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RESUMO: pe 106 Ratais norvegicus capturados no Estado do
Rio de Janeiro, observou-se que 25,47X estavam parasi-
tados por Grahamella Iegeri sp. n. na zona rural a preva-
Iéncia foi de 53,84% e na zona urbana de 16,25X. A
riquetsia foi identificada em esfregacos de sangue pe-
riférico, corados pelo método Giemsa, sendo analisada
morfolégica e biologicamente. As tentativas de trans-
missdo do parasito para diferentes espécies de mamife-
ros, por inoculacdo de sangue infectado, s6 tiveram
éxito para R norvegicus; nestes se provocou aumento da
parasitemia conseqiente a esplenectomia ou a injegdes
de dexametasona. Registrou-se a evolugcdo de quadro
clinico de anemia induzida pela infeccdo com G. Iegeri.
Nao houve éxito no cultivo da riquetsia em meio de
cultura tido como especifico para o género. Discutiu-
se a posicdo sistematica, concluindo-se pela impro-
priedade da denominagio de Grahamella muris Leger, 1913,
pelo que se propds o nome Grahamella Iegeri, em homenagem
a André Legér.
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INTRODUCAO

Na tentativa de rever a classificacdo das espé-
cies de Grahamelld Brunpt, 1911, UEINNAM (1957) apud
BREED et al. *, afirmou que nunerosas espécies haviam
sido denominadas de acordo com seus hospedeiros, mas
que ndo havia evidéncias satisfatérias de que sejam
microorganismos diferentes.

Revendo-se a literatura, fica notério que os hos-
pedeiros de Grahamella spp. sdo espécies de Rodentia,
sendo apenas un ndmero limitado nas ordens Chiroptera,
Primata e Galliformes. Entre os Rodentia os hospedei-
ros comuns do género Grahamella pertencem as familias
Muridae ou Cricetidae. Para facilitar a compreensao
foi realizada revisdo da nomenclatura zoolégica dos
roedores hospedeiros de Grahamella spp. e nomenclatura
protofitica das espécies ndo denominadas por KIKUTH #
(Quad. 1).

Grahamella muris carini, 1915, foi rejeitada como
espécie valida por CARINI e FONSECA 11, argunentando
que esse microorganismo era uma espécie do género
Haemobartonella.

0 presente trabalho objetivou estudar a infecgédo
de ratos pela Grahamella Iegeri sp. n., abordando aspec-
tos relativos a sua biologia, patogenia e taxonomia.

MATERIAL E METODO

0 trabalho foi realizado no Setor Laboratério da
Estacdo para Pesquisas Parasitoldgicas U.0. Neitz
(EPPUON) do Curso de Pés-Graduagdo em Medicina Veteri-
naria - Parasitologia Veterinaria (CPGPV) da Universi-
dade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ).

Durante o trabalho foram utilizados: 32 Ratius
norvegicus, linhagem albina, machos e fémeas com até 12
meses de idade, nascidos e criados em laboratdrio; 106
exemplares de R. NOMVEGiCUS Berkenhout, 1769, machos e
fémeas, com 1idade ndo determinada, capturados no 'cam-
pus" da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro e
em outras é&reas do Estado do Rio de Janeiro; quatro
Mus musculus L., 1758, dois machos e duas fémeas, adul-
tos, nascidos e criados em laboratério; cinco MeSOCri-
cetus auratus uaterhouse, 1840, machos, com quatro a seis
meses de idade, nascidos e criados em laboratério;
cinco Cavia pOI’CG”US L., machos e adultos, nascidos e
laboratério; dois Didelpfus marsupialis L.,
1758, casal adulto, capturado no 'campus" universita-
rio e mantido em cativeiro por mais de seis meses;
quatro Felis catus L., 1758, un macho e trés fémeas, com
seis meses de idade, nascidos e criados em laboraté-
rio; dois Canisfamiliaris 1., 1758, machos com trés meses
de idade, nascidos e criados em laboratério, e dois
Gallus gallus L., 1758, com trés dias de nascidos em cho-
cadeira.

Os ratos selvagens capturados eram provenientes
dos bairros de Botafogo, Tijuca e Campo Grande, no Mu-
nicipio do Rio de Janeiro, e do distrito de Seropé-
dica, no Municipio de Itaguai. No mesmo dia da captura
com armadilha os ratos foram examinados para a evidén-
cia de hemoparasitos pela preparacdo de esfregacgos
sangiiineos corados com corante Giemsa. 0 sangue para

criados em
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preparacdo do esfregaco foi obtido da ponta da cauda
dos animais.

