33% dos animais (53 em
160) apresentaram-se positivos. Segundo os autores, a presenca de anticorpos, sem a deteccéo
do parasito, pode resultar de infeccéo prévia ja debelada, infeccdo persstente com parasitemia
intermitente, ou nNUmero muito pequeno de gametdcitos na circulagdo. ApGs  infeccdo
experimental, os gametdcitos apareceram na circulacéo do 28° ao 43° dia, com média de 34
dias. Por outro lado, titulos de IgM apareceram, em média, no 26° dia, e titulos de IgG, no 29°
dia(BANETH et alii, 1998 b). INOKUMA et alii (1998) examinaram sorologicamente caes em
Okayama, Japéo, e ndo observaram nenhum anima postivo, enquanto que, INOKUMA et alii
(1999), a0 examinarem 450 caes, em Y amaguchi, encontraram 4,2% de resultados positivos para
H. canis.

Em rdacéo atransmissdo, CHRISTOPHERS (1906,1907) ja descrevia R sanguineus
como vetor de H. canis. Desde entdo, outros pesquisadores também conseguiram transmitir esse
protozo&rio, a caes, apos a ingestdo de adultos de R. sanguineus infectados com H. canis
(NORDGREEN et alii, 1984; BANETH et alii, 1998 b). BANETH et alii (1998 b)
conseguiram trangmitir a infeccdo, a cdes, por via ord, gpds ingestéo de adultos de R
sanguineus, que haviam se dimentado, como ninfas, em animais com dta parasitemia (53%).
Contudo, em algumeas regides onde 0 H. canis ocorre, R sanguineus ndo € o carrgpato mais
freqUiente. Desse modo, MURATA et alii (1993b) propuseram que Haemaphysalis longicornis
pudesse também ser vetor, por ser a espécie preponderantemente encontrada, em caes

portadores de H. canis, no Japdo. MURATA et alii (1995) conseguiram confirmar sua hipotese,
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a0 encontrarem oocistos, em adultos de H. longicornis e em ninfas de Haemaphysalis flava,
retirados de cées portadores. Nos EUA, NORDGREEN et alii (1984) conseguiram transmitir H.
canis (= H. americanum) com R. sanguineus, entretanto, VINCENT-JOHNSON et alii
(1997b) acreditavam ser A. maculatum o principa vetor naquele pais. Posteriormente,
MATHEW et alii (1998) testaram a transmissdo do H. americanum (=H. canis) com quatro
espéecies de carrgpatos, sendo eas, R sanguineus, A. americanum, A. maculatum e
Dermacentor variabilis. Somente os cées que ingeriram A. maculatum se infectaram. De 88
carrgpatos dissecados, 85 apresentavam oocistos de H. americanum, na hemocele,
demonstrando a facilidade que essa espécie tem para infectar-se. Posteriormente, PANCIEIRA
et alii (1999) também conseguiram transmitir, esse protozo&io, a caes que ingeriram A.
maculatum, confirmando sua competéncia vetorid.

Além datransmissdo horizontd por carrgpatos, MURATA et alii (1993a) observaram que
23 de 29 cées neonatos (79,3%), de um total de seis ninhadas, apresentaram gametocitos (0,02 a
0,4% dos leucdcitos) e merontes tissulares, 16 a 60 dias apds 0 nascimento. Segundo os autores,
as cadelas eram portadoras de H. canis e os filhotes nasceram e foram mantidos em condigoes

livres de carrapatos, confirmando assm a transmissao congénita.

2.2-  Ehrlichia canis (Donatien & Lestoquard, 1935)

Ehrlichia canis (Donatien & Lestoquard, 1935), embora pertencente a0 grupo das

rickettsas, € uma espécie intimamente relacionada aos hemoprotozoarios, devido ao fato de ter
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transmissdo associada ao carrapato R. sanguineus. A infeccdo, no cdo, iniciase a partir dos
corpos dementares que penetram nos mondcitos. Esses se multiplicam por divisdo binaria,
formando os corpos iniciais que posteriormente dardo origem amorula (MCDADE, 1990). No R
sanguineus, inclusdes intracitoplasméticas, contendo de um a 80 corpos e ementares, podem ser
observadas nas cdlulas intestinais, hemaocitos e glandula sdivar. O ovario néo € infectado, ndo
ocorrendo, portanto, transmissdo transovariana (SMITH et alii, 1976). O carrgpato transmite
esse agente nas suas fases de ninfa e adultos, gpos transmissfo trasnsestadial (MATHEW et alii,
1996). JOHNSON et alii (1998) trangmitiram experimentamente E. canis através de ninfas e
adultos de Dermacentor variabilis, tendo Sdo a primeira vez que se demonstrou que outra
espécie de carrgpato, além de R. sanguineus, pode tranamitir E. canis a cées.

No cdo, o parasitismo por E. canis caracteriza-se peaformacéo de morulas no interior de
monacitos e linfocitos, sendo edtas, as Unicas formas encontradas nos hospedeiros vertebrados
(COLES, 1953).

Apesar de ter sido descritaem 1935 (DONATIEN & LESTOQUARD, 1935), e ter sido
documentada no Mediterraneo, india e Africa (EWING, 1969), o avanco, nos estudos sobre E.
canis, sb ocorreu a partir de 1970, quando aproximadamente 300 cdes militares, dos EUA,
morreram, no Vietnd, em decorréncia dessa paraditose. A doenca, conhecida como Pancitopenia
Tropica Canina (PTC), apresentavase com um quadro hemorrégico, caracterizando-se por
febre, debilidade, epigtaxis, anemia e leucopenia (WALKER & DUMLER, 1996). HUXSOLL et
alii (1969,1970) detectaram morulas de E. canis, no sangue e tecidos de cdes com PTC, e

concluiram que Ultima era uma forma grave de ehrlichiose. No Brasl, ehrlichiose canina
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caracteriza-se por provocar um quadro febril, associado a apatia, anorexia e desidratacéo, néo
sendo freqiente quadros hemorrégicos intensos. A doenca pode evoluir para fase subclinica, ou
entéo paraobito (ALMOSNY, 1998).

O diagnégtico de E. canis, por meio de esfregacos sangliineos, com a deteccdo de
morulas, no interior de monAcitos, apresenta baixa sensbilidade, pois as morulas SO aparecem na
fase aguda da doenca e, mesmo assm, em pequena quantidade (SEAMER & SNAPE, 1972,
KUEHN & GAUNT, 1985). Por iss0, o diagnostico de erlichiose tem sido feito principamente
com auxilio de técnicas soroldgicas (STEPHENSON & RISTIC, 1978; KEEFE et a, 1982;
MATTHEWMAN et alii, 1993 a).

Vaios estudos foram redizados para determinar a prevaénciade E. canis, em caes
militares (STEPHENSON & RISTIC, 1978; KEEFE et alii,1982; DAVOUST et alii, 1986;
DAVOUST & PARZY, 1989; BROUQUI et alii, 1991). De acordo com STEPHENSON &
RISTIC (1978), cdes Pastores Alemées, habitudmente utilizados para fins militares, sSo mais
suscetive's (21%) do que outras racas (8%). KEEFE et alii (1982) observaram que 11% dos
caes militares, e 57% dos cées civis, nos EUA, gpresentaram anticorpos anti- E. canis, no teste
delFl. PARZY et alii (1991) observaram, no Senegal, 78% de caes militares, contra 37% dos
c3es civis, com sorologia positiva no teste de IFI. Ainda na Africa, BROUQUI et alii (1991)
detectaram 50% de cdes postivos utilizando-se do teste de IFl. MAGNARELLI &
ANDERSON (1993) andisaram soro de 60 cées, do nordeste dos EUA, com resultados de
11,7% de positividade no teste de IFl. MATTHEWMAN et alii (1993 @) observaram que, no

Zimbabwe, 52% dos caes examinados gpresentaram anticorpos anti-E. canis, no teste de IFl,
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enquanto nenhum dos animais apresentou morulas tipicas, nos esfregagos sangliineos. Também
MATTHEWMAN et alii (1993b) detectaram prevaléncia de 42%, em caes do Zimbabwe, sem
gue 0S mesMos goresentassem evidéncia hematoldgica ou biogquimica de ehrlichiose canina. Em
Israel, a soroprevaléncia de E. canis foi de 63% dos caes, no teste de IFI BANETH et alii,
1998 a). PRETORIUS & KELLY (1998) encontraram, na Africa do Sul, 42% dos ces com
titulos de anticorpos contra E. canis, no teste de IFl, e a prevaéncia foi maior em animais de
regides pobres e densamente povoadas.

No Brasil, E. canis foi diagnogticada por esfregagos sangliineos, em Belo Horizonte
(COSTA et alii, 1973), e, em cées da Policia Militar do Rio de Janeiro, por CARRILLO et alii
(1976); desde entéo, tem sido um achado freqliente em animais doentes, examinados em clinicas
e hospitais veterinarios de véarios estados. Entretanto, ndo ha estudos soroepidemiol 6gicos que
tenham determinado a preval éncia desse agente no nosso pais.

A partir de 1986, com a descricdo do primeiro caso de erlichiose humana MAEDA et
alii, 1987), ressurgiu 0 interesse sobre 0 género Ehrlichia, ja que os casos humanos
diagnosticados reagiam sorologicamente a E. canis (MAEDA et alii, 1987; PETERSEN et alii,
1989; ROHRBACH et alii, 1990; MORAES et alii, 1991). MCDADE (1990) revelou que
aproximadamente 10% dos casos suspeitos, e ndo confirmados de tifo exantemético (Febre das
Montanhas Rochosas ou Febre Maculosa), atribuidos a Rickettsia rickettsii, foram, na verdade,
casos de erlichiose humana. Recentemente, estudos moleculares do agente causador da erlichiose
humana revelaram tratar-se de uma especie nova, E. chaffeensis, bagtante smilar a espécie

caning, E. canis (ANDERSON et alii, 1991).



2.4- Borrelia burgdorferi Johnson et alii, 1984 lato sensu

Outra importante doenca transmitida por carrgpatos, que acomete seres humanos e
animais, € a borreliose de Lyme, causada pelo espiroqueta Borrelia burgdorferi Johnson et alii,
1984 lato sensu (JOHNSON et alii, 1984). Essa € a doenca humana transmitida por carrapatos
mais estudada na atudidade, com aproximadamente 2000 casos diagnosticados/ano, na América
do Norte (HOSKINS, 1991b). Os vetores principais sd0 carrgpatos Ixodes scapularis
(=Ixodes dammini) e Ixodes pacificus, nos EUA, e Ixodes ricinus, na Europa (MCKENNA et
alii, 1995).

