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RESUMO

OBJETIVO

Detecção de Ehrlichia canis, Rickettsia rickettsii, Anaplasma platys, Rangelia vitallii, Babesia canis vogeli por meio de PCR em
tempo real em cães atendidos no hospital veterinário da Universidade Santo Amaro, localizado na zona sul, do município de São
Paulo, SP, Brasil.

MÉTODOS

Foi realizada extração de DNA de 63 amostras de sangue total pelo “kit” de extração “PureLink Genomic DNA Kit” (Invitrogen®)
conforme instruções do fabricante e realizada a PCR em tempo real para a detecção de Ehrlichia canis, Rickettsia rickettsii,
Anaplasma platys, Rangelia vitallii, Babesia canis vogeli.

RESULTADOS

23,8% (15/63) das amostras foram positivas na PCR em tempo real para pelo menos um agente patogênico. Destas, 9,52% (6/63)
foram positivas para Babesia canis vogeli e 14,2% (9/63) para Ehrlichia canis. Nenhuma amostra foi positiva para Rickettsia ri-
ckettsii, Rangelia vitalli e Anaplasma platys.

CONCLUSÕES

Este estudo demonstrou a presença de B. canis vogeli e E. canis em cães de áreas de fragmentação de Mata Atlântica aos arre-
dores da represa Guarapiranga da cidade de São Paulo de maneira inédita, ampliando o conhecimento da dispersão desse agente
no país.

DESCRITORES

Ehrlichia canis, Rangelia vitalli, Babesia canis vogeli, Rickettsia rickettsii, Anaplasma platys.
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INTRODUÇÃO

Os artrópodes e suas hemoparasitoses associadas1 têm se ex-
pandido por diferentes regiões do mundo, devido às mudanças
climáticas e o acesso desses parasitas à novos habitats am-
bientais². Desta forma, o diagnóstico molecular destes agen-
tes patogênicos relacionados com a área geográfica estudada
fornece dados epidemiológicos importantes para profilaxia,
controle e tratamento das enfermidades².

Entre as manifestações clínicas que os cães acometidos
podem apresentar, destacam-se hipertermia, perda de peso,
letargia/apatia, palidez de mucosas, linfadenopatias, hemor-
ragias difusas, hematúria, icterícia, petéquias, podendo pro-
gredir ao óbito³,⁴. As alterações laboratoriais mais comuns são
trombocitopenia, anemia hemolítica, leucocitose ou leucope-
nia, hiperglobulinemia, hipoalbuminemia, hemoglobinúria e
proteinúria³,⁴.

Entre os agentes que causam hemoparasitose canina estão
a Anaplasma platys, Babesia canis e Babesia gibsoni, Ehrlichia
canis, Rangelia vitalii e Rickettsia spp.

A espécie Anaplasma platys pertence à Ordem Rickettsiales, 
Família Anaplasmataceae e Gênero Anaplasma⁵. São bactérias 
gram-negativas, intracelulares obrigatórias de plaquetas, sen-
do responsáveis pelo desenvolvimento de um quadro clínico 
denominado trombocitopenia cíclica canina⁶. O vetor do A. 
platys permanece incerto, porém existem diversas ocorrências 
de coinfecções com Ehrlichia canis e Babesia canis, sugerindo o 
envolvimento do carrapato Rhipicephalus sanguineus s.l.⁷,⁸,⁹. 

A Babesiose canina brasileira é uma doença que possui como 
vetores os carrapatos da espécie Rhipicephalus sanguineus 
s.l., sendo causada por hematozoários que parasitam, prefe-
rencialmente, eritrócitos jovens¹⁰. As espécies Babesia canis 
e Babesia gibsoni são os agentes etiológicos da doença¹¹,¹². 
São conhecidas três subespécies de B. canis: B. canis transmi-
tida pelo Dermacentor reticulatus na Europa; B. canis vogeli, 
transmitida pelo Rhipicephalus sanguineus s.l. em regiões tro-
picais e subtropicais e B. canis rossi, transmitida pelo Haemo-
physalis leachi na África do Sul¹³.

