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RESUMO

O objetivo do presente trabalho foi determinar a prevaléncia de anticorpos anti-Brucella canis em caes do
municipio de Patos, Estado da Paraiba, identificar fatores de risco associados a soropositividade, e
confirmar a infecgdo por cultivo microbiolégico e Reagdo em Cadeia pela Polimerase (PCR). Soros
sanguineos de 193 caes foram testados pela prova de imunodifusdo em gel de agar (IDGA), utilizando
antigeno de lipopolissacarideos e proteinas de Brucella ovis, amostra Reo 198, para o diagndstico
sorolégico da infec¢do. Para o isolamento de Brucella canis, foram procedidos hemocultivo e cultivo de
medula éssea de animais soropositivos. Seis animais foram soropositivos na IDGA, resultando em uma
soroprevaléncia de 3,11% (IC 95% = 1,15% — 6,64%). Foi isolada Brucella canis da medula éssea de um
animal soropositivo, com confirmagdo pela PCR. A nao realizagdo de limpeza no ambiente dos animais
foi identificada como fator de risco (odds ratio = 7,91). O presente trabalho & o primeiro a relatar o
isolamento de Brucella canis em caes do Nordeste do Brasil.
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BRUCELLOSIS DUE TO Brucella canis IN DOGS ATTENDED ON VETERINARY HOSPITAL OF THE
CSTR/UFCG: SEROLOGICAL SURVEY, RISK FACTORS AND CONFIRMATION OF THE INFECTION BY
PCR

ABSTRACT

The aim of this work was to determine the prevalence of anti-Brucella canis antibodies in dogs from
Patos municipality, Paraiba State, as well as to identify risk factors associated with seropositivity, and to
confirm the infection by microbiological culture and Polimerase Chain Reaction (PCR). Sera from 193
dogs were tested by the agar gel immunodiffusion test (AGID), using lipopolysaccharides and proteins
antigens from Brucella ovis, strain Reo 198, for the serological diagnosis of the infection. For the isolation
of Brucella canis blood and bone marrow cultures from seropositive animals were carried out. Six animals
tested seropositive in AGID, resulting in a seroprevalence of 3.11% (95% CI = 1.15% — 6.64%). Brucella
canis was isolated from bone marrow from one seropositive animal, with confirmation by PCR. Do not
clean the environment in which the animals stay was identified as risk factor (odds ratio = 7.91). The
present work was the first on reporting the Brucella canis isolation from dogs in the Northeast region of
Brazil.
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INTRODUGAO

Os caes de companhia apresentam hoje uma inser¢ao muito grande na sociedade, o que gera
preocupacado em relacdo a sanidade desses animais. Nesse contexto, atengdo deve ser dada a brucelose
canina, que acarreta problemas reprodutivos em machos e fémeas, prejuizos ao criador de cédes e ainda
causa importante zoonose (MINHARRO et al., 2005)

No contexto de saude publica, o cao foi, por muito tempo, negligenciado como fonte de infecgdo de
brucelose para o homem, pois apresenta resisténcia relativa natural a infeccdo por Brucella abortus,
Brucella melitensis e Brucella suis (CARMICHAEL, 1990). Os registros de cdes e gatos infectados por
brucelas lisas referiram bacteremia transitéria associada a orquite, epididimite, linfadenopatia e abortamento
(KARLSON e CLAUSEN, 1940; NOLAN, 1940; BARR et al., 1986; FORBES, 1990), no entanto, também
foram observadas infec¢des sub-clinicas e auto-limitantes (HALL, 1971; RANDHAWA et al., 1977).

O agente da brucelose canina foi isolado pela primeira vez em 1966, durante episddios de
abortamentos em canis de Nova Jersey, Estados Unidos da América (CARMICHAEL, 1966), da placenta e
tecidos fetais de cadelas que abortaram, no entanto, a caracteristica rugosa das colbénias e as diferencas
em reagdes bioquimicas e antigénicas da bactéria permitiram o estabelecimento de uma nova espécie, a
Brucella canis (CARMICHAEL e BRUNNER, 1968).