Os principas sntomas dlinicos, associados a borreliose caning, envolvem o
comprometimento das articulagbes com um quadro de artrite progressiva LISSMAN et alii,
1984; LEVY & DREESEN, 1992). Apo6s infeccdo experimenta, cdes desenvolveram artrite
aguda nas articulacbes proximas ao ponto de fixacdo dos carrapatos infectados, tendo periodo
de incubacdo de 68 dias. Os autores concluiram que B. burgdorferi dissemina-se através dos
tecidos, apés a inoculacdo pelo carrgpato, e produz infeccdo persistente, de dificil tratamento,
podendo haver nova manifestacéo da doenca em animais imunossuprimidos (STRAUBINGER et
alii, 1998). O diagnéstico da borreliose de Lyme é feito principamente por meio de testes

sorolégicos, associado a sintomeas clinicos e fatores epidemioldgicos, ja que, diferentemente das
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hemoparasitoses ja citadas, seu encontro, em liquidos organicos e secregles, € dificil (STEERE,
1989). Atuamente, com a utilizacdo da técnica de PCR, foi possivel detectar DNA de B.
burgdorferi, em urina de cées BAUERFEIND et alii, 1998) e em amostras de membranas
snovias, pee, fluido cerebroespinhal, bexiga, coracdo e medula Gssea de cdes com infecgdo
sntomética (HOVIUS et alii, 1999). Um complicador do uso de técnicas sorolégicas, para o
diagnostico de doenca de Lyme, em cées provenientes de paises onde ocorre vacinagéo contra
B. burgdorferi, € a ocorréncia de reagdes cruzadas com antigenos vacinais. Entretanto, a técnica
de Western immunoblotting pode distinguir entre infeccéo naturd e vacinacdo (GAUTHIER &
MANSFIELD, 1999).

Estudos soroepidemiol ogicos tém sido conduzidos no mundo inteiro, para determinacdo da
prevaléncia desse agente, em caes, e a importancia desses animais, na epidemiologia da doenca
de Lyme. MAGNARELLI et alii (1985), a0 estudarem cées de uma area endémica, para
doenca de Lyme humana, nos EUA, encontraram 28,6% (60/ 210) soropositivos, em contraste
com uma area de baixa prevaéncia humana, em que nenhum anima apresentou anticorpos contra
B. burgdorferi. Nos EUA, as prevaéncias encontradas em cées variaram de 1,7% (WRIGHT et
alii, 1997) a 53,4% (LEVY & MAGNARELLI, 1992), dependendo da regido estudada. No
Japdo, AZUMA et alii (1994) encontraram 16 soropositivos, em 21 cdes examinados, sendo
que 13 agpresentavam sintomatologia clinica compativel com borreliose de Lyme. Na Bégica,
também ja foram descritos casos da doenca em cées (MCKENNA et alii, 1995). ROJO
VASQUEZ (1997) observou somente 2,1 % de positividede, pela IFI, sendo a prevaléncia

superior em cées pastores. Na Edovaquia, 50% dos cées pesquisados, apresentavam anticorpos
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anti-B. burgdorferi sensu stricto, e a prevaéncia foi maior em cées de caca (STEFANCIKQOV
et alii, 1998). Em adgumas regides, ndo foram encontrados caes com sorologia positiva para essa
bactéria (CICERONI et alii,1997; GOLUBIC et alii, 1998). GREENE (1990) comentou que,
em areas endémicas, mais de 50% da populaco canina pode ser assntomatica, mesmo sendo
soropositiva, sugerindo que titulos de anticorpos ndo indicam necessariamente a presenca de
doenca, mas, que sorologia positiva deve ser consderada como evidéncia de exposicdo ao
agente. O estudo da soroprevaéncia, em cées, também pode condituir-se num importante
indicador da dispersdo da doenca HOSKINS, 1991b). A presenca de cées infectados pode
sgnificar aumento do risco de exposicao humana aborreia LINDENMAYER et alii (1991)
invesigaram a relagdo entre incidéncia de casos humanos de Doenca de Lyme e a
soroprevaléncia de anticorpos anti- B. burgdorferi em cées. Os autores concluiram que a
prevaéncia de anticorpos anti- B. burgdorferi, em cées, oferece uma esimativa confiavel do
risco potencial de se adquirir esse agente. Corroborando possibilidade, MATHER et alii
(1994) demonstraram a contaminacéo de 78% de ninfas de |. scapularis, que se dimentaram em
caes podgitivos, na fase de larva, e HOVIUS et alii (1998) observaram infeccéo por Borrelia
Spp., em 138 I. ricinus, utilizando-se da técnica de PCR. HOVIUS et alii (1999) observaram
que, em caes, os titulos de anticorpos anti- B. burgdorferi, detectados pelo método de ELISA,
aumentaram ap0s a primeira exposicao a carrapatos, caindo no periodo de auséncia desses
artropodes, e voltando a elevarem-se apds subseqlientes exposi ¢oes.

No Brasil, a borrdiose de Lyme jafoi diagnosticada, em humanos (Y OSHINARI et alii,

1997) e em animais (FONSECA et alii, 1996). JOPPERT (1996), a0 estudar a ocorréncia da
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doenca de Lyme, em cdes, no Brasil, encontrou 9,7% de caes sororreagentes, pelo teste de
ELISA (23/ 237), sendo que desses 69,9%, possuiam histérico de contato prévio com
carrapatos. SOARES et alii (1999a) encontraram 20% de animais positivos ao ELISA indireto,
em 150 cées de &rea urbana procedentes de municipios da Baixada Fluminense, Rio de Janeiro.
Essa prevaéncia é seme hante aencontrada em regides endémicas, entretanto, ainda ndo se sabe

qua € aespécie de carrgpato que transmite espiroqueta no Brasil.

2.5- Carrapatos

Varias espécies de carrapatos podem ser encontradas parasitando cées, de acordo com a
regido estudada. A espécie mais associada a0 cdo, principamente em &reas urbanas e peri-
urbanas, € o carrapato R. sanguineus (COSTA et alii, 1962; FLECHTMANN, 1990). FREIRE
(1972) encontrou uma grande diversidade de espécies de carrapatos, em caes do Rio Grande do
Sul, tendo observado a presenca de Amblyomma tigrinum Koch, 1884; Amblyomma ovale
Koch, 1884; Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787), Amblyomma humerale Koch, 1884,
Amblyomma incisum Newmann, 1906; Boophilus microplus Canestrini, 1890; e R. sanguineus
(Latreille, 1806). MASSARD et alii (1981) constataram que caes criados em areas urbanas
eram paradtados principdmente por R. sanguineus, enquanto que cdes de &ess ruras
apresentavam, preponderantemente, especies de Amblyomma (A. ovale, A. tigrinum, A.
aureolatum (Pallas, 1772) e A. cajennense). Contudo, RIBEIRO et alii (1997) relataram a

ocorrénciade A. aureolatum, em cées de rua de Porto Alegre, indicando que espécie pode
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adaptar-se @ meio urbano. Segundo ARAGAO & FONSECA (1961b), A. aureolatum
parasita habituamente o cdo de cidades do interior, sendo freqlientemente encontrado sobre
animais slvedres da mesma regido; por outro lado, A. ovale € uma espécie de habitos
nitidamente dlvestres. LABRUNA et alii (1999), dém de A. cajennense e A. ovale,
encontraram também Amblyomma oblongoguttatum Koch, 1884, parasitando cdes no estado
do Para

Carrapatos do género Amblyomma podem tranamitir diversos agentes patogénicos para
caes e sares humanos. Assm, A. americanum € vetor potencid de ehrlichiose humana
(ANDERSON et alii, 1993), ja que transmitem E. chaffeensis para animais EWING et alii,
1995), nos EUA, e podem tranamitir B. burgdorferi a cées (MATHER et alii, 1994). Também
A. maculatum é o principa vetor de H. americanum para os cades (MATHEW et alii, 1998).
BILLINGS et alii (1998) isolaram do grupo da Febre maculosa de carrapatos A. cajennense,
nos EUA. No Brasll, rickettsas do grupo da Febre Maculosa foram isoladas de Amblyomma
cooperi Nuttall & Warburton, 1908 LEMOS et alii, 1996), bem como de A. cajennense
(LEMOS et alii, 1997), tornando essas especies de carrapatos potencia mente perigosas para os
seres humanos.

O conhecimento da fauna ixodologica de cées de uma determinada regido é importante
para a adocdo de medidas de controle, tanto das infestagcbes, como das doencas por eles
transmitidas. Além disso, ha que se considerar dois aspectos que s2o de fundamenta importancia
na ecologia dos agentes patogénicos transmitidos por carrgpatos. em primeiro lugar, as varias

espécies de carrapatos tém diferentes potenciais de transmissdo de agentes patogénicos, em
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segundo, carrgpatos com baixa especificidade parasitéria, paraditas habituais de caes e de outras
epécies, especidmente Amblyomma, podem também parastar o homem, favorecendo a
transmissdo de doencas a esse Ultimo. Portanto, o estudo da ecologia das doencas, transmitidas
por carrapatos, e suas inter-relactes é uma area ampla de pesquisa, na qual, muitas questdes

carecem de investigacéo.



3. MATERIAL E METODOS

3.1- Local dosexperimentos

A coleta de material foi realizada em sete municipios do Estado do Rio de Janeiro,
que distribuem-se em trés mesorregides classificadas segundo divisdo politico-
administrativa da Fundagdo CIDE (1997): Seropédica, Itaguai, Paracambi e Mangaratiba,
gue fazem parte da Mesorregido Metropolitana; Barra do Pirai e Pirai, que fazem parte da
Mesorregido do Médio Paraiba e Miguel Pereira, da Mesorregido Centro Sul-fluminense.
Foram escolhidas areas afastadas dos centros urbanos, com caracteristicas rurais e com
presenca de mata secundéaria. Dentro de um mesmo Municipio, foram feitas amostragens,
em mais de uma localidade, de acordo com as caracteristicas da regi&o.

O processamento do material e o diagnostico soroldgico para Borrelia burgdorferi
lato sensu foram executados nos L aboratérios do Departamento de Parasitologia Animal do
Instituto de Biologia da Universidade Federal Rura do Rio de Janeiro (UFRRJ).

O diagnéstico parasitoldgico de Babesia canis Ehrlichia canis e Hepatozoon canis,

por meio de esfregacos sanglineos, e o diagndstico sorolégico de Babesia canis, por



27

imunofluorescéncia indireta (IFl), foram realizados nos Laboratérios do Departamento de

Parasitologia, Instituto de Biociéncias, UNESP/Botucatu, S&o Paulo.

3.2- Coleta e processamento do material

Foram examinados 250 cées, com numero variavel de animais por regido em fungdo
das seguintes caracteristicas. densidade da populacdo canina e dispersdo das moradias.
Foram confeccionados esfregacos sangiiineos de sangue periférico, obtidos a partir da
puncdo de vasos de pequeno calibre da orelha. Os esfregacos foram secos ao ar, fixados em
metanol por trés minutos e corados pelo Giemsa® a 10% por 45 minutos. As |aminas foram
examinadas, principalmente na regido da franja do esfregaco, érea onde se concentram as
hemacias parasitadas e os leucdcitos, em microscépio com aumento de 1000x.

