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RESUMO

FERNANDES, ANNIELLE REGINA DA FONSECA. Levantamento epidemiolégico
da brucelose canina no municipio de Patos, Paraiba. Patos, UFCG. 2009. 71 p.
(Monografia do Curso de Medicina Veterindria, Medicina Veterindria Preventiva e Satide
Animal)

O objetivo do presente trabalho foi determinar a prevaléncia de anticorpos anti-Brucella
canis em cades do municipio de Patos, Estado da Paraiba, identificar fatores de risco
associados a soropositividade, e confirmar a infeccdo por cultivo microbioldgico e
Reacdo em Cadeia pela Polimerase (PCR). Soros sanguineos de 193 cées foram testados
pela prova de imunodifusao em gel de 4gar (IDGA), utilizando antigeno de
lipopolissacarideos e proteinas de Brucella ovis, amostra Reo 198, para o diagnostico
sorolégico da infec¢do. Para o isolamento de Brucella canis, foram procedidos
hemocultivo e cultivo de medula 6ssea 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 6ssea de um animal soropositivo, com
confirmacdo pela PCR. A ndo realizacdo 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.

Palavras-chave: brucelose canina, prevaléncia, cultivo microbiolégico, Nordeste do
Brasil



ABSTRACT

FERNANDES, ANNIELLE REGINA DA FONSECA. Epidemiological survey for
canine brucellosis in Patos city, Paraiba. Patos, UFCG. 2009, 71 p. (Monograph of the
Course of Veterinary Medicine, Veterinary Medicine Prevent and Animal Health)

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 it 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.

Keywords: canine brucellosis, prevalence, microbiological culture, Northeast region of
Brazil.



1. INTRODUCAO

Os cades de companhia estdo cada vez mais inseridos na sociedade, ocupando
lugares especiais dentro da familia, de modo que grande atencdo deve ser voltada para a
sanidade desses animais, especialmente no que diz respeito aquelas doencas naturalmente
transmissiveis entre animais e seres humanos, as zoonoses.

A brucelose canina é uma enfermidade infecto-contagiosa de potencial zoonético
cujo agente etioldgico € a Brucella canis, uma bactéria que € responsdvel pelo
comprometimento do aparelho reprodutivo, principalmente por abortos e esterilidade nas
fémeas além de orquite e epididimite nos machos, tendo, portanto, uma relevante
importancia econdmica para os criadores de caes em virtude dos problemas reprodutivos
acarretados.

O carater zoond6tico da doenca deve ser considerado devido a complexa e estreita
relacio com a populagdo humana, especialmente com criancas, causando infeccoes
relativamente moderadas e assintomaticas. Estes fatos tém sido comprovados através dos
relatos de casos humanos de infec¢do por B. canis e também através dos trabalhos de
prevaléncia de anticorpos anti-Brucella canis em soros humanos.

A real incidéncia da brucelose canina em humanos, embora venha sendo pesquisada
desde a década de 1960, ainda ndo é conhecida. Mais de 35 casos da doenca, de acordo
com registros oficiais, foram apontados tanto em infec¢Oes naturais como aquelas
adquiridas em laboratério como doenga ocupacional.

Nos animais, somente com o exame clinico, ndo é possivel chegar ao diagndstico
da infeccdo, uma vez que, diferente das outras infeccdes sistémicas, eles estdo
aparentemente sadios.

O diagnostico etioldgico, portanto, € efetuado por métodos laboratoriais indiretos e
diretos, através da detec¢do de anticorpos presentes no soro sanguineo ou pelo isolamento
da bactéria nos animais infectados além de métodos moleculares. O isolamento bacteriano
pode ser feito através de cultivo de sangue e das secrecdes dos animais infectados e,
embora forneca um diagndstico definitivo, ¢ um procedimento laborioso e demorado
podendo apresentar resultados falso-negativos. Métodos moleculares como a reagdo em
cadeia da polimerase (PCR) vem sendo largamente utilizados para o diagndstico da

brucelose canina, possibilitando a detec¢cdo de DNA da bactéria em diversas amostras.
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Os testes soroldgicos sdo mais préticos, rapidos e faceis de executar possibilitando
a realizacdo de um ndmero considerdvel de amostras. Destas provas, a que estd sendo
amplamente utilizada é a imunodifusdo em gel de dgar (IDGA), que tem sido de grande
aplicacdo e praticidade porque os anticorpos anti-Brucella canis podem ser detectados
dentro de 8 a 12 semanas apds a infeccao.