A Brucella canis é uma bactéria intracelular obrigatéria, gram-negativa, aerébica, sem capsula e nao
formadora de esporos (CARMICHAEL e GREENE, 1998). Cresce bem em meios enriquecidos como agar-
Brucella enriquecido com 5% de sangue ovino (QUINN et al., 1994). O crescimento ocorre em dois ou trés
dias onde se visualiza colénias pequenas (1,0-1,5 mm de didmetro), ndo causam hemdlise, sao
translucidas, brilhantes, convexas de bordos arredondados e bem definidos. Como caracteristicas
bioquimicas é oxidase positiva, catalase positiva, citrato negativa, Mac Conkey negativa, motilidade
negativa, ndo produz H,S, reduz o nitrato e é produtora de urease. Esse agente causa uma bacteremia
intermitente e de extensa duragéo, desenvolvendo algumas alteragdes reprodutivas (MOORE et al. 1967).
Ao contrario de outras infecgdes sistémicas, os animais estdo aparentemente sadios (CARMICHAEL, 1998;
DZIEZYC, 2000).

Nas fémeas, o principal sinal clinico € o abortamento entre 45 e 59 dias de gestagdo (JOHNSON e
WALKER, 1992; CARMICHAEL e GREENE, 1998; WANKE, 2004). Embora o abortamento ocorra mais
frequentemente no tergo final, a gestagao também pode ser interrompida em outras etapas. Se a gestagao
ndo € interrompida, os filhotes nascem fracos e muitos ndo conseguem viver até a puberdade, mas se
algum dos neonatos sobrevive, apresenta linfadenopatia periférica como primeira manifestagcao clinica da
doenca até que ele alcance a maturidade sexual (JOHNSON e WALKER, 1992; DZIEZYC, 2000). No
macho, esta associada a epididimite, dermatite do escroto, atrofia testicular e infertilidade. Além dos
transtornos reprodutivos, podem ocorrer discoespondilite, osteomielite, meningite, uveite, glomerulonefrite e
dermatite piogranulomatosa (DZIEZYC, 2000).

Apesar do seu carater sistémico, os valores sanglineos, bioquimicos e urindrios normalmente néo
apresentam alteragcdées (JOHNSON & WALKER, 1992), impossibilitando a utilizacdo desses dados quando
da suspeita clinica.

Somente com o exame clinico ndo é possivel o estabelecimento do diagnéstico da infeccdo pela
Brucella canis, no entanto, relatos de abortamento no tergo final da gestagdo, falhas na concepgéo,
epididimite, atrofia testicular e dermatite escrotal levantam a suspeita clinica da doenga (JOHNSON e
WALKER, 1992; CARMICHAEL e GREENE, 1998).

Dessa forma, o diagnéstico da doenga baseia-se no isolamento do agente através de hemocultura e
cultivo de material abortado, secregdes vaginais e uterinas, urina, sémen e liquido prostatico. Também pode
ser realizado através da sorologia dos animais, sendo esse método o mais utilizado em funcdo da
praticidade e da dificuldade de realizagdo do isolamento bacteriano (JOHNSON & WALKER, 1992).

Testes sorolégicos como a imunodifusdo em gel de agar (IDGA) sdo comumente utilizados e
empregam antigenos de superficie. No Brasil, o teste de IDGA tem sido executado com o “kit” produzido
pelo Instituto de Tecnologia do Parana (TECPAR), no qual o antigeno é constituido por proteinas e
lipopolissacarideos extraidos da Brucella ovis, amostra Reo 198, padronizado por comparagdo com o
antigeno de referéncia. E empregado na forma liofilizada para a detecgdo de anticorpos contra Brucella ovis
e Brucella canis. A leitura é realizada em 24, 48 e 72 horas apés a distribuicdo dos soros, utilizando-se
sistema de iluminagédo com luz indireta e fundo preto. O resultado final é relatado apds a leitura de 72 horas.

Varios inquéritos soroepidemioldgicos utilizando a prova de IDGA foram conduzidos no Brasil com o
objetivo de determinar a soropositividade para a Brucella canis.

Cortes et al. (1988), em Sao Paulo, utilizaram a técnica de IDGA aplicada ao diagndstico da brucelose
por Brucella canis, e encontraram 254 (7,5%) positivos em 3.386 cées errantes capturados pelo programa
de controle de reservatérios de zoonoses do Centro de Controle de Zoonoses da Secretaria de Higiene e
Saude do municipio de Sao Paulo, durante o periodo de 1981 a 1985, em 14 localidades distribuidas pelas
quatro divisdes regionais da cidade (Norte, Sul, Leste e Oeste).