Nos esfregacos sangliineos, procurou-se observar a presenca de Babesia canis
Hepatozoon canis e Ehrlichia canis em hemécias, neutréfilos e mononucleares,
respectivamente. Os parasitas foram identificados de acordo com as descricbes de
WENY ON (1926); JAMES (1905a) e DONATIEN & LESTOQUARD (1935). O célculo da
parasitemia de H. canis foi feito contando-se o nimero de células infectadas em 200
neutréfilos ou mondécitos (GONDIM et a., 1998).

Os soros foram obtidos a partir de sangue colhido da veiajugular. Apos a colheita, o
sangue foi colocado em suporte inclinado e deixado para coagular espontaneamente. No

laboratorio, 0 soro foi extraido apos centrifugacdo a 2500 rpm por 15 minutos.

! Merck
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Posteriormente foram divididos em aliquotas e estocados em tubos tipo eppendorf, a-20
°C, aé o momento do uso. Os soros foram utilizados na redizacdo de diagnostico
sorolégico de B. canis por IFI e no diagnostico soroldgico de Borrelia burgdorferi por

ensaio imunoenzimético indireto (ELISA).

3.3- Realizagdo do teste de Imunofluorescéncia Indireta para Babesia canis

3.3.1- Caes utilizados no prepar o do antigeno

Foram utilizadas quatro cadelas, sem ragas definidas, adultas, cedidas pelo Biotério
Central da UNESP-Botucatu. Os animais foram mantidos em canis, alimentados com racéo
comercial, e &gua avontade. As cadelas ficaram em adaptagcdo por 20 dias, quando entdo
foram submetidas a esplenectomia. Apds a cirurgia, foram confeccionados esfregacos
sanglineos diariamente de cada cadela, com resultados negativos. Quinze dias apés a
cirurgia, os animais receberam 2 ml de sangue positivo para B. canis Juntamente com 0
sangue infectado, receberam doses imunossupressoras de corticosteroides (Acetato de
Dexametasona 0,50 mg/comprimido *2) e Tetraciclina 2 mg/Kg 3, para ndo haver risco de
infeccdo concomitante com riquetsioses. Somente um animal apresentou parasitemia

elevada (15%) e teve seu sangue coletado para a preparacéo do antigeno.

2 Azium
% Terramicina 500 mg



3.3.2- Preparo do Antigeno (AQ)

Aproximadamente 15 ml de sangue foram coletados em citrato de sodio e
centrifugados a 3000 rpm/15 minutos. ApOs a centrifugacdo, 0 sobrenadante e a capa
leucocitaria foram descartados. O sangue foi lavado trés vezes, em solucdo tampdo PBS
(pH 7,2), para retirada completa do plasma e capa leucocitaria. Solugdo PBS foi adicionada
ao sangue, em quantidade suficiente para permitir a confeccéo dos esfregacos sangliineos
em |aminas novas, previamente desengorduradas e secas. Os esfregacos, quando corados
pelo método de Giemsa, apresentaram media de oito parasitos por campo microscopico no
aumento de 1000x. Os esfregagos foram secos e embrulhados em papel vegetal e papel

aluminio e mantidos a - 20°C até o momento do uso.

3.3.3- Reacao de Imunofluorescénciaindireta (I1Fl)

Para serem usadas nas provas de IFl, as [aminas com Ag foram retiradas do freezer e
deixadas em temperatura ambiente, por 30 minutos, para secarem. Depois de secas,
pequenos circulos foram demarcados com esmalte vermelho sobre o esfregaco. Os soros
controle positivo, negativo e os soros a serem testados foram diluidos ao dobro de 1:40 até
1:160 em solucdo tampdo PBS. A definicdo da diluicdo foi feita apds testes, onde se iniciou
com diluicdes a 1:10, até estabelecer-se a linha de corte em 1:40. Os soros diluidos foram

colocados sobre 0 esfregaco, nos pogos demarcados sobre as laminas, e foram incubados



em camara umida a 37°C/lhora. Posteriormente, as laminas foram submetidas a trés
lavagens sequenciais, de cinco minutos, em solugdo tampdo PBS. Apds secagem, foi
adicionado, em cada poco conjugado anti-cdo marcado com isotiocianato de fluoresceina
(Sigma), diluido a 1:20 em azul de Evans (1:10). As laminas foram novamente incubadas,
em camara Umida, a 37°C/1h. ApGs incubacdo, sofreram novamente trés lavagens de cinco
minutos em PBS. Apds terem sido secas, solugdo de glicerina tamponada foi adicionada
sobre as laminas e foi colocada uma laminula sobre cada lamina. As laminas foram

examinadas em microscépio de epifluorescéncia, aumento de 1000x.

3.4- Ensaio Imunoenzimético (ELISA) para deteccdo de anticorpos anti-Borrelia

burgdorferi

Para deteccdo de anticorpos da classe 1gG homdlogos contra B. burgdorferi, foi
realizado ensaio imunoenzimético (ELISA) indireto, segundo SOARES et al. (1999b).
Resumidamente o procedimento adotado foi 0 seguinte: para a sensibilizacdo das
microplacas de poliestireno, com 96 orificios, foi utilizado antigeno de B. burgdorferi cepa
G39/40, diluido a 15 my/ml, em tamp&o carbonato pH 9,6. As placas foram incubadas em
camaraumidaa4 °C, por aproximadamente 14 horas.

Ap6s sensibilizag@o, as placas foram lavadas trés vezes com PBS Tween 20 a 0,05%
pH 7,4 (PBS T 20), e blogueadas com PBS T 20 - leite desnatado a 5%, por uma hora em
camara Umida atemperatura ambiente. Ao fina do blogueio realizaram-se novas lavagens

das placas, como descrito anteriormente.
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Todos os soros, incluindo os controles positivos e negativos, foram diluidos a 1:400
em PBS T 20, em duplicata. Ap6s a adicdo dos soros, as placas foram novamente incubadas
e lavadas. Em seguida, foi adicionado conjugado anti 1gG de céo ligado afosfatase alcalina,
na diluicdo de 1:1000 em PBS T 20, com posterior incubacéo e lavagem. Em todas as fases
descritas, foram utilizados 200 ni de solug&o por orificio.

A revelacao das reacOes foi feita com a adicéo de solugdo reveladora, congtituida de
para-nitro-fenil-fosfato de sodio, diluida, em tamp&o glicina pH 10,5, na concentracdo de
Img/ml, em temperatura ambiente. A leitura foi feita em espectrofotdmetro, para
microplacas de 96 orificios (Microplate Reader model 450, Bio-Rad Laboratories),
utilizando filtro para comprimento de onda de 405nm. A linha de corte do ensaio foi
estabelecida pela média aritmética dos valores de densidade dptica dos soros-controle

negativos mais trés vezes o desvio padréo.

3.5- Coleta e ldentificacdo dos Carrapatos

Todos os caes foram examinados, especialmente nas orelhas e coxins plantares e
palmares, para deteccdo da presenca de carrapatos. Os exemplares encontrados foram
coletados e processados da seguinte forma:

- 0s estggios imaturos ingurgitados foram colocados em estufa incubadora para B.O.D
(27 °C e 80% de umidade relativa), para que pudessem continuar 0 seu
desenvolvimento, ja que a identificagdo € feita mais facilmente a partir das formas

adultas.
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- 0s adultos colhidos, assim como os obtidos a partir dos estagios imaturos, foram
conservados em &l cool 70% e classificados segundo chave de ARAGAO & FONSECA

(1961a).

3.6- Andlise estatistica

O estudo das associagdes entre as varidveis de interesse foi realizado através do teste

de GOODMAN (1964, 1965), para contrastes entre e dentro das propor¢cdes multinomiais.



4. RESULTADOS

4.1- Coleta e processamento do material

Neste estudo, foram visitadas 63 propriedades, e examinados 250 cdes em sete
municipios do Estado do Rio de Janeiro, sendo 26 caes, em Seropédica; 82, em Itaguai; 41,
em Paracambi; e 26, em Mangaratiba, perfazendo um total de 175 cédes na Mesorregido
Metropolitana; 32, em Barra do Pirai e 32, em Piral, com um total de 64 animais na
Mesorregido do Médio Paraiba, e 11, em Migue Pereira da Mesorregido Centro-Sul
Fluminense. As coletas foram realizadas de janeiro de 1997 ajunho de 1998, e 0 nimero de
animais examinados variou de um a 12 cées por propriedade, com média de
aproximadamente quatro animais. As propriedades visitadas apresentaram caracteristicas
diversas, sendo algumas residéncias muito precérias, de "pau-a-pique” (figura 1), e outras,
bem construidas, de alvenaria. Todas se situavam proximas & matas secundarias (figura 2).
Apesar de ndo terem sido feitos exames fisicos, nos caes, observou-se desde animais com
bom estado gera de salde até outros muito debilitados. A aimentagdo variou de racdo

comercial acomida caseira



Figura 1- Algumas caracteristicas de residéncias visitada para exame
de cées de areas rurais do Estado do Rio de Janeiro.



Figura 2- Propriedade, préximaa mata secundéria, visitada durante a coleta e exame
de material de cées de éreas rurais do Estado do Rio de Janeiro.



A grande maioria dos animais adentrava as matas para cagar, havendo inclusive muitos
animais de ragas especializadas em caga, como Daschund e um grupo chamado de
"Americano”, cujos animais apresentavam um padréo bem definido de porte, pelagem e
caracteristicas gerais.

Os animais foram separados em quatro faixas etéarias, sendo: animais com menos de
6 meses de idade, animais com idade variando de 6 meses a 2 anos de idade, animais com
idade de 2 a 5 anos e cées com idade superior a 5 anos. N&o houve diferenca significativa
entre a distribuicdo das diferentes faixas etarias por municipio estudado (Tabela 1). Por
outro lado, em Itaguai, Paracambi, Barra do Pirai, e Pirai houve predominancia de caes com
idade entre 6 meses a 5 anos, enquanto que, em Miguel Pereira, o predominio foi de cées
entre 2 a 5 anos. Em Mangaratiba, foram examinados animais de todas as faixas etérias,
sem diferenca estatistica entre as mesmeas.

A distribuicdo das faixas etarias, entre as mesorregides (Tabela 2), ndo variou
significativamente. Contudo, houve maior freqliéncia de cées, com idades entre 6 mesese 5
anos, nas Mesorregides Metropolitana e do Médio Paraiba, enquanto que, na Mesorregido

Centro-Sul Fluminense, predominaram animais de 2 a5 anos de idade.
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Tabela 1- Distribuicdo das faixas etérias de cées examinados em &reas rurais de sete municipios do Estado do

Rio de Janeiro
Faixa etaria
Municipio <de6meses De6m.a2anos De?2abanos >de5 anos Total
Seropédica 011524 0,3462% 0,2692% 0,2692" 26
Itagual 012234 0,35428 0,28028 0,244 348 82
Paracambi 0,14624 0,39028 0,39028 0,0733A 41
Mangaratiba 011524 0,38524 0,34624 0,154 24 26
Barrado Pira 0,06324 0,31328 053128 0,004 2A R
Piraf 0,1252A 0,50028 0,281 278 0,004 24 R
Miguel Pereira 0,091234 0,18234 054528 0,18234 1

Letras minUsculas diferentes, nas colunas, e letras mailsculas diferentes, nas linhas, indicam diferenca
estatistica significativa (P< 0,05).