Com relação a epidemiologia das subespécies de Babesia ca-
nis no Brasil, a B. canis vogeli é a mais diagnosticada em cães,
quando comparada as outras subespécies, independentemente
da idade ou raça do animal¹⁴. Porém, há recentes estudos mo-
leculares realizados no país relatando casos da doença causa-
da pela B. gibsoni¹⁵.

As bactérias do gênero Ehrlichia são parasitas intracelulares
obrigatórios gram-negativos que parasitam células hematopoi-
éticas, como monócitos, macrófagos e neutrófilos. Em dife-
rentes partes do mundo, incluindo o continente americano, o
carrapato R. sanguineus é o vetor principal, se não o único, da
bactéria Ehrlichia canis, agente etiológico da Erliquiose Mo-
nocítica Canina (EMC)⁷. A EMC, no Brasil, vem apresentando
casuística crescente em hospitais e clínicas veterinárias, sen-
do considerada, por muitos, como uma das mais importantes
doenças transmissíveis na clínica de pequenos animais¹⁶,¹⁷.

O protozoário R. vitalii pertence a Ordem Piroplasmorida e
infecta eritrócitos e células endoteliais de canídeos¹⁸. Em um
trabalho recente realizado por Soares¹⁹, foi relatado que a
espécie A. aureolatum demonstrou competência vetorial para
R. vitalii, pois foi capaz de adquirir e transmitir o agente entre
cães domésticos, diferentemente das espécies A. ovale, A.ti-
grinum, A. cajennense e R. sanguineus.

O gênero Rickettsia compreende bactérias gram negativas
intracelulares obrigatórias, algumas com potencial zoonótico
em diferentes partes do mundo³¹. R. rickettsii é considerada
a espécie mais patogênica³³, sendo relatada em diferentes pa-
íses como Estados Unidos da América (EUA), México, Canadá,
Costa Rica, Panamá, Colômbia, Argentina e Brasil²⁰. Os carra-
patos do gênero Amblyomma são os vetores da Febre Maculosa

brasileira (FMB), sendo A. sculptum (antigo A. cajennense),
A. aureolatum e A. ovale (vetor da R. parkeri) consideradas
as espécies mais importantes na transmissão da doença²¹,²².

O conhecimento dos patógenos mais frequentes na região
estudada, assim como a associação com os vetores mais encon-
trados nesse tipo de ecossistema, auxiliam no direcionamen-
to do diagnóstico definitivo e colaboram com a manutenção
da saúde e do bem social da comunidade humana que reside
na área. Tendo em vista estes fatores, este trabalho teve por
objetivo o diagnóstico molecular quanto a presença de Ehrli-
chia canis, Rickettsia rickettsii, Anaplasma platys, Rangelia
vitallii, Babesia canis vogeli em cães atendidos no hospital
veterinário da Universidade Santo Amaro, localizado na zona
sul do município de São Paulo, SP, Brasil.

MÉTODOS

Foi utilizado sangue total colhido entre janeiro e dezembro 
de 2017, de 63 cães atendidos no Hospital Veterinário da Uni-
versidade Santo Amaro (UNISA), residentes na zona sul da ci-
dade de São Paulo, em áreas de fragmentação de mata atlân-
tica aos arredores da Represa de Guarapiranga (23°42’0”S; 
46°42’0”W)²³. O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética do 
Uso de Animais da Universidade Santo Amaro (CEUA 17/2018). 

As amostras de sangue total foram processadas individual-
mente. A extração de DNA foi realizada com o Kit de extração 
Purelink Genomic DNA (Invitrogen®), conforme instruções do fa-
bricante. Os eluatos obtidos de DNA foram devidamente identifi-
cados e armazenados a -20º C para posterior análise molecular. 

A PCR em tempo real para Anaplasma platys foi realizada 
através da amplificação do gene 18s rRNA, com os primers An-
1-F e An2-R, associados a uma sonda interna específica (6FAM-
-CGGATTTTTGTCGTAGCTTGCTATGATQSY)²⁴.