Devido a escassez de informacdes 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 no Nordeste brasileiro, e tendo em vista a importancia da
doenca para a sadde publica, o objetivo deste trabalho foi determinar a prevaléncia de
anticorpos anti-Brucella canis em cées do referido municipio, identificar os fatores de risco
associados a soropositividade nesses animais e confirmar a infeccdo por cultivo

microbioldgico e técnica de PCR.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Historico

A primeira espécie do género Brucella foi isolada em 1887, por David Bruce, de
bacos de militares que morreram na Ilha de Malta, o organismo foi denominado de
Micrococcus melitensis. Dez anos mais tarde, um veterindrio holandés chamado Bang
isolou do utero e membranas fetais oriundas de abortamentos de fémeas bovinas, um
microrganismo que foi chamado de Bacillus abortus. Em 1918, Alice Evans demonstrou
que os microrganismos descritos por Bruce e Bang eram muito semelhantes entre si. Foi
criado entdo em homenagem a Bruce o género Brucella (BIER, 1990; HIPOLITO et al.,
1965; NIELSEN e DUNCAN, 1990 apud VIEIRA, 2004).

A brucelose canina foi descrita, pela primeira vez, por Carmichael, em 1966, nos
Estados Unidos durante os episddios de abortamentos em New Jersey, onde foi isolado um
microorganismo cocobacilar Gram negativo da placenta e tecidos fetais de cadelas que
abortaram, similar a outros membros do género Brucella, no entanto, a caracteristica
rugosa das colonias e as diferencas em reacdes bioquimicas e antigénicas da bactéria
permitiram o estabelecimento de uma nova espécie, a Brucella canis (CARMICHAEL e
BRUNNER, 1968 apud AZEVEDO, 2002; MOORE e BENNET, 1967)). Posteriormente,
a doenca foi observada em diversos paises, tanto em investigacdes que detectaram
anticorpos anti-Brucella canis como também em ocasidOes nas quais foi possivel o

isolamento do agente.

2.2. Etiologia

O género Brucella é constituido por bactérias intracelulares facultativas, com seis
espécies reconhecidas, cada uma delas acometendo um hospedeiro preferencial. Sao
identificadas de acordo com esse hospedeiro, caracteristicas morfolégicas, propriedades
metabdlicas, além de sorotipagem e fagotipagem (ALTON, 1976 apud KEID, 2006).

Embora estudos com hibridizacio DNA-DNA indiquem que toda Brucella pertence
a uma unica genoespécie, muitos autores preferem adotar as denominagdes tradicionais em
virtude desses microrganismos exibirem preferéncias por hospedeiros e diferirem quanto a

gravidade da doencga causada. Susceptibilidade a corantes e a fagocitose juntamente com as
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caracteristicas bioquimicas, soroldgicas e de cultura, sdo utilizadas para diferenciacao entre
espécies (WALKER, 1999). As seis espécies de Brucella sdo: B. abortus, B. canis, B.
melitensis, B. neotomae, B. ovis € B. suis.

A Brucella abortus é o principal agente etiolégico da brucelose em bovinos e
bifalos, a B. melitenses é responsdvel pela doenca em caprinos e ovinos € a B. suis
acomete principalmente os suinos. A B. ovis e B. canis causam respectivamente a
epididimite em ovinos e a brucelose canina, enquanto a B. neotomae foi isolada de
roedores silvestres da espécie Neotoma lepida. Além destas, estirpes de Brucella também
tem sido isolada de mamiferos marinhos com caracteristicas fenotipicas e genotipicas
distintas das seis espécies ja reconhecidas (ALTON et al., 1988 apud VIEIRA, 2004;
NIELSEN e DUNCAN, 1990 apud VIEIRA, 2004; FOSTER et al., 2002).

Com base no aspecto das colonias obtidas em meios s6lidos, as diferentes espécies
de Brucella se classificam habitualmente como lisas (S) ou rugosas (R) (Quadro 1). Esse
aspecto se deve a presenca de certas diferencas nas caracteristicas de sua membrana
externa.