Tabela 2- Distribuicéo das faixas etarias de cées examinados em &reas rurais de trés M esorregides do Estado
do Rio de Janeiro

Faixaetaria
Mesorregido < de 6 meses De6m.a2anos De?2 a5 anos >de 5 anos Total

Mesorregido

Metropolitana 0,12624 0,366 28 031428 0,194 34 175
Mesorregido do

M édio Paraiba 0,094 2A 0,40628 0,406 28 0,094 24 64
Mesorregiéo

Centro-Sul 0,0913A 0,1822AB 0,54528B 0,18223AB 11
Fluminense

Letras minUsculas diferentes, nas colunas, e letras mailsculas diferentes, nas linhas, indicam diferenca
estatistica significativa (P< 0,05).



4.2- Hemoparasitos

O indice de positividade, para hemoparasitos, foi ato em todos os municipios
pesquisados, variando de 11,5% em Mangaratiba a 71,8% em Pirai (Tabela 3). Mangaratiba
foi 0 municipio onde se observou a menor prevaléncia de hemoparasitos, apesar de possuir
caracteristicas fisiogréficas semelhantes & outras regides estudadas.

Em relacdo & mesorregides, a Mesorregido do Médio Paraiba foi a que apresentou

maior indice de positividade, 62,5% (Tabela 4).

4.3- Babesia canis

4.3.1- Diagnostico parasitologico

Babesia canis (figura 3) foi pouco freqliente, no diagnéstico parasitolégico, por
esfregaco sanguineo, tendo sido encontrada em somente 5,2% dos cées examinados (Tabela
5). Em quatro animais, encontrou-se associagdo de B. canis com H. canis. N& houve
diferenca estatistica na ocorréncia desse protozoario entre os diferentes municipios (Tabela
5) e entre as mesorregifes (Tabela 6), sendo o indice de positividade baixo em todos eles.

Também ndo houve diferenca estatistica, na positividade, entre as faixas etérias (Tabela 7).



Tabela 3- NUmero de animais positivos para Hepatozoon canis (H.c), Babesia canis (B.c) e

Ehrlichia canis (E.c), diagnosticados pelo método de esfregaco sangiiineo, em cées de &reasrurais de sete
muni cipios do Estado do Rio de Janeiro

Seropédica ltaguai Paracambi  Mangaratiba Barrado Pirai Pirai  MiguelPereira

Parasito 26* 82+ 41* 26* 32 32 11*
H.c 4 32 16 3 16 16 1
E.c 1 3 1 - - 1 -
B.c 1 2 - - - 3 3

H.c+E.c - 5 - - 1 -

H.c+B.c - 1 - - 1 2 -

Total 6 43 17 3 17 23

* nimero total de animais examinados em cada municipio



Tabela4- NUmero de animais positivos para Hepatozoon canis (H.c), Babesia canis (B.c) e
Ehrlichia canis (E.c), diagnosticados pelo método de esfregaco sangiiineo, em cées de &reasrurais trés

mesorregides do Estado do Rio de Janeiro

M esorregido Metropolitana Mesorregido do Médio M esorregido Centro-Sul
Paraiba Fluminense
Parasito 175* 64* 11*
H.c. 55 32 1
E.c. 5 1 -
B.c. 3 3 3
H.c.+ Ec. 5 1 -
H.c. + B.c. 1 3 -
Total 69 40 4

* nlmero total de animais examinados em cada mesorregiao



Figura 3A e 3B-Babesia canis diagnosticada, pelo método de esfregaco sangtiineo,
em eritrocitos de ces procedentes de &reas rurais do Estado do Rio de Janeiro.
(--= 10um)
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Tabela 5- Ocorréncia de Babesia canis, diagnosticada pelo método de esfregaco sangllineo, em caes
examinados em dreas rurais de sete municipios do Estado do Rio de Janeiro

Babesia canis

Municipio Negativo Positivo Total
Seropédica 0,9622° 0,0382% 26
Itagual 0,96328 0,03734 &2
Paracambi 1,00028 0,0002A 41
Mangaratiba 1,00028 0,00024 26
Barrado Pirai 0,96928 0,0312A K7)
Pirai 0,84428 0,156 24 R
Miguel Pereira 0,72728 0,2733A 11

Letras minUsculas diferentes, nas colunas, e letras mailsculas diferentes, nas linhas, indicam diferenca
estatistica significativa (P< 0,05).



Tabela 6- Ocorréncia de Babesia canis, diagnosticada pelo método de esfregaco sangllineo, em caes
examinados, em areas rurais de trés M esorregides do Estado do Rio de Janeiro

Babesia canis

Mesorregiao

Negativo Positivo Total
M esorregiao
Metropolitana 0,997 24 0,023238 175
Mesorregido do Médio
Paraiba 0,906 24 0,09428 64
Mesorregi&o Centro-Sul
Fluminense 0,72734 0,2732B 1

Letras minusculas diferentes, nas colunas, e letras
estatistica significativa (P< 0,05).

mailsculas diferentes, nas linhas, indicam diferenca



Tabela 7- Ocorréncia de Babesia canis, diagnosticada pelo método de esfregago sangliineo, segundo afaixa
etéria de ces examinados, em areas rurais do Estado do Rio de Janeiro

Babesia canis

Faixaetaria Negativo Positivo Total
< de 6 meses 0,93128 0,069 24 29
6 meses a 2 anos 0,93528B 0,06524 )
De2 a5 anos 0,9542B 0,046 24 87
>de 5 anos 0,97628 0,024 3A a2

Letras minUsculas diferentes, nas colunas, e letras mailsculas diferentes, nas linhas, indicam diferenca
estatistica significativa (P< 0,05).



4.3.2- Diagnostico sorolégico de anticorpos anti- Babesia canis pela Reacdo de

Imunofluor escéncia I ndireta (1FI).

Foram examinados soros de 205 animais, e, destes, 85 (41,1%) apresentaram
anticorpos anti- B. canis a IFlI (figura 4), com titulos 3 1:40. Trés animais (3,5%)
apresentaram titulo de 1:40; 19 (22,3%), titulo de 1:80; e 63 (74,1%), titulo 3 1:160. A
distribuicdo dos animais examinados, por municipio, encontra-se na Tabela 8. Mangaratiba
(63,6%), Seropédica (62,5%) e Pirai (56,7%) foram as regibes com maior indice de
positividade, sendo a diferenca, com as demais regifes, significativa estatisticamente.
Itaguai também apresentou uma positividade elevada (39,1%). Em Paracambi, Barra do
Pirai e Miguel Pereira, o percentual de animas negativos e positivos diferiu
significativamente, ficando a positividade em torno de 20%. Contudo, quando se analisou a
presenca de anticorpos anti- B. canis entre as trés mesorregidoes, ndo houve diferenca
significativa entre elas (Tabela 9). Nas mesorregides Metropolitana e do Médio Paraiba, o
percentual de animais positivos se equivaleu ao de animais negativos.

A relacéo entre positividade, na IFI, para B. canis, e a faixa eté&ria dos animais
examinados, encontrase na Tabela 10. N& houve diferenca significativa entre a
positividade, na IFl, para B. canis, e a idade dos animais até os 5 anos de idade. Entretanto,
a partir dos 5 anos, a prevaléncia subiu para 63,8%, sendo estatisticamente superior &
demais. No presente estudo, trés cdes, com parasitemia para B. canis, ndo apresentaram

anticorpos, anti- B. canis no teste de IFI.



Figuro 4- Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta para Babesia canis
em cées de areasrurais do Estado do Rio de Janeiro:
Fig. A- Reacdo positivalFig. B- Reagdo negativa
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Tabela 8- Ocorréncia de anticorpos anti-Babesia canis, diagnosticados, pelo método de imunofluorescéncia
indireta (IFI), em soro de caes examinados, em areas rurais de sete municipios do Estado do Rio de Janeiro

|Fl paraBabesia canis

Municipio Negativo Positivo Tota
Seropédica 0,37534 0,625° A 16
Itagual 0,609 #PA 0,391 2PA 74
Paracambi 0,778 8 0,22234 27
Mangaratiba 0,364 24 0,636°4 22
Barrado Pirai 0,731°8 0,269 2A 26
Pirai 0,4332A 0,567°4 30
Miguel Pereira 0,800° 8 0,200 A 10

Letras minUsculas diferentes, nas colunas, e letras mailsculas diferentes, nas linhas, indicam diferenca

estatistica significativa (P< 0,05).
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Tabela 9- Ocorréncia de anticorpos anti-Babesia canis, diagnosticados, pelo método de imunofluorescéncia
indireta (IFI), em soro de cées examinados, em areas rurais de trés M esorregides do Estado do Rio de Janeiro

IFl paraBabesia canis

Mesorregiao Negativo Positivo Total
M esorregiao
Metropolitana 057624 042428 139
Mesorregido do Médio
Paraiba 057124 0,4292A 56
Mesorregido Centro-Sul
Fluminense 0,8002% 0,20028 10

Letras mindsculas diferentes, nas colunas, e letras mailsculas diferentes, nas linhas, indicam diferenca

estatistica significativa (P< 0,05).



Tabela 10- Ocorréncia de anticorpos anti- Babesia canis, diagnosticados, pelo método de Imunofluorescéncia
Indireta (1FI), segundo afaixa etaria de cées examinados, em areas rurais do Estado do Rio de Janeiro

IFl paraBabesia canis

Faixaetéria Negativo Positivo Total
< de 6 meses 0,636°° 0,364 3% 11
De 6 meses a 2 anos 0,613°8 0,38724 80
De2 a5 anos 0,654°8 0,34634 78
> de 5 anos 0,3632" 0,638"° B 36

Letras minUsculas diferentes, nas colunas, e letras mailsculas diferentes, nas linhas, indicam diferenca
estatistica significativa (P< 0,05).
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4.4- Hepatozoon canis

Hepatozoon canis (figura 5) foi 0 hemoparasito diagnosticado com maior freqiéncia,
tendo sido encontrado em 39,2 % dos cées examinados (Tabela 11). Analisando a
ocorrénciade H. canis, entre os municipios estudados, pode-se observar que 0s municipios
de Itaguai, Barra do Pirai e Pirai, que apresentaram respectivamente 46,3%, 53,0% e 59,4%
de positividade, diferiram estatisticamente dos demais. Além disso, quando se analisou 0
percentual de positividade em cada municipio, notamos equivaléncia entre o nimero de
animais positivos e o nimero de animais negativos, nas regides de Itaguai, Paracambi,
Barrado Pirai e Piral.