A PCR em tempo real para Babesia canis vogeli foi realizada
utilizando-se os primers senso hsp70-F e antisenso hsp70-R as-
sociados à uma sonda interna fluorogênica específica (5′- Hex/
AGCGCCAGGCCACCAAGGACGCT-3´-IABlkFQ), obtendo-se à
amplificação de um fragmento do gene hsp70²⁵.

Para E. canis, a PCR em tempo real foi realizada utilizan-
do-se os primers Dsb-321 e Dsb-671, além da sonda específica
TaqMan (5`- AGCTAGTGCTGCTTGGGCAACTTTGAGTGAA - 3´) 5’
FAM/BHQ – 1 3’, obtendo-se uma sequência de nucleotídeos
amplificados do gene dsb²⁶.

A PCR em tempo real para R. vitalii utilizou os oligonucle-
otídeos iniciadores denominados senso Rv751-770 e antisenso
Rv930-91, além de sonda TaqMan [5’- 6-FAM (CCT TAT CAA ATC
ATT CTT C) MGB NFQ -3’]. Este par de primers corresponde à
amplificação de um fragmento do gene hsp70²⁷.

Para detecção de Rickettsia rickettsii através de PCR em tem-
po real foi utilizado o par de primers CS5 e CS6 que amplificam 
um fragmento do gene citrato sintase de Rickettsia spp., asso-
ciado a uma sonda interna fluorogênica (5´ 6-FAM – BHQ-1 3´)²⁸. 

As reações foram realizadas em placas de 96 poços subme-
tidas a variações térmicas correspondentes a um ciclo inicial 
de 95°C por 5 minutos, seguido por 40 ciclos de 95°C por 15 
segundos e 60°C por um minuto²⁸. A amplificação, aquisição e 
análise de dados foram realizadas através do sistema de de-
tecção multicolor para Real-Time PCR (7500 Real-Time PCR
Systems – Applied BioSystems, Foster City, CA, EUA).

RESULTADOS

Das 63 amostras de cães testadas, quinze (23,8%) foram po-
sitivas na PCR em tempo real para pelo menos um agente es-
tudado. Destas: 6 (9,52%) para Babesia canis vogeli e 9 (14,2%)
para Ehrlichia canis. Nenhuma amostra foi positiva para Ri-
ckettsia rickettsii, Rangelia vitalli e Anaplasma platys.
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DISCUSSÃO

As doenças transmitidas por carrapatos representam parcela
importante da clínica médica humana e veterinária do mundo
todo, com um ciclo envolvendo vertebrados e invertebrados
interagindo em biomas em constantes mudanças²⁹. A cidade
de São Paulo é caracterizada por variações do clima tropical,
com presença de fragmentos de Mata Atlântica²³. Apesar des-
te bioma possuir condições climáticas propícias para o desen-
volvimento de carrapatos do gênero Amblyomma spp.³º, ne-
nhuma amostra foi positiva para R. vitalii e R. rickettsii.

Das 63 amostras analisadas, 15 (23,8%) foram positivas para
ao menos um patógeno. Na última década, pesquisas molecu-
lares em locais distintos do Brasil relataram dados diferentes.
Um estudo na cidade de Recife, em área ambiental semelhan-
te ao do presente estudo, detectou 45,35% de positividade nas
amostras de cães analisadas para E. canis, B. canis vogeli e A.
platys³¹, porém, no Maranhão em uma área de transição entre
Floresta Equatorial e Cerrado, em apenas 3,7% de 322 amos-
tras foi detectado o DNA para B. canis vogeli e E. canis³². É
importante ressaltar que devido o comportamento nidícola do
R. sanguineus s.l., as diferenças ambientais pouco impactam
na infestação ambiental deste vetor²⁹, sugerindo que o mane-
jo sanitário e a guarda responsável são condutas importantes
no controle dessas hemoparasitoses. Um outro fator que pode
ter contribuído para a divergência entre os dados foram os
métodos de amostragens utilizados nos estudos.