O componente mais abundante e melhor estudado da membrana externa de
Brucella é o Lipopolissacarideo (LPS). Nele se distingue trés regides: o lipidio A, um
oligossacarideo intermedidrio, chamado nicleo, e o polissacarideo O, também conhecido
como cadeia O, ausente ou presente com poucos residuos nas formas rugosas (Figura 1)
(CASTRO et al., 2005). Esse lipopolissacarideo esta diretamente associado a viruléncia

desempenhando um papel na sobrevivéncia intracelular (WALKER, 1999).

Quadro 1 - Classificac@o das espécies de Brucella segundo as caracteristicas das colonias.

CLASSIFICACAO ESPECIE

B. abortus

B. melitensis
Brucelas lisas ou classicas

B. suis

B. neotomae

B. ovis
Brucelas rugosas

B. canis
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Polisacarido O »
Mucleo ' Membrana
"n,,__'__ externa
Lipido A 4w i

“Fosfolipidos -

Fonte: CASTRO et al., 2005.

Figura 1 - Esquema simplificado da membrana externa da parede celular de Brucella. O LPS das formas
lisas estd constituido pelo lipideo A, o niicleo e o polissacarideo O (cadeia O). As formas
rugosas nao possuem a cadeia O ou ela estd reduzida a residuos.

A B. canis € uma bactéria gram-negativa na forma de coco-bastonete, aerébica ou
microaerofilas, sem cdpsula, sem flagelos e ndao formadora de esporos (MOORE e
BENNETT, 1967, CARMICHAEL, 1990; CARMICHAEL e GREENE, 1998). Cresce
bem em meios enriquecidos como agar-Brucella (acrescido de 5% de sangue ovino), agar
soja trypticase, agar triptose e meio de Tayer-Martin (QUINN et al., 1994;
CARMICHAEL e GREENE, 1998). O crescimento € demorado, onde em dois a trés dias
sdo observadas coldnias maduras com 1,0-1,5 mm de diametro, ndo hemoliticas,
translucidas, brilhantes, convexas, de bordos arredondados e bem definidos e coloracao
levemente leitosa, podendo adquirir um tom acinzentado quando velhas (ALTON et al.,
1988 apud AZEVEDO, 2002). De acordo com esse mesmo autor, as caracteristicas
bioquimicas da bactéria estdo simplificadas no quadro 2, no entanto, hd registros de
variabilidade na produ¢do de H,S (RIECKE e RHOADES, 1975; LARSSON e COSTA,
1980) e no crescimento na presenga dos corantes tionina e fucsina basica (LARSSON e

COSTA, 1980; GOMES et al., 1999).
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Quadro 2 - Caracteristicas bioquimicas da Brucella canis.

PROVA BIOQUIMICA CRESCIMENTO
Urease +
Producdo de H,S -
Reducdo de nitrato +
Oxidase +
Catalase +
Motilidade -
Citrato -
Crescimento em meio de cultura Mac Conkey -
Crescimento em presenca de Tionina * +
Crescimento em presenca de Fucsina bésica ** +

Fonte: Alton et al. (1988) apud Azevedo (2002).
* nas concentragdes 1:25.000, 1:50.000 e 1:100.000
** nas concentragdes 1:50.000 e 1:100.000

2.3. Importancia em satide publica e economica

Os cdes de companhia apresentam nos dias de hoje, uma insercdo muito grande na
sociedade. Além da companhia para criancas, idosos ou para toda a familia, podem
desempenhar fungbes como cdes-guia para cegos e cdes de guarda. Isso faz com que a
industria de produtos para pequenos animais cres¢a vertiginosamente a cada ano além do
que a crescente importancia conferida pela sociedade aos animais de companhia faz com
que grande atencdo seja dispensada a sanidade desses animais. Com isso, atencdo deve se
dada a brucelose canina, que acarreta problemas reprodutivos em machos e fémeas,
prejuizos ao criador de cées e ainda € uma importante zoonose (MINHARRO et al. 2005).
No entanto, nesse contexto de saide publica, o cdo foi por muito tempo negligenciado
como fonte de infeccdo de brucelose para o homem, pois apresenta resisténcia relativa
natural a infeccdo por Brucella abortus, Brucella melitensis e Brucella suis
(CARMICHAEL, 1990). O caréter zoonético da brucelose canina deve ser considerado em
face da complexa relacdo da populacdo canina com os seres humanos (CORTES et al.,

1988) e principalmente pelo estreito contato estabelecido entre cdes e criancas. Vale
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salientar que a facilidade com que algumas espécies do género Brucella podem ser
transmitidas (direta ou indiretamente) aos animais € a0 homem mostra a importancia no
controle desta enfermidade.