Ratos parasitados por riquetsias serviram de doa-
dores de material parasitario para: ratos selvagens
livres de hemoparasitos, ratos brancos, cdes, gatos,
gambas, hamster, cobaios, camundongos e pintos. Para
transmissdo do parasita era obtido sangue por pungao
cardiaca, com seringa descartavel contendo solucdo de
citrato de sodio a 4%, inoculando-se 0,5 ml de
sangue/animal  receptor via intraperitoneal. Ratos
brancos que desenvolveram parasitemia também serviram
de doadores para outros receptores, seguindo a mesma
metodologia.

Ap6s a inoculacdo do sangue infectado, cada re-
ceptor foi examinado a intervalos de 24 horas,
anotando-se seu comportamento e preparando-se esfrega-
¢os sangiifneos.

Ratos selvagens e brancos, cdes, gatos, hamsters,
gambas e cobaios foram esplertectomizados e/ou tratados
com cortisona (dexametasona, 2. 1 fosfato) DECADRON -
MSD via intramuscular, na dose 1 ml/animal/dia durante
sete dias, para induzir imunossupresséao.

Quando ocorriam mortes no decorrer do experi-
mento, os animais eram necropsiados, pesquisando-se a
presenca do parasito em preparados de compressdo e
aposicdo de drgdos, corados com corante Giemsa; meto-
dologia 1idéntica foi empregada para pesquisa do para-
sito nos bacos removidos cirurgicamente.

Como tentativa de isolamento e manutencdo do pa-
rasito em cultura foi usado o meio &gar-sangue espe-
cial para o género GrahameUa, de acordo com KIKUTH

Para quantificar a parasitemia, adotou-se a se-
guinte proporcdo sobre o nlnero de eritrécitos parasi-
tados: até 9% * 1+; de 10 a 39% = 2&; 40 a 68X = 3*;
70 a 89% = 4+ e 90 a 100% = 5*.

RESULTADOS

Dos 106 ratos, capturados no Estado do Rio de Ja-
neiro, 25,47% estavam parasitados por GrahameUa sp.;
na zona rural (Seropédica e Campo Grande) a percenta-
gem foi de 53,84% e de 16,25% na zona urbana (Botafogo
e Tijuca). Em todos os achados a parasitemia sempre
foi muito baixa, com poucos eritrécitos parasitados e
pouquissimos corpusculos por eritrécitos.

Todas as tentativas de transmissdo da riquetsia
para animais que n&o R&&USHOH&QEUS fracassaram, mesmo
nos receptores imunossuprimidos; sé houve desenvolvi-
mento do parasito apds inoculagdo em ratos selvagens e
em ratos brancos, com pré-paténcia maxima de seis dias
(Fig. 1).

A esplenectomia favoreceu o aunento do nlnero de
corpusculos pouca influéncia
teve sobre a percentagem de eritrocitos parasitados.

intra-eritrociticos e
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As injecBes de dexametasona provocaram exacerbacdo
abrupta da parasitemia (Fig. 2).

Nos o6rgdos pesquisados encontraram-se formas
intra-eritrociticas da GrahameUa sp. no pulmido, Fi-
gado, coracdo e adrenal.

Nao houve crescimento das riquetsias no meio de
cultura composto a base de &gar-sangue, tido como es-
pecifico para GrahameUa spp. KIKUTH

Nos ratos infectados por 1inoculagdo de sangue, a
parasitemia variou entre 1+ a 4+, em decorréncia do
estado fisiolégico do hospedeiro. 0 nlGnero de bastone-
tes intra-eritrociticos/glébulos, variou de 04 a 64, e
0 maximo observado nas infecgbes a campo foi de 20
bastonetes/er itréc ito.

Foi comprovada correlagdo positiva entre o pe-
riodo de paténcia e o periodo pré-patente da infecgéo
por GrahameUa sp. (Fig. 3).

Corada pelo método Giemsa, a GrahameUa sp.
apresentava-se, geralmente, em forma de bastonetes
vermelhos, intensamente corada, medindo 1jjn de com-
primento por 0,24jjn de largura; na maioria das vezes
estavam dispersos pelo citoplasma eritrocitico mas,
algumas vezes, concentravam-se na periferia, eram fre-
qlientes as formas bipolares por estrangulamento cen-
tral do bastonete. Também
livres no plasma, mas agrupados as proximidades de
eritrécitos rompidos.

Aproximadamente una semana apés a comprovacdo mi-
croscopica do parasitismo, notava-se a evolugdo de
processo anemiante agudo, com acentuacdo da anisoci-

foram notados elementos

tose; eritrécitos com mais de sete bastonetes apresen-
tavam policromasia e poiquilocitose severa. 0s hospe-
deiros com alta parasitemia (3* ou 4+) demonstravam
profunda apatia, anorexia, bradipnéia e
bradicardia, sendo freqientemente vitimas do ataque
dos companheiros confinados na mesma caixa.

prostracéo,

DISCUSSAO

Os percentuais de parasitismo natural constatado
na zona urbana, zona rural e no grupo como un todo,
concordam com os resultados citados em literatura
FRANDSEN; GRUNDMANN VV; LAGE 22; LAGE; LAGE 23; LEGER
2S discordam dos de FONSECA e PRADO 16 que justifica-
ram a maior prevaléncia na zona urbana.