No presente estudo foi possível a detecção, através da PCR
em tempo real, de 9,52% (6/63) das amostras para B. canis
vogeli e 14,2% (9/63) para E. canis. Todos esses agentes são
transmitidos pelo R. sanguineus s.l. que por possuir comporta-
mento nidícolas e domicílios urbanos como habitat²⁹, encontra
na grande área urbana da região metropolitana de São Paulo e,
no grande número de cães domésticos, condições ideias para
sua manutenção e transmissão dos patógenos.

Apesar de não ter sido observada a detecção de Anaplasma
platys, sua presença já foi descrita no Rio Grande do Sul³³ com
frequência de 14,05% em amostras de cães coletadas entre
2007 e 2009. No Brasil, temos duas populações diferentes de
Rhipicephalus sanguineus s.l., uma que é encontrada nas regi-
ões tropicais e a outra em subtropicais, e são necessários mais
estudos para verificar se a competência vetorial para este pa-
tógeno ocorre da mesma maneira entre as duas populações, o
que poderia explicar a diferença entre os dois estudos; confor-
me foi observado para E. canis³⁴.

Das amostras analisadas, 9,52% (6/63) foram positivas para
Babesia canis vogeli em infecção única. Castelli e colabora-
dores³⁵ em um estudo realizado em um condomínio residen-
cial na cidade de Embu Guaçú, SP, área de fragmentação de
Mata Atlântica, encontrou 16,25% (13/80) de positividade em
amostras de cães para Babesia canis vogeli. Azevedo e colabo-
radores³⁶, em trabalho científico realizado em um abrigo de
animais no munícipio de São Bernardo do Campo, SP, em área
ambiental semelhante ao nosso estudo, encontraram 20,9%
(17/81) dos cães positivos para Babesia canis vogeli. Uma hi-
pótese que poderia explicar essas diferenças é a caracteriza-
ção da população dos animais amostrados. A alta densidade
populacional canina encontrada no abrigo e no condomínio po-
deria favorecer tanto o aumento do número de carrapatos da
espécie R. sanguineus e sua permanência no meio ambiente,
quanto a circulação do patógeno na população canina³⁵,³⁶.

A PCR em tempo real para E. canis foi positiva, como infec-
ção única, em 9/63 (14,2%) das amostras analisadas. Casos de
infecção humana por Ehrlichia canis associados ao carrapato
R. sanguineus foram relatados na Venezuela, causando uma
doença chamada Erliquiose Monocítica em humanos (EMH)³⁷ e,
há relatos na literatura científica de parasitismo em humanos
por R. sanguineus em Pernambuco³⁸, sugerindo a necessidade

de novos estudos científicos para elucidar o caráter zoonótico
do agente no Brasil.

Nenhuma amostra foi positiva para R. vitalli, mesmo já ten-
do sido descrita na zona norte da cidade, em uma área de
fragmentação de Mata Atlântica³⁹, o que sugere a necessidade
do monitoramento deste patógeno na região sul, pois essa in-
fecção pode causar doença severa em cães domésticos⁴⁰.

Apesar dos animais testados residirem perto a regiões com
fragmentos de Mata Atlântica, ambiente propício para o de-
senvolvimento dos vetores do gênero Amblyomma²¹,³⁰, ne-
nhuma amostra foi positiva para R. rickettsii. Até o momento,
existe apenas um relato de R. rickettsii em cães no Brasil⁴¹.
Devido os cães amplificarem a bactéria na circulação sistêmica
por um curto período e posteriormente se tornarem imunes ao
longo da vida, não podemos concluir que os animais do pre-
sente estudo não tiveram contato com o agente patogênico⁴².
É importante ressaltar que R. sanguineus s.l também demons-
trou ser um vetor competente de R. rickettsii para cães⁴² e é
reconhecido como o principal vetor da bactéria para humanos
em algumas áreas do norte do México⁴³.

A detecção de DNA de B. canis vogeli e E. canis em cães resi-
dentes de áreas de fragmentação de Mata Atlântica, aos arre-
dores da Represa de Guarapiranga na zona sul da cidade de São
Paulo de maneira inédita ampliam o conhecimento da dispersão
desse agente no País e; o papel do R. sanguineus s.l. como vetor
de agentes patogênicos no Brasil não pode ser negligenciado.
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