Na cidade de Patos, Paraiba, Alves et al. (1999), utilizaram a técnica de IDGA aplicada ao diagnostico
da brucelose por Brucella canis, e constataram 3,6% (8/221) de positividade em cées submetidos a
campanha anual de vacinagao anti-rabica.

Na cidade de Alfenas, Minas Gerais, Almeida et al. (2001) utilizaram a IDGA aplicada ao diagndstico da
brucelose por Brucella canis. De um total de 102 caes atendidos no Hospital Veterinario da Unifenas, no
periodo de fevereiro a junho de 2000, cinco (4,9%) foram positivos.

Moraes et al. (2001) empregaram a IDGA aplicada ao diagnostico da brucelose por Brucella canis, e
encontraram 11 (9,2%) animais positivos em 119 cées originarios dos bairros que compdem a Zona Oeste
da cidade do Rio de Janeiro.

Melo et al. (1997/98), pela técnica de IDGA aplicada ao diagnéstico da brucelose por Brucella canis,
obtiveram 40 (37%) animais positivos em 108 caes provenientes do distrito de Monte Gordo, Camacgari,
Estado da Bahia.

Azevedo et al. (2003) examinaram 410 caes durante a campanha de vacinagéo anti-rabica de 1999 em
Santana de Parnaiba, Estado de Sao Paulo, utilizando a IDGA em soros normais, IDGA em soros tratados
pelo 2-mercaptoetanol e reacao de fixacdo de complemento (RFC), aplicados em série, e encontraram uma
soroprevaléncia de 2,2% (IC 95% = 1,01% - 4,13%), bem como verificaram que cdes submetidos a um
manejo do tipo solto apresentaram maior risco de serem soropositivos.

Carmichael (1990) refere que resultados falso-positivos sdo comuns pela reagdo cruzada com
antigenos de varias bactérias como Pseudomonas, Bordetella bronchiseptica, Streptococcus e
Staphylococcus. Além disso, testes soroldgicos resultam negativos durante as primeiras quatro semanas
pos-infecgdo devido a uma queda na bacteremia, e aqueles positivos podem sempre ser confirmados por
métodos diagndsticos mais especificos.

Segundo Keid et al. (2007), a reagdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando amostras de sémen e
swab vaginal, € um bom candidato como teste confirmatério para o diagnéstico da brucelose em caes. O
PCR de sémen é um teste mais sensivel mesmo naqueles animais em que os exames sorolégicos e
microbiolégicos fornecem resultados negativos, e seu desempenho € similar a cultura e PCR de sangue. Ja
o PCR de swab vaginal também é satisfatério em animais suspeitos de estarem infectados, especialmente
aqueles que resultaram negativos na cultura e PCR de sangue.

Devido a escassez de informagbes publicas acerca da ocorréncia de brucelose por B. canis em caes
do municipio de Patos, Estado da Paraiba, bem como a auséncia de relatos de isolamento da bactéria em
nivel de Nordeste brasileiro, e tendo em vista a importancia da doenga para a saude publica, o objetivo
deste trabalho foi determinar a prevaléncia de anticorpos anti-B. canis em caes atendidos no Hospital
Veterinario da UFCG, campus de Patos, identificar os fatores de risco associados a soropositividade nesses
animais e confirmar a infecgao por cultivo microbiolégico e técnica de Reagdo em Cadeia pela Polimerase
(PCR).

MATERIAL E METODOS
Animais

Foram utilizados caes que passaram pelo atendimento da Clinica de Pequenos Animais do Hospital
Veterinario da UFCG, do Centro Médico Veterinario Dr. Leonardo Torres, bem como através de visitas aos
bairros da cidade de Patos para assegurar uma maior cobertura de coletas, e foram selecionados de acordo
com o consentimento dos proprietarios além da condi¢do corporal em que se encontravam.

Amostragem

Para o calculo do numero de animais a serem utilizados, foram considerados os seguintes parametros:
(a) prevaléncia esperada; (b) erro absoluto; e (c) nivel de confianga, de acordo com a férmula para amostras
aleatérias simples (NOORDHUIZEN et al., 1997; THRUSFIELD, 1995):

n=2>xP(1-P)

Onde:

n = numero de animais a serem utilizados

Z = valor da distribuigdo normal para o nivel de confianga de 95% — Z = 1,96
P = prevaléncia esperada — P = 50% (para maximizar a amostra)

d = erro absoluto — d = 10%



Com base nesses parametros, o numero de animais a serem amostrados foi de 96, no entanto, por
motivos de seguranga, foram utilizados 193 caes.