Esse potencial zoonético foi constatado em 1969, quando do registro de infecgdes
em seres humanos decorrentes de acidentes de laboratério (MORISSET e SPINK, 1969
apud KEID, 2006). Desde entdo, casos de infeccdo humana por B. canis vém sendo
descritos, tanto aquelas adquiridas em laboratérios como doenga ocupacional (GODOY et
al., 1979; WALLACH et al.,, 2004), quanto os decorrentes do estreito convivio
estabelecido entre cdes ¢ 0 homem (BLANKENSHIP e SANFORD, 1975; LUCERO et al.
2005 a,b; MUNFORD et al., 1975; ROXO et al., 1990; RUMLEY ¢ CHAPMAN, 1986
apud KEID, 2006; SWENSON et al., 1972). O contato com cadelas que abortaram
constitui a forma de contdgio mais freqiiente, no entanto hd alguns relatos de exposi¢ao
relacionada a cdes machos e inclusive alguns casos nos quais niao foi possivel a
identificacdo da fonte de infeccio (CARMICHAEL e GREENE, 1990; POLT et al., 1982;
ROUSSEAU, 1985 apud KEID, 2006).

Esses relatos de infec¢do humana sdo baseados tanto em evidéncias sorologicas,
através dos trabalhos de prevaléncia de aglutininas anti-Brucella canis em soros humanos
(LARSSON, 1980; LEWIS JR. e ANDERSON, 1973; HOFF e SCHNEIDER, 1975;
BARG et al., 1977), quanto bacterioldgicas, comprovados através dos relatos de casos
humanos de infeccdo pelo agente (CARMICHAEL et al., 1968; SWENSON et al., 1972;
BLANKENSHIP & SANFORD, 1975; LOVEJOY et al., 1976, WALLACH et al., 2004)).

Ainda assim, os seres humanos sdo relativamente resistentes a infeccao por B. canis
e a doenca € branda quando comparada a infeccdes causadas por outras espécies de
Brucella. Os principais sinais clinicos sdo febre, calafrios, fadiga muscular, sudorese
profusa, mal-estar, linfadenomegalia e perda de peso. As raras complicagdes incluem
endocardite, miocardite, pericardite, meningite, artrite, hepatite e abscessos viscerais
(GREENE e GEORGE, 1984; HARTIGAN, 1997; CARMICHAEL e GREENE, 1998).

Além da importancia do ponto de vista de saude publica, os prejuizos atribuidos a
presenca de B. canis em criacdes de cdes também devem ser considerados. Os prejuizos
sdo em conseqiiéncia das perdas econdmicas derivadas de abortamento e infertilidade,
assim como de perda de patrimonio genético decorrente da infeccio em animais de alto

valor zootécnico (CARMICHAEL e KENNEY, 1968; JONES e EMERSON, 1984; KEID
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et al.,, 2004a; MYERS e VARELA-DIAZ, 1980; MOORE et al, 1968; PICKERILL e
CARMICHAEL, 1972).

2.4. Ocorréncia da brucelose canina no Brasil

No Brasil, a presenga de caes infectados por Brucella canis foi confirmada, tanto
por investigagdes que isolaram o agente (FERNANDES et al., 1976/77; GODOY et al.;
1977; LARSSON, 1979; LARSSON & COSTA, 1980; VARGAS et al., 1996; GOMES et
al., 1999), como por inquéritos sorolégicos que identificaram a presenca de anticorpos
séricos contra B. canis (WALD & FERNANDES, 1976/1977; GODOY et al., 1977;
GERMANO et al., 1987; CORTES et al., 1988; ALVES et al., 1999; MEGID et al., 1999;
ALMEIDA et al., 2001; AZEVEDO et al., 2003). A primeira observacao no pais sobre a
infeccdo causada pela B. canis foi de Sandoval et al., (1976), que detectaram 3,61%, dentre
as 221 amostras de caes apreendidos pelo centro de zoonoses da Prefeitura Municipal de
Sao Paulo.