Quando se analisou a ocorréncia de H. canis, entre as mesorregides (tabela 12),
houve diferenca significativa nas prevaléncias entre as trés mesorregifes, sendo que a
Mesorregido do Médio Paraiba foi a que apresentou maior prevaléncia (56,3%), enquanto a
Mesorregido Centro-Sul Fluminense apresentou preval éncia de 9,1%.

A distribuicdo dainfeccdo por H. canis, em relacdo a faixa etéria (tabela 13), foi
equivalente entre as quatro faixas etérias estabel ecidas, contudo, nos animais menores de 6
meses de idade e naqueles com idade variando de 2 a 5 anos de idade, houve diferenca
significativa entre o percentual de positivos e negativos, com indices de positividade
inferiores aos de negatividade.

Apesar da dlta prevalénciade H. canis, a parasitemia foi muito baixa, variando de
menos de 0,5% a 3% dos neutréfilos/mondcitos circulantes parasitados, sendo que 56% dos

animais possuiam parasitemiainferior a 0,5%.



Figura 5- Gametécitos de Hepatozoon canis, diagnosticados, pelo método
de esfregago sanguiineo, observados em polimorfonucl eares de cées procedentes
de areas rurais do Estado do Rio de Janeiro. (-- = 10 pm)

Fig. A- vista lateral / Fig. B- vista dorsal.
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Tabela 11- Ocorrénciade Hepatozoon canis, diagnosticado, pelo método de esfregaco sangiiineo, em cées
examinados, em areas rurais de sete municipios do Estado do Rio de Janeiro

Hepatozoon canis

Municipio Negativo Positivo Total
Seropédica 0,846° 0,1543% 26
Itaguai 0,537 24 0,463°4 82
Paracambi 0,6103°A 0,390 2PA 41
Mangaratiba 0,885° B 0,1152A 26
Barrado Pirai 0,469 A 0,531°4 £7)
Pirai 0,406 A 0,594 "4 £7)
Miguel Pereira 0,009 B 0,0913A 11

L etras minuscul as diferentes nas colunas e letras maiUscul as diferentes nas linhas indicam diferenca estatistica
significativa (P< 0,05).



Tabela 12- Ocorrénciade Hepatozoon canis, diagnosticado, pelo método de esfregaco sangiiineo, em cées
examinados, em areas rurais de trés M esorregides do Estado do Rio de Janeiro

Hepatozoon canis

Mesorregido Negativo Positivo Total
M esorregiao
Metropolitana 0,651 34 0,34928 175

Mesorregido do Médio
Paraiba 0,438°A 0,563° B 64

Mesorregi&o Centro-Sul
Fluminense 0,909 ¢4 0,091°¢B 11

L etras minuscul as diferentes nas colunas e letras maiUscul as diferentes nas linhas indicam diferenca estatistica
significativa (P< 0,05).



Tabela 13- Ocorréncia de Hepatozoon canis, diagnosticado, pelo método de esfregaco sangiiineo, segundo a
faixa etaria de cdes examinados, em éreas rurais do Estado do Rio de Janeiro

Hepatozoon canis

Faixaetéria Negativo Positivo Total
< 6 meses 0,6902B 0,310%% 29

6 m a2 anos 0,57634 0,4243A )
2 a5 anos 0,644238 0,356 24 87
>5 anos 0,548 34 045234 a2

Letras minUsculas diferentes, nas colunas, e letras mailsculas diferentes, nas linhas, indicam diferenca
estatistica significativa (P< 0,05).



4.5- Ehrlichia canis

Ehrlichia canis (figura 6) foi diagnosticada em 4,8% dos caes, e também n&o houve
diferenca estatistica na sua distribuicdo entre os municipios (Tabela 14), entre as
mesorregides (Tabela 15) e entre as faixas etérias (Tabela 16). Seis cdes apresentaram
associacéo entre E. canis e H. canis, sendo que em um dos cées foi encontrado um

monaocito parasitado com ambos parasitos.



Figura6- MdéruladeEhrlichia canis, diagnosticadapel o método de esfregaco
sangiineo, em mononuclear de caes procedentes de areas rurais do Estado
do Rio deJaneiro (--= 10um).
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Tabela 14- Ocorréncia de Ehrlichia canis, diagnosticada, pelo método de esfregago sangliineo, em caes
examinados, em areas rurais de sete municipios do Estado do Rio de Janeiro

Ehrlichia canis

Municipio Negativo Positivo Tota
Seropédica 0,9622° 0,03824 26
ltagual 0,90228 0,09824 &2
Paracambi 097628 0,024 2A 41
Mangaratiba 1,00028 0,0002# 26
Barrado Pirai 1,00028 0,00024 R
Pirai 0,03828 0,0632A R
Miguel Pereira 1,00028 0,000 11

Letras mindsculas diferentes, nas colunas, e letras mailsculas diferentes, nas linhas, indicam diferenca
estatistica significativa (P< 0,05).
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Tabela 15- Ocorréncia de Ehrlichia canis, diagnosticada, pelo método de esfregago sangliineo, em caes
examinados, em areas rurais de trés M esorregides do Estado do Rio de Janeiro

Ehrlichia canis

Mesorregido Negativo Positivo Total
Mesorregi&do 0,9433% 0,0572F 175
Metropolitana
Mesorregizo do Médio 0,96924 0,03128 64
Paraiba
Mesorregizo Centro-Sul 1,00024 0,00028 1
Fluminense

Letras mindsculas diferentes, nas colunas, e letras mailsculas diferentes, nas linhas, indicam diferenca
estatistica significativa (P< 0,05).



Tabela 16- Distribuicdo de Ehrlichia canis, diagnosticada, pelo método de esfregaco sangiiineo, em relagéo a
faixa etéria de cées examinados, em areas rurais do Estado do Rio de Janeiro

Ehrlichia canis

Faixaetaria Negativo Positivo Total
< de 6 meses 0,93128 0,069 24 29
De 6 meses a 2 anos 0,96728 0,03334 )
De2 a5 anos 0,08928 0,0113A 87
>de 5 anos 0,85728 0,1433A a2

Letras mindsculas diferentes, nas colunas, e letras mailsculas diferentes, nas linhas, indicam diferenca
estatistica significativa (P< 0,05).
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4.6- Diagnostico sorolégico de anticorpos contra Borrelia burgdorferi lato sensu pelo

método de EL | SA indireto.

Soros de 199 cées foram utilizados na pesguisa de anticorpos da classe 1gG contra B.
burgdorferi lato sensu (figura 7). Destes, 15,58% foram positivos, com titulos de 1:400
(13,57% dos céaes), 1:800 (1,51%) e 1: 1600 (0,5%). A distribuicdo dos casos positivos,
segundo a regido, encontra-se na Tabela 17.

De acordo com a Tabela 17, apesar das regides de Miguel Pereira (30,0%), Pirai
(21,4%) e Itaguai (21,1%) terem apresentado as maiores prevaéncias, ndo houve diferenca
estatistica entre 0s municipios pesquisados. Em Miguel Pereira, o percentual de casos
positivos e negativos foi equivalente. A ocorréncia de anticorpos anti- B. burgdorferi néo
diferiu estatisticamente em relac@o & mesorregides (Tabela 18).

A distribuicdo de casos positivos de B. burgdorferi, segundo a faixa etéria, pode ser
observada na Tabela 19. Os casos positivos distribuiram-se equivalentemente entre as
faixas etérias maiores de 6 meses de idade. Na Tabela 19, € possivel observar-se que néo
houve casos de sorologia positiva em cées com menos de 6 meses de idade. No entanto, a
partir dos 6 meses, todas as faixas etérias foram iguamente acometidas, sem diferenca
estatistica entre elas. Apesar de ndo ser edtatisticamente significativo, cées com idade

superior a5 anos foram os que tiveram maior percentual de positividade (26,5%).



Figura 7- Pesquisa de anticorpos da classe 1gG anti-Borrelia burgdorferi lato sensu,
pelo método de ELISA indireto, em cdes de areas rurais do Estado do Rio de Janeiro.



Tabela 17- Ocorréncia de anticorpos anti-Borrelia burgdorferi lato sensu, diagnosticados, pelo método de
ELISA indireto, em soro de cdes examinados, em areas rurais de sete municipios do Estado do Rio de Janeiro

Anticorpos anti- B. burgdorferi

Municipio
Negativo Positivo Total
Seropédica 0,8672° 0,1332% 15
Itaguai 0,78928 0,21134 71
Paracambi 0,92928 0,0712A 28
Mangaratiba 0,95528 0,04534 22
Barrado Pirai 0,92028 0,0802% 25
Pirai 0,78628 0,21434 28
Miguel Pereira 0,7002% 0,3002% 10

Letras minUsculas diferentes, nas colunas, e letras mailsculas diferentes, nas linhas, indicam diferenca
estatistica significativa (P< 0,05).



Tabela 18- Ocorréncia de anticorpos anti-Borrelia burgdorferi lato sensu, diagnosticados, pelo método de
ELISA indireto, em soro de cées examinados, em areas rurais de trés Mesorregifes do Estado do Rio de
Janeiro

ELISA para B. burgdorferi

Mesorregido Negativo Positivo Total
Mesorregi&do 0,8533" 0,1472F 136
Metropolitana
Mesorregi&o do Médio 0,849 24 015128 53
Paraiba
Mesorregido Centro-Sul 0,70024 0,30024 10
Fluminense

Letras minUsculas diferentes, nas colunas, e letras mailsculas diferentes, nas linhas, indicam diferenca
estatistica significativa (P< 0,05).



Tabela 19- Distribuic&o de anticorpos anti - Borrelia burgdorferi latu sensu, diagnosticados, pelo método de
ELISA indireto, segundo afaixa etéria de cées examinados, em éreas rurais do Estado do Rio de Janeiro

Anticorpos anti-Borrelia burgdorferi

Faixaetaria Negativo Positivo Total
< de 6 meses 1,000° B 0,00034 11
De 6 meses a 2 anos 0,87228 0,128°4 78
De2 a5 anos 0,84228 0,158 A 76
>de 5 anos 0,73528 0,265° A <

Letras minUsculas diferentes, nas colunas, e letras mailsculas diferentes, nas linhas, indicam diferenca
estatistica significativa (P< 0,05).



4.7- Carrapatos

Carrapatos foram retirados em 94 (37,6%) dos cées examinados, sendo que 23,6%
estavam infestados por A. cajennense, 12,4% por R. sanguineus, 2,8% por A. aureolatum e
2% por A. ovale (figuras 8 e 9). Alguns animais apresentaram mais de uma espécie de
carrapato, assim, em ltaguai, cinco cdes estavam parasitados por A. cajennense e R
sanguineus, em Barrado Pirai, um apresentou A. cajennense e A. aureolatum e, em Itaguai,
dois apresentaram A. cajennense e A. ovale.