0 sucesso obtido na transmissdo intra-especifica
de GrahameUa sp. contraria os resultados de KRAMPITZ
2 e LAGE 22, pois esses autores afirmaram ser viavel
a transmissdo dessa riquetsia pela inoculacdo de san-
gue infectado; entretanto, TYZZER
cilidade dessa via de transmissdo para receptores sen-

reconheceu a fa-

siveis.
A influéncia comprovada da esplenectomia sobre a
presenca dos bastonetes no sangue dos ratos ople-se as
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afirmagbes de BRUYNOGHE; VASSILIADIS 7 e UEINMAN
(1957) apud BREED et at. sobre a inexisténcia de
efeito pela extirpacdo do baco, mas encontra identi-
dade com os resultados de KRAMPITZ 21 e LEGER 25. A
depressao imunolégica provocada pela injecdo diaria de
cortisona, resultando na exacerbagdo da parasitenmia,
coincide com os achados de UBATUBA e VIEIRA 33 para a
familia Bartonellaceae.

Nenhuma explicacdo se encontrou para justificar o
insucesso das tentativas de cultivo da GrahameUa sp.
no meio preconizado por KIKUTH 27, vale o destaque de
que BUCHANAM e GIBBONS 8 também ndo o conseguiram.

0Os resultados de reinoculagdes indicaram que a
tendéncia para a uniformizagdo da parasitemia é acom-
panhada de sensivel reducdo dos periodos pré-patente e
patente; o constante estimulo desencadeado pelas rei-
noculagdes de GrahameUa sp. no sistema reticulo ertdo-
telial deve ser o responsavel por essas tendéncias, em
funcdo do aunento da fagocitose como mecanismo de de-
fesa, explicacdo baseada nas afirmacdes de UBATURA e
VIEIRA 3

CARINI e FONSECA
classif icatérios do género GrahameUa, o aspecto, a
forma, a distribuicdo intra-eritrocitica e as afinida-
des tintoriais, utilizados no presente estudo e permi-

referiram como caracteres

tiram o facil diagnéstico genérico.

Os encontros de formas bipolares
aos achados de LAGE 22 que os interpretou como formas
de divisdo do parasito; e a constatacdo de bastonetes

identificam-se

livres mantém correspondéncia com a interpretagdo de
KARTMAN que considerou ser resultado da rutura dos
eritrécitos no ato do preparo do esfregago sangiiineo.

A alteracdo etoldgica de ratos parasitados e a
constatagdo do processo anemiante justificam a inclu-
sdo do género GrahameUa como un patégeno, vindo con-
firmar a colocacdo de BUCHANAM e GIBBONS 8 sobre a
possivel agdo patogénica desses microorganismos, suge-
rindo, inclusive, o termo Grahamellosis para a doenca
decorrente do parasitismo.

Desde a proposicdo do género GrahameUa por BRUMPT

, varias espécies tém sido propostas (LOPES et al.
); esses autores citam como critério reconhecido e
adotado para a separagdo de espécies, o hospedeiro que
parasitam. BUCHANAM e GIBBONS 8 julgaram insatisfaté-
rio esse critério e haviam sugerido a utilizagdo de
provas adicionais; e, de acordo com TYZZER 32, tanto o
cultivo em meio artificial como a transmissdo experi-
mental sdo fundamentais para a proposicdo de espécies.

Em quase todos os trabalhos de referéncia sobre o
género GrahameUa que listam espécies com os respecti-
vos autores que as propuseram, hospedeiros e procedén-
cia indicam G. MUNS como parasita de Raaus morio
Trouessart, 1890 (= MUS MAUrUs) de autoria de LEGER 24,
com material procedente do Senegal. Entretanto, LEGER

, em momento algun menciona a espécie trabalhada.

referindo-se somente a corplsculos intra-eritrociticos
como GrahameUa sp.

JOYEUX , na Guiné Francesa, encontrou GrahameUa
sp. no sangue de duas espécies de ratos: GqundafaUax,
que BRUMPT ~ chamou GrahameUa joyewd, e Raaus raaus (=
Mus raaus), que KIKUTH 2¢* identificou como GrahameUa
acodoni. o mesmo KIKLﬁH 20 citou como G. musculi as
riquetsias que COLES encontrou no sangue de Microtus
arvals pailas, 1778 na Inglaterra. Foi ainda KIKUTH 20
que identificou G.MUNS (considerando como espécie pro-
posta por LEGER en R, norvegicus e R raaus, e G. acodoni
en R norvegicus, a partir de material obtido por MACFIE

na Nigéria.