De acordo com Keid (2006) observa-se uma ocorréncia que varia entre 1,32% e
72,7% de acordo com a regido, a populacdo de cdes examinada e o teste de diagndstico
empregado. A tabela 1 demonstra os valores de prevaléncia da enfermidade em vdrios

estados do Brasil.

Tabela 1 — Ocorréncia de brucelose canina causada por Brucella canis em diversas cidades
e estados brasileiros.

LOCAL AUTORES N° DE METODO RESULTADO
ANIMAIS

SAR e SAL 1,32%

Belo Horizonte ~ Godoy et al., 1977 76 (1/76)
-MG Hemocultura 1,32%
(1/76)

Uruguaiana — Vargas et al., 1996 12 IDGA 72,7%
(8/12)

RS

Cultivo de 16,6%

placenta e fetos (2/12)
Rio de Janeiro Vieira et al., 2000 146 IDGA 19,17%

-RJ (28/146)
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LOCAL AUTORES N°’ DE METODO RESULTADO
ANIMAIS
IDGA 45,37%
(107/236)
Belém — PA Molnar et al., 2001 236 FC 38,56%
(91/236)
ELISA 46,14%
(109/236)
Belo Horizonte  Souza et al., 2002 1368 IDGA 4,8%
-MG (65/1368)
3,6%
Patos — PB Alves et al., 2003 274 IDGA (10/274)
IDGA 9,51%
(39/410)
Santana de Azevedo et al., 2003 410 IDGA-2ME 3,65%
Parnaiba — SP (15/410)
FC 3,41%
(14/410)
14,2%
Alfenas — MG  Almeida et al., 2004 635 IDGA (90/635)
IDGA 33,91%
Sao Paulo— SP  Keid et al., 2004* 171 (58/171)
Hemocultura 14,03%
(24/171)
5,88%
Salvador — BA Cavalcanti et al., 85 IDGA (5/85)
Campina Vasconcelos et al., 170 IDGA 2,35%
Grande- PB (4/170)

Legenda: SAR: Soroaglutinagdo rdpida
SAL:Soroaglutinacdo lenta

IDGA: Imunodifusdo em gel de Agar
FC: Fixagdo de complemento

ELISA: Ensaio imunoenzimatico

A importancia dos trabalhos de prevaléncia estd na evidéncia de que a infec¢do por

B. canis esta disseminada no pais. Isto alerta para a necessidade de que os médicos

veterindrios busquem diagnosticar nos seus pacientes a possivel ocorréncia da doenca e de
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se impedir a entrada da brucelose canina em um plantel, identificando precocemente os
animais infectados, principalmente quando houver histérico de fémeas que abortaram no
terco final de gestacdo ou de animais com baixo desempenho reprodutivo, para diminuir as

perdas econdmicas e evitar a infec¢do humana (MINHARRO et al., 2005).

2.5. Hospedeiros

Ao contrdrio das demais brucelas que infectam vérias espécies domésticas, a B.
canis acomete preferencialmente os canideos (CARMICHAEL, 1998), entretanto, j4 houve
o registro de felinos soropositivos (RANDHAWA et al., 1977; LARSSON et al., 1984a) e
também foi investigado o comportamento de felinos experimentalmente infectados
(PICKERILL, 1970). Cobaios, camundongos, ratos e primatas sao susceptiveis a infec¢ao
experimental. O coelho € o animal de laboratério mais susceptivel e apresenta orquite e
abscesso peritoneal apds a inoculacdo intraperitoneal de altas doses do agente
(CARMICHAEL, 1998).

Os cdes também podem ser acometidos por outras espécies de Brucella, como: B.
abortus, B. suis e B. melitensis, no entanto, tais infec¢des sdo de ocorréncia esporddica e
geralmente resultam do contato de cdes da zona rural com produtos de origem animal
contaminados ou da ingestio de restos de abortamentos brucélicos (CLEGG e

RORRISON, 1968; ROBERTSON, 1973; BARR et al., 1986; FORBES, 1990).

2.6. Transmissao

A transmissdo do agente ocorre mais comumente por contato direto, através da
ingestdo ou inalagdo de microorganismos provenientes de materiais de abortamento e
descargas vaginais bem como através de manipulacio dos mesmos (JOHNSON e
WALKER, 1992; WANKE, 2004).