Rhipicephalus sanguineus foi encontrado em todas as regifes, com excecdo de
Paracambi (Tabela 20). As regides com maior prevaléncia foram Mangaratiba (15,5%),
Itaguai (15,9%) e Migud Pereira (45,5%), diferindo estatisticamente das demais regides.
Na regido de Miguel Pereira, ndo houve diferenca significativa entre o niUmero de positivos
e negativos. Quando se analisou a presenca de R. sanguineus, entre as mesorregifes, ndo
houve diferenca estatistica entre elas (Tabela 21).

Amblyomma cajennense foi encontrado, parasitando cdes, nas regifes de ltaguai,
Paracambi, Barra do Pirai, Pirai e Miguel Pereira (Tabela 22). As regides de Itaguai e
Paracambi apresentaram as maiores ocorréncias, 42,7% e 39,0%, respectivamente,
diferindo das demais regifes. Nessas duas regides, ndo houve diferenca estatistica entre o
percentual de animais que estavam parasitados com A. cajennense e 0s animais que nao
estavam parasitados. A espécie A. aureolatum foi diagnosticada somente em Barra do Pirai,

enquanto A. ovale foi observado somente em Itaguai.



Figura 8 - Carrapatos encontrados em cdes procedentes de areas rurais do
Egtado do Rio de Janeiro: Fig 8A- Rhipicgphal us sanguineus, fémeae macho/
Fig. 8B- Amblyomma cajennense, fémea e macho.
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Figura 9 - Carrapatos encontrados em cées procedentes de éreas rurais do
Estado do Rio de Janeiro:

Fig. 9A- Amblyomma ovale, fémea

Fig. 9B- Amblyomma aureolatum, fémea
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Tabela 20- Ocorréncia de Rhipicephal us sanguineus col etados em caes examinados, em areasrurais de sete

muni cipios do Estado do Rio de Janeiro

69

Rhi pi cephal us sanguineus

Municipios Negativo Positivo Total
Seropédica 0,8852PF 0,1152P# 26
Itaguai 0,84128 0,159° A &2
Paracambi 1,000° B 0,00023A 41
Mangaratiba 0,846 28 0,154°4 26
Barrado Pirai 0,938 P8 0,063 *PA £7)
Pirai 0,875%PB 0,125 3PA £7)
Miguel Pereira 0,545 A 0,455° A 11

Letras minUsculas diferentes, nas colunas, e letras

estatistica significativa (P< 0,05).

mailsculas diferentes, nas linhas, indicam diferenca
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Tabela 21- Ocorréncia de Rhipicephal us sanguineus col etados em cées examinados, em areasrurais de trés
M esorregifes do Estado do Rio de Janeiro

M esorregido Rhi pi cephal us sanguineus

Negativo Positivo Total
Mesorregi&do 0,8862" 0,1142F 175
Metropolitana
Mesorregi&o do Médio 0,906 24 0,09428 64
Paraiba
Mesorregi&o Centro-Sul 0,545 24 045524 1
Fluminense

Letras minUsculas diferentes, nas colunas, e letras mailsculas diferentes, nas linhas, indicam diferenca
estatistica significativa (P< 0,05).



71

Tabela 22- Ocorréncia de Amblyomma cajennense col etados em caes examinados, em &reas rurais de sete
Municipios do Estado do Rio de Janeiro

Amblyomma cajennese

Municipio Negativo Positivo Total
Seropédica 1,000°® 0,0002% 26
Itagual 0,5733A 0,427°4 82
Paracambi 0,61024 0,390°A 41
Mangaratiba 1,000 B 0,000 24 26
Barrado Pirai 0,969° & 0,0312A R
Pirai 0,844° 8 0,156 24 R
Miguel Pereira 0,818 0,182 &PA 11

Letras minGsculas diferentes, nas colunas, e letras mailisculas diferentes nas linhas indicam diferenca
estatistica significativa (P< 0,05).
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Em relagdo aos estagios recuperados, no caso de R. sanguineus, A. aureolatum e A.
ovale, somente adultos foram encontrados sobre os animais, e as infestagdes foram baixas.
Jaem relacdo a A. cajennense, foram recuperados sobre os animais preponderantemente
ninfas e larvas, em grandes quantidades, fixadas principalmente nas orelhas dos animais.
Quando se analisou a presenca de A. cajennense entre as mesorregides (Tabela 23), a
Mesorregido Metropolitana apresentou  a maior prevaéncia (29,1%),diferindo
estatisticamente das demais.

Ao correlacionar-se a presenca de A. cajennense com a presenca de H. canis (Tabela
24), pode-se notar que a prevaléncia de H. canis foi maior quando havia carrapatos A.
cajennense (31,6%) do que quando estes ndo estavam presentes (18,4%), sendo essa
diferenca estati sticamente significativa.

Carrapatos A. cajennense foram observados em 38,7% dos cées com anticorpos
contra B. burgdorferi (Tabela 25), apesar disso, ndo houve diferenca estatistica com o

grupo de animais positivos que ndo apresentou carrapatos (21,4%).
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Tabela 23- Ocorréncia de Amblyomma cajennense col etados em cées examinados, em areasrurais de trés
M esorregifes do Estado do Rio de Janeiro

Amblyomma cajennense

Mesorregido Negativo Positivo Total
Mesorregido 0,70934 0,2912F 175
Metropolitana
MesorregiZo do Médio 0,906 ° A 0,004° 8 64
Paraiba
Mesorregigo Centro-Sul 0,8183PA 0,1823PB 1
Fluminense

Letras minUsculas diferentes, nas colunas, e letras mailsculas diferentes, nas linhas, indicam diferenca
estatistica significativa (P< 0,05)
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Tabela 24- Relagdo entre a ocorréncia de Hepatozoon canis, diagnosticado, pelo método de esfregaco
sanguiineo, e a presenca de Amblyomma cajennense col etados em cées de &reas rurais do Estado do Rio de
Janeiro

Hepatozoon canis

Amblyomma Negativo Positivo Total
Cajennense
Negativo 0,816° B 0,184 2A 152
Positivo 068428 0,316°4 %8

Letras mindsculas diferentes, nas colunas, e letras mailsculas diferentes, nas linhas, indicam diferenca
estatistica significativa (P< 0,05)



I6)

Tabela 25- Relagdo entre a ocorréncia de anticorpos anti-Borrelia burgdorferi lato sensu, diagnosticados pelo
método de ELISA indireto, e a presenca de Amblyomma cajennense, em cées de areas rurais do Estado do Rio
de Janeiro

Borrelia burgdorferi

Amblyomma Negativo Positivo Total
cajennense

Negativo 0,7862° 0,2142% 168
Positivo 0,6132% 0,3872% 31

Letras minUsculas diferentes, nas colunas, e letras mailsculas diferentes, nas linhas, indicam diferenca
estatistica significativa (P< 0,05).



5. DISCUSSAO

5.1- Coleta e processamento do material

Ao serem visitadas propriedades, em éareas rurais de sete municipios do Estado do
Rio de Janeiro, observou-se que, nessas areas, 0s caes sao importantes no dia-a-dia das
pessoas, acompanhando seus proprietarios na lida do campo. Foram poucas as propriedades
com menos de quatro caes, sendo que, em algumas, foram encontrados até 12 animais. A
proximidade com a mata favoreceu que esses animais cagassem, e, muitas vezes,
permanecessem nas matas por dias. Muitas das propriedades visitadas eram rusticas, e 0s
animais ndo recebiam nenhum tipo de cuidado veterinario. Entretanto, em outras
propriedades, os caes eram frequentemente tratados, principalmente, com ectoparasiticidas.
Essas diferencas podem explicar, em parte, que, em agumas regifes, o indice de
positividade, para hemoparasitos, tenha sido inferior ao de outras, como, por exemplo,
Mangaratiba, em relacdo a Pirai. Mesmo tendo caracteristicas semelhantes, como a
proximidade com matas, as regides apresentam ecossistemas distintos, que também
contribuem para a maior ou menor ocorréncia de determinado parasito naquela regido. De

qualquer forma, nas éreas rurais, a fata de atendimento € um fato, sgja para 0 homem, sgja



para animais, e, se 0s animais Sd0 mais expostos a doencas, a sallde do homem também

pode ser exposta.

5.2- Hemopar asitos

O método de diagndstico por esfregaco sanglineo é pouco sensivel, embora
especifico (BREITSCHWERDT, 1993). Apesar disso, o indice de positividade geral, para
hemoparasitos, foi elevado, 45,2%, atingindo 71,8%, em Pirai. Essa alta positividade, em
Pirai, fez com que a Mesorregido do Médio Paraiba, apresentasse a maior prevaléncia
(62,5%) entre as mesorregides. Utilizando o0 mesmo método de diagnostico, EZEOKOLI et
alii (1983) encontraram 38,1% de cdes infectados com hemoparasitos, na Nigéria, enquanto
BANSAL et alii (1985) observaram somente 7,7% de positividade, em caes, na india,

resultado inferior ao observado no presente estudo.

5.3- Babesia canis

5.3.1- Diagndstico parasitologico

O diagnostico parasitolégico de B. canis, por meio de esfregacos sanglineos, é de
baixa sensibilidade, principalmente quando realizado em cées portadores assintomaticos,
pois, devido a baixa parasitemia, 0 agente ndo € facilmente demonstrado no sangue
(ANDERSON et alii, 1980; BREITSCHWERDT et alii, 1983; LEVY et alii, 1987;

WLOSNIEWSK et alii, 1997). Dessa forma, RAJAMANICKAM et alii (1985) observaram
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somente 1,1% de positividade. Quando sdo examinados animais com suspeita clinica, a
prevaléncia aumenta, mesmo utilizando-se esse método diagnéstico, como ocorreu com
MATTHEWMAN et alii (1993 b), que diagnosticaram 26% de animais positivos, em um
Hospital Veterinario da Africa do Sul. A forma clinica da doenca afeta principa mente caes
jovens, o que foi demonstrado por FARWELL et alii (1982), que observaram que 64% dos
caes doentes tinham menos de quatro meses de idade, e por ABDULLAHI et alii (1990),
gue verificaram gque 70% de animais positivos tinham menos de um ano. Neste estudo, foi
coletado material de animais independente de manifestacdo clinica, e isso pode explicar a
baixa prevaléncia e a distribuicgo uniforme do parasito em todas as faixas etarias. Embora
0s animais, com idade superior a 5 anos, tenham apresentado prevaléncia menor, ndo houve
diferenca estatistica entre as diferentes faixas eté&rias. PARAENSE & VIANNA (1949)
obtiveram preval éncia muito superior a do presente trabalho, com 14% de positividade, em

cdes de ruado Rio de Janeiro.

5.3.2- Diagnostico sorolégico de anticorpos anti- Babesia canis pela Reacdo de
Imunofluorescéncia Indireta (1 FI).