Colheitas de sangue

As colheitas de sangue foram efetuadas por pung¢ao na veia cefdlica ou veia jugular externa utilizando-
se, dependendo do animal, seringas descartaveis de 3 ou 5 ml, excluindo-se apenas animais com menos de
trés meses de idade.

As amostras foram colocadas em tubos de vidro identificados e mantidas sobre refrigeragéo até a
chegada ao Laboratério de Doengas Transmissiveis do CSTR, aonde foram centrifugadas para a obtencéo
do soro e estocadas a -20°C para posterior realizagdo do diagnéstico sorolégico da infecgao.

Questionario Epidemiolégico

Os proprietarios dos cées responderam a um questionario epidemioldgico que foi elaborado de modo a
fornecer dados com o intuito de verificar a auséncia ou presenga de algumas praticas e condigbes que
pudessem atuar como possiveis fatores de risco para a brucelose canina.

Diagnoéstico sorologico da infecgao por Brucella canis

Foram utilizados “kits” produzidos pelo Instituto de Tecnologia do Parana (TECPAR) (Figura 1). A
técnica foi executada de acordo com as recomendagdes do fabricante.

Como primeiro passo, o tampao borato foi preparado a partir de 0,03M de Acido Bérico (HsBO3), 0,1M
de Cloreto de Potassio (KCI), sendo o pH ajustado em 8,3 com Hidréxido de Sédio (NaOH) 2M. Em seguida,
o gel de agar foi feito com 1,2% de Agar Noble, 100mL de tampao borato e 0,26M de Cloreto de Sédio
(NaCl).

Foi adicionado 1 mL de Azida Sddica (NaN;) a 1% para a conservagdo do gel, evitando assim a
formacgéo de bolores. Apds completa dissolugado pelo calor, foram distribuidos 4,5 mL do gel em laminas de
vidro sem ranhuras, permanecendo em temperatura ambiente até sua solidificagdo. Logo em seguida, as
l&minas foram armazenadas a 4°C por 30 minutos. No momento do uso, o gel foi perfurado com moldes de
6 mm de didmetro e 2,5 mm de distancia entre as bordas (Figura 2), sendo um orificio central e seis
dispostos ao redor deste, cada orificio com capacidade de 50 pL. Apéds a retirada do agar, os pogos foram
preenchidos com soros controles positivos, soros testes e antigeno (Figura 3). As laminas permaneceram
mantidas em camara umida em temperatura ambiente. As leituras foram realizadas com 24, 48 e 72 horas,
utilizando-se sistema de iluminagao com luz indireta e fundo escuro. O resultado considerado foi o da leitura
de 72 horas.

Para a interpretacdo dos exames, levou-se em consideragédo a formagao de uma linha de precipitagédo
entre o soro teste e o antigeno, classificando as amostras em positivas ou negativas. O soro cuja linha de
precipitacdo apresentou identidade com a linha formada pelo soro padrao foi considerado positivo. Caso
contrario, quando nido houve formagdo de linha de precipitacdo ou a linha formada nido apresentou
identidade com a do soro padréo, a amostra foi considerada negativa.

Figura 1: Kit para realizacdo de IDGA. Figura 2: Perfuracdo do gel de agar.



Figura 3: Distribuigdo dos soros no gel
de agar.

Cultivo e isolamento de Brucella canis

Apbs os resultados da sorologia, os animais que apresentaram resultado positivo foram localizados e
foi procedida colheita de sangue com anticoagulante e medula éssea por puncéo da crista iliaca para a
realizacdo de cultivo em agar-Brucella (Difco) enriquecido com 5% de sangue ovino desfibrinado, apés
manutengao por trés dias em meio BHI (Brain Heart Infusion) e Tioglicolato de sddio (Figura 4).

Provas bioquimicas como catalase, motilidade, citrato, crescimento no meio de cultura Mac Conkey,
producado de H,S, produgao de urease e redugéo de nitrato também foram realizadas para a identificagdo da
bactéria.