A primeira proposta real de G. MUris foi a de
CARINI , a partir de material proveniente de R.
norvegicus de S&o Paulo; coincidentemente, e6sa foi a
primeira citacdo do género GrahameUa na América do
sul, e que levou FARIA e PINTO 15 a listaren G. muris
no Brasil. Contudo CARINI e FONSECA 11, retratando-se
0 equivoco, recombinam o parasito estudado por CARINI

, colocando-o como Haemobartonella muris Mayer. 0 proé-
prio CARINI 10 propusera a espécie G. acodoni parasita
de Akodon serrenas em sao Paulo.

G. musculi  foi
BAZILLE 3 para microorganismos parasitas do sangue de
M. musculus atbino na Franca.

PARZUANIDSE (1926) apud KIKUTH 2° propes G. criced
como parasito de Cricetus domesacus L., 1758 da
Transcaucasia; essa espécie também foi identificada
por KIKUTH 2~ em sangue de R. HOFVEQiCUS, trabalhado por
NAUCK 3® que ndo referiu a espécie da riquetsia e de
Raaus sp. dOZ Suddo, e os trabalhados por BALFOUR 1.

BAYON ~, em lista das ocorréncias ja publicadas
do género GrahameUa, refere-se aos trabalhos de LEGER
27; MACFIE ~7,28" e 9 sen) cjtar as espécies.
Ndo propondo nova espécie, KARTMAN assinalou o
encontro de GrahameUa sp. em Raaus hawaiensis  stone,
1917 no Hawai,
adicionais sobre a classificacdo desses parasitos, em-
bora mencione G. MUS carini, 1915 e G. joyewé Brunpt,
1913. Também LAGE e LAGE 23 citam CARINI 9 como o pri-
meiro a encontrar o género GrahameUa na América do
Sul, igualmente desconhecendo o trabalho de CARINI e
FONSECA 11 em que invalidam tal afirmacgéo.

Portanto, esta evidente que LEGER 24

e destacou a necessidade de estudos

ndo prop6s a
propds
invalidado

espécie que a ele é atribuida; que CARINI
incorretamente a espécie,
sua proposicgdo; que KIKUTH 27~ e LOPES et al. 2" também
ndo propuseram nome a espécie de GrahameUa parasita de
R. NOMVegicus referindo-se como G. MUMS Leger, 1913, o
que é um profundo equivoco, e como nenhun outro autor
designou essa espécie de riquetsia, estamos propondo o
nome GrahameUa Iegeri, como espécie parasita de Raaus nor-
vegicus em homenagem a André Leger, o primeiro a
reconhecer esses organismos em roedores.

tendo ele mesmo

Braz. J.vei. Res anim. Sei., sao Paulo, v.29, n.1, p.67-75, 1992.

uma espécie proposta por BENOIT-
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SERRA FREIRE, N.M.; FURLONG, J. GrahameUa legeri sp. n.

(Rickettsiales: Bartonellaceae) haemoparasite of
Ramis norvegtcus (Berkenhout, 1769).  Braz. J. vet. Res.
anim.Scl., sso Paulo, v.29, n.1, p.67-75, 1992.

SUMMARY: 1t was observed that 25.47X of the Ramis
NOMVEQICUS examined from the Rio de Janeiro State, Bra-
zil, were infected by GrahameUa Iegeri sp. n. being
53.84X in the rural and 16.25X in the urban zone. The
rickettsia found in the blood smears and organ
imprints stained by the method of Giemsa was studied
morphologically and biologically. The experimental
transmission with infected blood was obtained only
between individuals of the same species and the
enhancement of its virulence by the stress of the host
was obtained with Dexa-metazone or by splenectomy. The
cultivation of the parasite was attempted iIn an arti-
ficial medium, specific for GrahameUa spp. The patho-
genicity of the organism was demonstrated. Its syste-
matic position was discussed and it was concluded that
it represents a new species of Rickettsiales,
Bartonellaceae, S0 for improperly denominated
GrahameUa muris Leger, 1913, for which it is proposed
the name GrahameUa legeri in honor of André Leger.

UNITERMS: GrahameUa legeri; Ratais norvegtcus ; Rickettsia
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FIGURA 2 -

Influéncia da Daxamatazona na paraiitamia da Grahameua |egeI'I ip. n. am RattUS nONeg|CUS

linhagem albina.

Braz. J.vet. Resarum. Sei., Sfo Paulo, v.29, n.1, p.67-75, 1992.
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FIGURA 3 — Relagdo entre Pré-peténcia e Paténcia em infecgio experimental de RalJS norvegicus. linhagem albina nio esplenecto-

mizados, com Grahame"a |egen «p. n.

Braz.J vet.Resanim.Sci., sso Paulo, v.29, n.1, p.67-75, 1992.