A prevaléncia observada de B. canis foi maior, quando se utilizou o diagnostico
sorologico (41,1%), do que quando se utilizou o diagnostico parasitolégico (5,2%). Esse
resultado era esperado, pois, a parasitemia de B. canis, em animas portadores
assintomaticos, € muito baixa para ser detectada no esfregago sangtineo. Por outro lado,
titulos de anticorpos, obtidos pelo método de IFI, sdo duradouros (TODOROVIC, 1981;
LEVY et alii, 1987, YAMANE et alii, 1993). Segundo VERCAMMEN et alii (1995),

infeccdo cronica € acompanhada de flutuacéo de titulos atos, sendo a IFI um bom teste
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diagndstico. BANSAL et alii (1985) obtiveram resultados similares aos do presente estudo,
encontrando somente 5,4% de animais positivos para B. canis, nos esfregagos sanglineos,
enquanto 37% eram positivos, no teste sorolégico. Na California, Estados Unidos da
América (EUA), a soroprevaéncia para B. canis variou até 13%, em véarias regides
pesquisadas, sem que fossem detectados parasitos, nos esfregacos sangliineos dos cées
positivos (YAMANE et alii, 1994). BANETH et alii (1998a) observaram 90% de animais
com anticorpos para B. canis, quando examinaram animais com suspeita clinica de
hemoparasitose.

Apesar de alguns autores considerarem positivos, na | Fl, animais com titulo 3 1:80
(TABOADA et alii, 1992; YAMANE et alii, 1993), outros autores estabeleceram titulos 3
1:40 como positivos (VERCAMMEN et alii, 1995; FARWELL et alii, 1982; RIBEIRO et
alii, 1990), como o utilizado no presente estudo. Essa variagdo, na linha de corte, deve-se
&s diferencas na preparacéo do antigeno e padronizacdo da técnica.

A dta prevaléncia gera (41,1%), encontrada no presente trabalho, foi semelhante a
obtida por UILEMBERG et alii (1989), que observaram 40% de c3es positivos, na Africa
do Sul; KORDICK et alii (1999), que encontraram 59,2% de positividade, nos EUA;
DELL'PORTO (1986), que verificou 42,4% de positividade, em cées da cidade de Séo
Paulo, e BANSAL et alii (1985), que observaram 37% de positivos, na India. Nas regifes
de Mangaratiba, Seropédica e Pirai, a prevaléncia ficou préxima aobservada por RIBEIRO
et alii (1990), que obtiveram 66,9% de caes positivos, na cidade de Belo Horizonte. Em
outros paises, a positividade para B. canis € muito baixa, mesmo quando sdo utilizados

testes sorolégicos. Assim, DEPLAZES et alii (1995) observaram somente 0,8% de caes



positivos na Suica, enquanto que YAMANE et alii (1993) ndo encontraram nenhuma
positividade, em cées, na Austrdlia. Quando se analisou a presenca de anticorpos anti- B.
canis, nos diferentes municipios, alguns apresentaram prevaléncia superior aos demais,
como por exemplo, Seropédica, Mangaratiba e Pirai. Contudo, ndo houve diferenca
significativa entre as mesorregides. Esse resultado demonstra que, dentro das mesorregies,
alguns municipios possuem condi¢fes mais propicias ao agente em questéo, entretanto, B.
canis apresenta-se distribuida uniformemente entre as mesorregides, de forma endémica.

Apesar de IFI ser um teste bastante confiavel, deve-se levar em conta que pode haver
reagOes cruzadas, principalmente com B. gibsoni, levando a resultados falso-positivos
(ANDERSON et alii, 1980). Além disso, animais jovens ou com infeccdo aguda podem
apresentar resultados falso-negativos, na IFI (FARWELL et alii, 1982; VERCAMMEN et
alii, 1995; BREITSCHWERDT et alii, 1983). No presente estudo, trés caes (1,4%), apesar
de serem negativos na IFl, estavam parasitémicos, resultado também observado por
BOBADE et alii (1989). Nas condi¢des em que este estudo foi realizado, ndo foi possivel
determinar a causa exata desses resultados falso-negativos, entretanto, € provavel que os
animais em questéo estivessem na fase aguda da infeccéo.

Em relacdo adistribuicdo entre as diferentes faixas etarias, a partir dos 5 anos de
idade, a prevaléncia de B. canis, diagnosticada pelo método de IFI, foi de 63,8%, sendo
estatisticamente superior & demais faixas etérias. Esses resultados estdo de acordo com
TABOADA et alii (1992), que afirmaram que as maiores prevaléncias sdo encontradas em
caes com idade superior a 5 anos de idade (46,7%). Isso pode ser devido ao fato de animais
adultos terem maior probabilidade de exposicdo ao agente, sendo mais estimulados

imunologicamente. BOBADE & ODUYE (1986) demonstraram que, em C&es jovens, com
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idade inferior a um ano, a resposta imune € baixa e ndo se mantém, enquanto que, em caes
com idade superior a um ano, a resposta imune é duradoura, provavelmente devido a
infeccOes prévias. Além disso, cées jovens podem ndo produzir anticorpos suficientes para
serem detectados no teste de IFI (FARWELL et alii, 1982), e alguns animais com infec¢éo
aguda talvez ndo tenham tido tempo para elaborarem resposta imunolégica e produzirem
anticorpos, o que normamente s ocorre duas a trés semanas apds a infeccdo

(VERCAMMEN et alii, 1995).

5.4- Hepatozoon canis

Hepatozoon canis foi diagnosticado em 39,2% dos cées examinados em areas rurais
do Rio de Janeiro. MASSARD (1979) observou parasitismo, por H. canis, em 31,6% de
cdes, em areas rurais do Brasil. A prevaléncia desse parasito, quando estudada através do
encontro de gametocitos circulantes, variou de 1% (BANETH et alii, 1996) a 22%
(EKEOKOLI et alii, 1983). BANETH et alii (1996), ao utilizarem testes sorolégicos,
constataram que a positividade subiu de 1% para 33,1%, em estudo realizado em Isragl.
Contudo, no Japdo, mesmo com a utilizacdo de sorologia, somente 4,2% dos caes
examinados estavam positivos para H. canis Esses resultados demonstram que, mesmo
utilizando um método de diagndstico pouco sensivel, a prevaléncia de H. canis, em cées de
area rural do Rio de Janeiro, foi bastante alta, tendo atingindo quase 60% de caes
infectados, em algumas regifes, em comparacdo com 0s resultados obtidos por outros
pesquisadores. A prevaléncia, entre os municipios, variou da 9,1% a 59,4%, demonstrando
haver grande variacdo de uma localidade para outra. Esse foi 0 mesmo resultado encontrado

entre as trés mesorregides, onde houve diferenca estatistica significativa entre elas. Na
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Mesorregido do Médio Paraiba, que compreende os municipios de Barra do Pirai e Piral,
ambos com positividade elevada para o protozoario em questéo, a ocorréncia foi de 56,3%
dos cées infectados. A Mesorregido Metropolitana também apresentou alta prevaléncia
(34,9%), devido principamente aos municipios de Itaguai e Paracambi, contudo, foi
estatisticamente inferior ada Mesorregido do Médio Paraiba. Esses resultados indicam que
determinadas condi¢des epidemiolégicas sd0 necess&rias para que H. canis segja
transmitido, e que, quando elas ocorrem, a transmissao € bastante elevada. Outros estudos
devem ser conduzidos no intuito de determinar quais sdo essas condicoes.

Houve coinfeccdo de H. canis com outros hemoparasitos, em 4% dos animais, o que
jahavia sido relatado por outros pesquisadores (MUNDIM et alii, 1994; ODWYER et alii,
1997; GONDIM et alii, 1998).

No presente estudo, ndo foi observada diferenca significativa entre a ocorréncia de H.
canis, nas quatro faixas et&rias estabelecidas. EZEOKOLI et alii (1983) também
observaram parasitismo por H. canis, em todas as faixas etérias, entretanto, com
prevaléncia maior em animais com idade entre um e dois anos. Para MUNDIM et alii,
(1994) o grupo etario mais acometido foi 0 de animais com menos de um ano de idade
(59%). BANETH et alii (1997) observaram cées parasitémicos em todas as idades, porém
0S grupos com maior prevaléncia foram os com menos de 6 meses e entre 5 e 10 anos. Os
resultados do presente estudo foram diferentes, j& que animais de todas as faixas etérias
foram igualmente acometidos. Por ser uma infeccdo de carater cronico (EZEOKOLI et alii,
1983), com parasitemiaintermitente (BANETH et alii, 1995), H. canis pode ser observado

em todas as faixas etarias. Porém, alguns autores observaram maior freqiiéncia em animais



jovens, possivelmente, pois, na fase aguda, 0 nimero de gametdcitos, encontrados na
circulacdo, € maior, o que facilita o diagndstico.

A parasitemiade H. canis, observada nos cées infectados, foi bastante baixa, n&o
ultrapassando 3% dos neutrofilos/mondcitos circulantes. A parasitemia de H. canis é muito
variavel, podendo ser tdo baixa quanto & observadas neste estudo, ou atingirem até 60%
dos neutrofilos circulantes (BANETH et alii, 1995). Assim, ELIAS & HOMANS (1988)
observaram de 6 a 43% dos neutrdfilos circulantes infectados, e BANETH et alii (1996)
observaram variacdo de 1 a 10%. JA GONDIM et alii (1998) encontraram cédes com
parasitemia inferior a 0,5%. Por outro lado, VINCENT-JOHNSON et alii (1997a,1997h)
afirmaram que, na hepatozoonose americana, raramente sdo encontrados gametocitos na
circulacdo, e que, quando estes sd0 observados, costumam ndo exceder a 0,1% dos
leucocitos. BANETH & WEIGLER (1997) constataram ateragdes patol 6gicas mais graves,
em cdes com alta parasitemia, do que naqueles com baixa parasitemia. Esse € um dado que
necessita ser melhor pesguisado, ja que, no presente estudo, ndo foi realizado nenhum
exame clinico detalhado nos animais. Entretanto, alguns animais com parasitemia elevada
estavam aparentemente saudaveis, parecendo que ndo ha relacdo entre parasitemia e

severidade da doenca.

5.5- Ehrlichia canis

O diagndstico de E. canis, feito por meio de esfregaco sangliineo, € pouco sensivel,

pois as morulas sdo raramente encontradas na circulagdo, ocorrendo somente nos casos

agudos, e desaparecendo em aproximadamente um més (HOSKINS, 1991a; ELIAS, 1991).