Reagao em Cadeia pela Polimerase

Para a confirmacao das bactérias isoladas, foi realizada a PCR género-especifica no Laboratério de
Doencas Bacterianas da Reprodugéo do Instituto Biolégico de Sdo Paulo. As bactérias isoladas tiveram seu
DNA extraido pela técnica da fervura, segundo Nishimura et al. (1996) e On et al. (2001). Suspenséao
composta por 1000 puL de agua ultrapura (Milli-Q®), correspondente a escala 8 de MacFarland (2,3 x 109
bact/mL), foi aquecida por 10 min a 99°C, para posterior utilizagdo na PCR. O DNA obtido foi armazenado a
—20°C até o momento da amplificagdo. A seqliéncia dos primers para Brucella spp. foram as seguintes :

Primer forward B4 - 5 TGGCTCGGTTGCCAATATCAA 3’
Primer reverse B5 - 3 CGCGCTTGCCTTTCAGGTCTG 5

A amplificacdo das amostras de DNA foi realizada em microtubos de 500 pl com volume final de 50 pl,
segundo Sambrook et al. (1989) e Baily et al.(1992). Foram adicionados 15 pl de agua, 5 ul de tampéo 10 X
(500 mM de KCI, 15 mM de MgCl,, 100 mM de TRIS-HCI, pH 9,0), 1,5 ul de MgCl, 50 mM, 8 ul da mistura
de dNTPs (200 u M de cada nucleotideo [dCTP, dATP, dGTP, dTTP]), 5 ul dos primers (B4 e B5 — 10
pmol/ml de cada), 0,5 ul de Taq DNA polimerase (5 unidades por pl) e 10 ul da amostra de DNA extraido.

No ciclo empregado (Termociclador), inicialmente as amostras foram submetidas a uma desnaturagéo
de 94 °C por 5 minutos e a seguir empregados 40 ciclos de amplificagdo divididos em quatro fases:

Desnaturagéo — 94 °C /60 segundos
Anelamento — 60 °C /60 segundos
Extens&o — 72 °C /60 segundos
Extensao final — 72 °C/10 minutos

Pob=

A analise do produto amplificado foi realizada por eletroforese em gel de agarose a 2,0% com tampéao
de corrida TBE 0,5 X (0,045M TRIS-Borato e 1mM de EDTA, pH 8,0) e o gel submetido a voltagem
constante de 6-7 V/cm. O padrdo de peso molecular empregado foi de 100 pb.

O gel foi corado por brometo de etideo 0,5 ug/ml e posteriormente fotografado sob luz ultravioleta (300-
320nm) pelo sistema de foto-documentagdo (Céamera Kodak Digital DC/120 Zoom) e analisado com o
software 1D Image Analysis (Kodak Digital Science).



Figura 4: Cultivo das amostras em agar-
Brucella com 5% de sangue ovino.

Posteriormente foi realizado um teste de gradiente de anelamento para avaliar qual a melhor
temperatura na utilizagdo da bactéria isolada para outros testes de PCR empregando-a como controle
positivo. Neste teste, utilizou-se primers espécie-especificos para Brucella canis. Caso ocorresse
amplificacdo em determinada temperatura, pode-se concluir que realmente trata-se de Brucella canis. Os
primers foram os seguintes:

Primer forward Bc-01 5" GTGAAACTGCGAATGGCTCA 3'
Primer reverse Bc-02 5 TAGGGGATCGAAGACGATCA 3

Analise de fatores de risco associados a soropositividade para Brucella canis

A analise de possiveis fatores de risco associados a soropositividade para Brucella canis foi efetuada
com os dados coletados com os questionarios epidemiolégicos aplicados aos proprietarios. As variaveis
independentes (possiveis fatores de risco) foram categorizadas e codificadas, deixando-se a categoria de
menor risco com o menor codigo (LATORRE, 2004). Esta categoria de menor risco foi considerada a
referéncia para a comparagdo com as demais categorias.

A anadlise de fatores de risco foi efetuada em duas etapas: analise univariada e analise multivariada. Na
analise univariada, cada variavel independente foi cruzada com a variavel dependente (condigdo do animal
— soropositivo ou soronegativo), de modo que aquelas que apresentaram um valor de p < 0,2 pelo teste de
qui-quadrado ou teste exato de Fisher (ZAR, 1999) foram selecionadas e oferecidas para a analise
multivariada, utilizando-se a regressao logistica multipla (HOSMER; LEMESHOW, 2000), para a definigao
de um modelo que melhor identificasse os fatores de risco. O nivel de significancia adotado na analise
multipla foi de 5%. Todas as analises foram realizadas com o programa SPSS 13.0 for Windows.