O contato com fetos e placentas de fémeas que abortaram constitui a forma de
transmissdo mais comum, assim como secre¢des vaginais provenientes de cadelas que
abortaram (quatro a seis semanas pds-abortamento) e de cadelas em estro (CARMICHAEL
e KENNEY, 1968; CARMICHAEL e GREENE, 1990; CICUTA e MIRANDA, 1990;).
Entretanto, de acordo com Johnson e Walker (1992) essa eliminacdo vaginal pode ocorrer

em periodos varidveis nas fémeas ndo gestantes e que nao apresentam-se em estro.
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A transmissdo venérea também pode ocorrer (CARMICHAEL e KENNEY, 1968;
DZIEZYC, 2000) assim como a congénita, que constitui a principal via de transmissao
para os filhotes.

Transmissdo por fOmites, tais como vaginoscopios, seringas contaminadas,
transfusdo sangiiinea e inseminacdo artificial, ja foi relatada, mas a B. canis ndo persiste
por muito tempo no meio ambiente e € facilmente destruida pelos desinfetantes comuns
(CARMICHAEL e GREENE, 1998).

Devido ao elevado nimero de bactérias presentes no sémen de cdes infectados,
especialmente entre trés e onze semanas apds a infec¢do, 0 mesmo também pode servir
como importante via de eliminagdo, entretanto, a bactéria ndo pode ser recuperada do
sémen 60 semanas apos a infeccao (GEORGE et al., 1979).

A urina € um material potencialmente infectante, mas muitas vezes € necessario
meses de contato para que ocorra a infeccdo (CARMICHAEL e GREENE, 1998). A
eliminacdo urindria inicia-se entre quatro e oito semanas apds a infeccdo e, de maneira
geral, considera-se que a concentragdo de bactérias na urina dos animais machos é superior
a concentracdo nas fémeas devido a presenca do agente na prostata e epididimos. Nestes
dois ultimos 6rgaos, os animais cronicamente infectados podem abrigar o agente durante
meses depois de cessada a bacteremia e elimind-lo eventualmente via s€émen ou urina.
(CARMICHAEL, 1990; CARMICHAEL e GREENE, 1990; CARMICHAEL e SHIN,
1996; JOHNSON e WALKER, 1992; SERIKAWA et al, 1977; SERIKAWA et al., 1978;
SERIKAWA e MURAGUCHLI, 1979).

A transmissao através do leite é possivel, embora nao seja tdo importante, pois os
filhotes usualmente adquirem a infec¢cdo durante a vida uterina (DZIEZYC, 2000).

Pequenas quantidades da bactéria foram isoladas de materiais como a saliva,
secrecOes nasais e oculares, além de fezes de caes infectados, entretanto, apresentam uma
menor importancia na transmissdo da doenca (JOHNSON e WALKER, 1992;
SERIKAWA et al. 1977; SERIKAWA e MURAGUCHI, 1979; WANKE et al., 2004 apud
KEID, 2006).

2.7. Patogenia

A infeccdo pela B. canis pode ocorrer através das membranas mucosas oral, nasal,

conjuntival e genital, bem como através da placenta e lesdes na pele (MOORE, 1969;
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GREENE e GEORGE, 1984; JOHNSON e WALKER, 1992; CARMICHAEL e GREENE,
1998; DZIEZYC, 2000). A via oral € mais comum, com a dose infectante minima de 10°
microorganismos, enquanto que, pela via conjuntival, varia de 10*a 10° microorganismos.
A dose infectante minima pela via venérea ainda é desconhecida (CARMICHAEL e
GREENE, 1998).

Apds a penetracdo no organismo do hospedeiro, a B. canis é fagocitada por
macréfagos e outras células fagocitdrias, resiste as enzimas dos fagdcitos e € transportada
aos linfonodos regionais, provocando uma linfadenopatia periférica (AZEVEDO, 2002).

A partir do sistema linfatico, a bactéria atinge a circulagdo sangiiinea, acarretando
bacteremia, disseminando-se para outros 6rgaos sendo detectdvel dentro de duas a quatro
semanas pos-infec¢do, podendo persistir por seis a 64 meses. A bactéria passa a se replicar
no interior de leucdcitos ou no tecido linforeticular, como figado, baco e linfonodos,
podendo provocar hiperglobulinemia (SUZUKI et al., 2008).