Isso pode explicar a baixa prevaléncia observada no presente estudo (4,8%), com poucas
variagdes, tanto entre 0s municipios, quanto entre as mesorregides. Entretanto,
RAJAMANICKAM et alii (1985) encontraram prevaléncia de somente 0,2%, em caes da
Malésia, a0 utilizar essatécnica. BANETH et alii (1998) observaram uma prevaléncia de
63% de cées positivos, em testes soroldgicos. Assim, quando se avalia a prevaléncia de E.
canis, utilizando-se métodos sorolégicos, a positividade pode ser bastante elevada
(BROUQUI et alii, 1991; PARZY et alii, 1991, MATTHEWMAN et alii, 1993;
PRETORIUS & KELLY, 1994). Por outro lado, mesmo utilizando-se sorologia, a
prevaléncia pode ser baixa. Esse foi 0 caso de YAMANE et alii (1994), que observaram,
em caes da Califérnia, EUA, prevaléncia maxima de 2,6%. A prevaléncia obtida por esses
autores foi inferior a obtida no presente estudo, em que se utilizou metodologia menos
sensivel. A maneira como se procede a coleta de material, para o diagnostico
parasitologico, através de esfregaco sangliineo, € muito importante, ja que, Ssegundo
ALMOSNY (1998), o encontro de mérulas € maior, quando se utiliza a primeira gota
obtida ap0s a puncéo de vasos capilares, do que quando se utiliza a segunda gota.

Em relacdo afaixa etaria, a exemplo do que acontece com B. canis animais de todas
as idades podem ser acometidos. EZEOKOLI et alii (1983) encontraram maior prevaléncia
em animais com menos de um ano de idade. Apesar de ndo ser estatisticamente
significativo, no presente estudo, animais com idade superior a 5 anos e animais com
menos de 6 meses foram mais acometidos (1,4% e 0,69%) do que os demais. Uma
explicacdo possivel, para esse resultado, é infeccdo aguda, nos animais jovens, e
reagudizagcdo, nos animais velhos, que poderiam estar mais debilitados, favorecendo a

infeccéo.



O encontro de um mondcito, parasitado por uma morula de E. canis e um gametdcito

de H. canis, ja havia sido relatado por PENZHORN & LANGE (1990).

5.6- Diagnostico soroldgico de anticorpos contra Borrelia burgdorferi lato sensu pelo

método de EL | SA indireto.

A prevalénciade B. burgdorferi, encontrada em cédes dos EUA, variou de 1,7%
(WRIGHT et alii,. 1997) a 53,4% (LEVY & MAGNARELLI, 1992), de acordo com a
regido estudada. MAGNARELLI et alii (1985), a0 estudarem cées de uma &rea endémica,
para borreliose de Lyme humana, encontraram 28,6% de cées soropositivos. ROJO
VASQUEZ (1997) observou somente 2,1 % de positivos, utilizando-se do método de IF,
em caes, na Espanha. Na Eslovaquia, 50% dos cdes pesquisados apresentaram anticorpos
contra bactéria (STEFANCIKOQV et alii, 1998). BANETH et alii (1998) encontraram
10% de cées soropositivos para B. burgdorferi em Isragl.

No Brasil, aprevaléncia de B. burgdorferi, em cées, foi pesquisada por JOPPERT
(1996), que encontrou prevaléncia de 9,7%, e por SOARES et alii (1999a), que observaram
prevaléncia de 20%. Assim, os resultados encontrados, no presente estudo (15,58%), estdo
proximos do que vem sendo observado no Brasil, e de acordo com a prevaléncia em areas
endémicas de outros paises. A prevaléncia uniforme de anticorpos anti- B. burgdorferi
entre os diferentes municipios, e entre as mesorregides, € um indicativo da presenca de B.
burgdorferi, em éreas rurais do Rio de Janeiro, e de sua ampla distribuicdo.

N&o houve diferenca significativa entre a ocorréncia de B. burgdorferi e as faixas

etérias a partir de 6 meses de idade. Entretanto, caes com idade superior a 5 anos foram os



que tiveram maior positividade (26,5%). Esses resultados estdo de acordo com o que foi
observado por outros pesquisadores. GREENE et alii (1988) encontraram caes positivos,
pelo método de IFI, em todas as faixas etérias, com maior prevaléncia em animais de um a
cinco anos. MAGNARELLI et alii (1985) observaram maior nimero de casos positivos, na
IFl, em caes com idade superior a4 anos. JOPPERT (1996) ndo observou diferenca entre as
faixas etérias. Cées, com idade inferior a 6 meses de idade, podem ndo ter sido expostos ao
agente, ou ndo terem produzido anticorpos suficientes para serem detectados no teste de
ELISA. A partir dessa idade, estimulos constantes manteriam a producdo de anticorpos em
niveis suficientes para serem detectados nos testes sorol 4gicos.
Os vetores da doenca de Lyme sdo carrapatos do género Ixodes: . ricinus, na Europa,
e |. scapularis (= |. dammini) e I. pacificus, nos EUA (LANE et alii, 1991). Contudo,
outras espécies ja foram encontradas naturalmente infectadas com B. burgdorferi ou
espécies correlatas, tais como D. variabilis, A. maculatum e A. americanum (LANE et alii,
1991; BARBOUR et alii, 1996). No Brasil, ainda ndo se sabe qual o carrapato vetor de B.
burgdorferi; entretanto, A. cajennense € considerado como um dos provaveis vetores.
A borreliose de Lyme € uma doenca complexa, muito pesquisada no mundo inteiro,
mas que SO recentemente vem sendo estudada no Brasil (FONSECA et alii, 1996;
YOSHINARI et alii, 1997; SOARES et alii, 1999a e 1999b). Estudos epidemiol 6gicos séo
importantes para caracterizar-se as regifes em que 0 agente esta presente, seus reservatorios
e o0s vetores envolvidos. A epidemiologia e a apresentacdo clinica das borrrelioses
modificam-se, de acordo com a regido estudada, devido a variacdo de cepas, vetores e
ecossistemnas (YOSHINARI et alii, 1997). Sabe-se que titulos de anticorpos ndo indicam

doenca, mas sim, exposicéo ao agente (GREENE, 1990). Entretanto, cées com sorologia
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positiva sdo considerados como indicadores do risco de transmisséo do agente ab homem
(LINDEMMAYER et alii, 1991). Dessa forma, a prevaléncia observada, neste estudo,
indica a presenca da B. burgdorferi lato sensu, nas regides pesquisadas, e, assm, eventuais

casos de infeccdo humana podem ocorrer nessas regides.

5.7- Carrapatos

A maior prevaléncia de carrapatos do género Amblyomma, parasitando cées de areas
rurais, esté de acordo com o que foi observado por MASSARD et alii (1981). O carrapato
R sanguineus, a espécie mais associada ao cdo, € encontrado principamente em éareas
urbanas e peri-urbanas. Todos os estdgios parasitam o cdo, justificando o encontro de
adultos sobre os animais. Por outro lado, A. cajennense tem maior especificidade parasitaria
na sua fase adulta, quando parasita principamente equideos, contrastando com a baixa
especificidade de seus estégios imaturos (LOPES et alii, 1998), fato esse observado neste
estudo. Quanto a A. aureolatum e A. ovale, s80 espécies que parasitam o cao, inclusive no
estégio adulto, mas estéo associadas & &reas rurais, com caracteristicas silvestres, assim,
sua distribuicdo é mais restrita do que A. cajennense (ARAGAO & FONSECA, 1961b).
Amblyomma aureolatum parasita habitualmente cées de cidades do interior, e €
freglientemente encontrado sobre animais silvestres da mesma regido. Porém, jafoi descrito
na cidade de Porto Alegre, em caes de rua (RIBEIRO et alii, 1997). JA A. ovale é uma
espécie de habitos nitidamente silvestres, muito raramente encontrada proximo de cidades

(ARAGAO & FONSECA, 1961b). No presente estudo, a distribuicio dessas duas espécies



foi restrita, com A. aureolatum tendo sido observado somente em Barrado Piral, e A. ovale,
somente em ltaguai, e em poucos animais.

Amblyomma cajennense foi encontrado em todos 0os municipios, com excegcdo de
Seropédica e Mangaratiba. Nos municipios de Itaguai e de Paracambi, que apresentaram as
maiores ocorréncias (42,7% e 39,0%, respectivamente), o nimero de animais, albergando
essa espécie, foi equivalente a0 nimero de animais sem esse carrapato, demonstrando a
ampla distribuicdo de A. cajennense, em caes, nesses dois municipios. Em relagdo &
mesorregides, houve diferenca significativa entre elas, com maior ocorréncia na
Mesorregi&o Metropolitana, onde 29,1% de caes estavam parasitados com A. cajennense.
Esse resultado se deu devido a grande prevaléncia dessa espécie de carrapato, nos
municipios de Itaguai e Paracambi, que fazem parte dessa mesorregido. Acredita-se que a
ausénciade A. cajennense, em cades de Seropédica, se deva principalmente ao tratamento
dos cées com carrapaticidas, visto que essa especie de carrapato é abundante em na regiéo.

A correlagdo positiva, entre a presenca de A. cajennense e a ocorréncia de H. canis,
sugere a possivel transmissdo de H. canis por essa espécie de carrapato, tendo em vista a
ataprevalénciade H. canis em cées de &reas rurais, onde a prevaléncia de R. sanguineus é
baixa, quando comparada com a presenca de A. cajennense. Espécies de Amblyomma,
encontradas parasitando cées, podem estar contribuindo para a transmissdo de H. canis.
Como jafoi citado, H. canis pode ser transmitido por outras espécies de ixodideos, além do
R sanguineus, como H. longicornis, H. flava (MURATA et alii, 1995) e A. maculatum
(MATHEW et alii, 1998). Além disso, MASSARD (1979) j& havia levantado a hip6tese de

transmissdo desse protozoario por A. aureolatum. Portanto, tornase muito importante a



realizacéo de experimentos que possam comprovar a infecgao e a transmissdo de H. canis
por carrapatos do género Amblyomma que parasitam cées no Brasil.

Amblyomma cajennense é reconhecido transmissor de Riquettsia riquetsii (DIAS &
MARTINS, 1935; LEMOS et alii, 1994), agente causador da Febre Maculosa, em cées e
seres humanos, no Brasil. Entretanto, devido a sua ampla distribuicdo, esse carrapato pode
estar envolvido na transmissdo de outros agentes, como por exemplo B. burgdorferi e H.
canis. Dessa forma, o parasitismo de caes, por carrapatos do género Amblyomma, deve ser
melhor pesquisado, assim como a possivel participacdo desse ixodideo, na transmisséo de

agentes patogénicos, a caes e seres humanos.



6. CONCLUSOES

O estudo realizado, em cées de éreas rurais do Estado do Rio de Janeiro, permitiu

concluir que nessas areas.

1- Os cées foram altamente acometidos pelos hemoparasitos Hepatozoon canis,

Babesia canis e Ehrlichia canis.

2- Hepatozoon canis foi 0 hemoparasito com maior prevaléncia.

3- O diagndstico soroldgico positivo de Borrelia burgdorferi lato sensu, em caes
de areas rurais, confirmou a presenca dessa bactéria no Estado do Rio de
Janeiro.

4- As seguintes espécies de ixodideos parasitaram cdes na seguinte ordem
decrescente de ocorréncia. Amblyomma cajennense, Rhipicephalus sanguineus,

Amblyomma aureolatum e Amblyomma ovale.

5- Os resultados obtidos indicaram que Amblyomma cajennense € um provavel

transmissor de Hepatozoon canis.
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