Confecg¢ao do mapa georreferenciado

As coordenadas geograficas das residéncias dos proprietarios dos caes foram obtidas com um
aparelho de GPS (Global Position System). Estas coordenadas, juntamente com os limites geograficos do
municipio de Patos foram plotados em um mapa georreferenciado digital, baseado no mapa da malha
municipal do Brasil de 2001, obtido junto ao Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE). As
atividades de plotagem e tratamento do mapa digital foram realizadas com o programa ArcGIS versao 9.1.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 193 soros analisados pela prova da imunodifusdo em gel de agar (IDGA), seis amostras
apresentaram reacgao positiva, cuja linha de precipitagdo apresentou identidade com a linha formada pelo
soro padrao (Figura 5), correspondendo a uma prevaléncia de 3,11% (IC 95% = 1,15% — 6,64%). A
distribuicdo geografica das residéncias dos animais é apresentada na Figura 6, onde se observa uma maior
concentracdo de caes da zona urbana.



Figura 5: Reacado positiva na IDGA para
brucelose.
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Figura 6: Mapa do municipio de Patos demonstrando a localizagdo geografica
das residéncias dos cées soropositivos e soronegativos. Detalhe ilustrando a
localizagdo do municipio de Patos no Estado da Paraiba.

Esse percentual de positividade foi inferior aos resultados obtidos por Vargas et al. (1996) em Santa
Maria, RS, Megid et al. (1999) em Botucatu, SP, Narez et al. (1999) na cidade do México, e Poester et al.
(1994) em Uruguaiana, RS, que obtiveram 72,7%, 57,1%, 45% e 7,4% de positividade, respectivamente.
Estes resultados, no entanto, podem ser explicados pelo fato desses estudos terem sido realizados em
canis comerciais que possuiam um histoérico de infertilidade, abortamentos e casos de natimortos, sendo um
ambiente altamente favoravel para a difusdo da infeccdo, some-se a isso condigbes de confinamento dos
animais, que também favorece a transmissdo da bactéria. No presente trabalho, foi examinada uma



amostra de animais que nao apresentava historico de problemas reprodutivos que poderiam ser sugestivos
de brucelose canina.

Resultados superiores foram encontrados por Miranda et al. (1986), na provincia de Formosa,
Argentina, Melo et al. (1997/98), no distrito de Monte Gordo, Camacari, BA, Iribarren et al. (1999), em
Buenos Aires, Argentina, Maia et al. (1999), nas cidades do Rio de Janeiro, RJ e Niteroi, RJ, Keid (2001),
em Sao Paulo, SP, e Molnar et al. (2001), em Belém, PA. Essas diferencas podem ser explicadas por
fatores espaciais e temporais, bem como pela presenca de animais na fase abacterémica da infecgao, onde
os niveis de anticorpos circulantes declinam (JOHNSON e WALKER, 1992; CARMICHAEL e GREENE,
1998; DZIEZYC, 2000) ou em inicio de infec¢do, onde os anticorpos podem ainda ndo ser detectados pela
IDGA (CARMICHAEL, 1990; CARMICHAEL e GREENE, 1998), e ainda pela ocorréncia de reacdes
cruzadas com outros microorganismos como Bordetella bronchiseptica, Pseudomonas aeruginosa e outras
bactérias Gram negativas (JOHNSON e WALKER, 1992; CARMICHAEL, 1998; CARMICHAEL e GREENE,
1998). Vale salientar que a prevaléncia de B. canis é variavel segundo a regido, a populacdo estudada e o
meétodo de diagndstico empregado.

Cortes et al. (1988) examinaram 3.386 caes errantes capturados pelo programa de controle de
reservatorios de zoonoses do Centro de Controle de Zoonoses da Secretaria de Higiene e Saude do
Municipio de Séo Paulo, durante o periodo de 1981 a 1985, e encontraram 7,5% de positividade, o que foi
superior ao percentual encontrado no presente trabalho. Naquele estudo, foi empregado como teste
diagnéstico a imunodifusdo em gel de agar com antigeno produzido pelo Centro Panamericano de
Zoonoses (CPZ), a populagédo canina estudada era constituida apenas de cdes errantes e nao foram
estabelecidos critérios quanto ao tamanho amostral, de modo que os animais examinados ndo estavam
distribuidos por toda a extensao geografica do municipio, o que poderia justificar as diferengas observadas
em relagao aos resultados do presente estudo.

Frequéncias proximas a encontrada no presente trabalho foram obtidas por Alves et al. (1999), que
utilizaram a técnica de IDGA aplicada ao diagnéstico da brucelose por B. canis, na cidade de Patos, PB,
constataram 3,6% (8/221) de positividade em cées submetidos a campanha anual de vacinagao anti-rabica,
e por Azevedo et al. (2003), ao examinarem 410 cdes em Santana de Parnaiba, SP, provenientes da
campanha de vacinagao anti-rabica de 1999, encontraram uma soroprevaléncia de 2,2%.

Na analise de fatores de risco para a infec¢do por B. canis, foram selecionadas, na analise univariada,
as variaveis raga, limpeza do ambiente dos cées e passear com os caes (Tabela 1). O fator de risco
identificado na analise multivariada por regresséo logistica multipla foi ndo realizar limpeza no ambiente dos
animais (odds ratio = 7,91; IC 95% = 1,50 — 41,72; p = 0,015) (Tabela 2). O fato do proprietario ndo realizar
a limpeza do ambiente onde o animal permanece foi apontado como fator de risco para a infecgdo por
Brucella canis, o que é plausivel do ponto de vista biolégico, uma vez que a limpeza rotineira do ambiente
com detergentes comuns reduz o niumero de bactérias eliminadas por caes infectados, principalmente no
caso de parto ou abortamento. Portanto, sugere-se que tal pratica seja adotada com freqiiéncia com o
objetivo de evitar a exposi¢do de outros animais ao risco de infecgo.

Neste estudo, outros fatores embora nao identificados como de risco para a infecgéo por Brucella canis
merecem ser destacados. Analisando-se o0 sexo como um possivel fator de risco associado a
soropositividade para Brucella canis, ndo foi observada significAncia estatistica, ou seja, ndo houve
predisposicdo de sexo, estando os machos e as fémeas igualmente expostos ao risco da infecgao.
Resultados semelhantes foram encontrados por Hubbert et al. (1980), Germano et al. (1987) e Moraes et al.
(2002).

Ja no que concerne a idade, foi observado que 68,9 % dos animais positivos tinham mais de um ano
de idade. Resultados similares foram obtidos por Hubbert et al. (1980), Germano et al. (1987), Moraes et al.
(2002) e Azevedo et al. (2003) que encontraram uma maior propor¢ao de resultados positivos em animais
com idade superior a um ano. Isso pode ser justificado pela maturidade sexual e consequente cobertura,
bem como pela maior possibilidade de contato com animais infectados em funcdo da idade (JOHNSON e
WALKER, 1992; CARMICHAEL e GREENE, 1998). Quando a faixa etéria foi analisada como possivel fator
de risco associado a soropositividade para Brucella canis, nao foi observada significAncia estatistica, ou
seja, animais impuberes e sexualmente maduros estdo igualmente expostos ao risco da infecgéo.

Com relacdo a analise de viagem como possivel fator de risco associado a soropositividade para
Brucella canis, embora os animais que acompanham seus proprietarios durante viagens possam entrar em
contato com outros caes, esse fato ndo foi apontado como fator de risco para a doenga.



Tabela 1 — Analise univariada de fatores de risco associados com a soropositividade para Brucella canis em
193 caes do municipio de Patos, Paraiba.

Total de
Variavel Categoria o Soropositivos (%) P
animais
Grau de escolaridade do proprietario Analfabeto 2 0 (0,0%)
1° Grau incompleto 64 4 (6,3%)
1° Grau completo 18 0 (0,0%)
2° Grau incompleto 24 0 (0,0%)
2° Grau completo 43 1(2,3%)
3° Grau incompleto 19 0 (0,0%)
3° Grau completo 23 1(4,3%) 0,633
Sexo dos animais Macho 110 4 (3,6%)
Fémea 83 2 (2,4%) 0,701
Idade dos animais 3 — 6 meses 14 0 (0,0%)
> 6 — 12 meses 46 2 (4,3%)
>12 — 24 meses 44 2 (4,5%)
>24 — 48 meses 31 0 (0,0%)
>48 — 72 meses 30 0 (0,0%)
> 72 meses 28 2 (7,1%) 0,486
Raca Sem raga definida 110 3 (2,7%)
Com raga definida 83 3 (3,6%) 1,000
Tipo de manejo Domiciliar 140 5(3,6%)
Semi-domiciliar 36 0 (0,0%)
Solto 17 1 (5,9%) 0,430
Alimentacgao Racao comercial 38 1(2,6%)
Preparado em casa 24 1(4,2%)
Restos de comida 53 3 (5,7%)
Ragéo + Preparado 33 1(3,0%)
Ragéo + Restos 40 0 (0,0%)
Preparado + 5 0 (0,0%) 0,745
Restos
Contato com cées Néao 93 4 (4,3%)
Sim 100 2 (2,0%) 0,431
Contato com animais silvestres Néao 181 6 (3,3%)
Sim 12 0 (0,0%) 1,000
Ambiente dos caes Terra 66 3 (4,5%)
Cimento 86 2 (2,3%)
Terra/Cimento 40 1(2,5%)
Terra + Cimento 1 0 (0,0%) 0,871
Limpeza do ambiente dos caes Néao 24 3 (12,5%)
Sim 169 3(1,8%) 0,026*
Destino do aborto N&o faz nada 189 6 (3,2%)
Joga no lixo 4 0 (0,0%) 1,000
Vacinagao dos animais Nao 39 2 (5,1%)
Sim 154 4 (2,6%) 0,350
Passear com os animais Nao 72 4 (5,6%)



Sim 121 2 (1,7%) 0,198*

Leva os animais quando viaja Né&o 166 6 (3,6%)
Sim 27 0 (0,0%) 0,598

Contato com agudes Nao 164 6 (3,7%)
Sim 29 0 (0,0%) 0,594

* Variaveis selecionadas para a analise multivariada

Tabela 2 - Resultado da analise de regresséo logistica multipla para os fatores de risco associados com a
soropositividade para Brucella canis em 193 caes do municipio de Patos. Paraiba.

Fator de risco Odds ratio IC 95% p
Nao realizar limpeza do 7,91 [1,50 — 41,72] 0,015
ambiente

Quanto ao cultivo e isolamento de Brucella canis, foi possivel localizar trés dos seis animais
soropositivos, dos quais foi colhido sangue com anticoagulante e medula 6ssea. Foi isolada uma bactéria
com caracteristicas morfotintoriais semelhantes a Brucella canis da medula 6ssea de um animal. A bactéria
cresceu bem em meio enriquecido agar-Brucella, no qual foram observadas colbnias pequenas, nao
hemoliticas, brilhantes, convexas, de bordos arredondados e bem definidos (Figura 7). A coloragdo de Gram
revelou cocobacilos Gram-negativos. Os resultados dos testes bioquimicos estdo apresentados na Tabela
3.

A partir da amostra isolada foi extraido DNA utilizando primers género-especificos para Brucella spp.
(Figura 8). No teste de gradiente de anelamento a melhor temperatura averiguada foi de 54,3°C, e com isso
a estirpe isolada realmente tratava-se de Brucella canis, uma vez que foram empregados os primers
espécie-especificos.

Tabela 3 — Provas bioquimicas utilizadas para identificagao de Brucella canis.

PROVA BIOQUIMICA RESULTADO
Catalase +
Motilidade -
Citrato -

Crescimento no meio de cultura Mac Conkey -
Producéao de H,S -
Reducgao de nitrato +
Producgao de urease -

O presente trabalho é o primeiro a relatar o isolamento de Brucella canis de caes em nivel de Nordeste
brasileiro, o que foi confirmado pela PCR. Esse fato apresenta grande relevancia para a epidemiologia da
doenga, uma vez que se trata de uma importante zoonose.
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Figura 7 - Colbnias bacterianas cultivadas Figura 8 - Resultados da amplificacdo por
em agar-Brucella, isoladas de medula PCR para deteccao de Brucella spp.: 1-
6ssea de cao. Marcador de peso molecular (DNA 100 pb

Ladder - Invitrogen), 2 e 3- Amostra isolada, 4-
Controle positivo (Brucella abortus - ATCC
544), 5-Controle negativo (agua).

CONCLUSAO
Diante dos dados obtidos com esse estudo, é possivel concluir que:

e A prevaléncia de caes soropositivos para Brucella canis foi de 3,11% (IC 95% = 1,15% —
6,64%).

e Com base na analise de fatores de risco, sugere-se que a limpeza rotineira do ambiente
onde os caes permanecem seja adotada com freqiéncia com o objetivo de evitar a
exposicdo de outros animais ao risco de infecgao.

e O presente trabalho é o primeiro a relatar o isolamento de Brucella canis de caes em nivel
de Nordeste brasileiro, o que foi confirmado pela PCR.
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