Os orgdos reprodutivos que podem ser infectados incluem o utero nas fémeas
gestantes (tecido gonadal de dependéncia esteroidogénica) e o testiculo, epididimo e a
prostata nos machos (CARMICHAEL e KENNEY, 1970; GREENE e GEORGE, 1984;
JOHNSON e WALKER, 1992; CARMICHAEL e GREENE, 1998).

Nas fémeas gestantes, a B. canis coloniza e multiplica-se nas células epiteliais da
placenta, levando a morte embriondria, fetal ou abortamento. Algumas vezes a fémea
consegue chegar ao final da gestagdo, porém os filhotes morrem em poucas horas ou dias
ap6s o nascimento (JOHNSON e WALKER, 1992). A bactéria provavelmente invade o
feto através da placenta, entretanto, hd uma elevada concentracdo de bactérias no fluido
amnidtico, presenca de leucdcitos no limen estomacal e no trato intestinal de filhotes
abortados, o que sugere a possibilidade de infec¢do do feto como conseqiiéncia da ingestao
de fluido amnidético (CARMICHAEL e KENNEY, 1970).

Ocasionalmente infecta outros tecidos como ossos, olhos, meninges, rins e pele.
Esses tecidos podem constituir sitios de persisténcia bacteriana, caracterizando a fase
cronica da infec¢do, quando entdo € cessada a bacteremia. J4 foram relatadas uveite,
discoespondilite, osteomielite, meningite, glomerulonefrite e dermatite piogranulomatosa
causadas por B. canis (HENDERSON et al.,, 1974; RIECKE e RHOADES, 1975;
DAWKINS et al., 1982; GORDON et al., 1985; TURNWALD et al., 1986 apud
AZEVEDO, 2002; SMEAK et al., 1987; KERWIN et al., 1992; DZIEZYC, 2000).
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2.8. Aspectos imunolégicos

Vérios mecanismos sdo utilizados pelas brucelas para permitir sua sobrevivéncia no
interior das células fagocitdrias sendo capazes de sobreviver e multiplicar-se dentro dos
macrofagos inibindo a fusdo do fagolisossoma. Essa sobrevivéncia intracelular em
macréfagos e, em menor grau, em neutréfilos, é aumentada por supressdo do sistema
hal6ide-H,O,-mieloperoxidase. Além de evadir dos mecanismos oxidativos, a B. canis
promove ainda a produgdo de superéxido-dismutase e catalase. Proteinas de estresse foram
demonstradas em Brucella podendo ser um fator para a sobrevivéncia intracelular no
hospedeiro, e acredita-se que elas atuam protegendo os microrganismos de enzimas
hidroliticas, radicais de oxigénio e sistemas destruidores de mieloperoxidase no
fagolisossoma (WALKER, 1999; SUZUKI et al., 2008).

Como essas células fagociticas tornam-se incapazes de eliminar o agente, acabam
desempenhando um papel na disseminagdo do mesmo para outras partes do corpo e na
persisténcia da infeccao (WALKER, 1999).

A resposta imune, contra Brucella, é predominantemente celular, assim como em
outros microrganismos intracelulares. Uma elevagdo nos niveis de anticorpos séricos pode
ocorrer, porém estes ndo sdo protetores e apresentam pouca influéncia na reducdo da
bacteremia e no nimero de organismos teciduais (CARMICHAEL e GREENE, 1990).

A natureza eficaz da imunidade, sobretudo celular, é especialmente mediada por
linfécitos T, que sensibilizados, liberam citocinas e estas ativam os macrofagos, que por
sua vez controlam o agente por intermedidrios do oxigénio reativo. Nos cdes ainda ha a
presenca de auto-anticorpos IgA causando sérios efeitos na fertilidade dos animais

(WALKER,1999).

2.9. Sinais clinicos

Os sinais clinicos estdo comumente relacionados a disturbios do trato reprodutivo
tanto em machos como em fémeas, e, na maioria dos casos, mesmo sendo uma infec¢do de
cardter sist€émico, os animais estdo aparentemente sadios (assintométicos), comportando-se
como importantes fontes de infeccdo. Podem apresentar alguns sinais inespecificos como
letargia, perda da libido, envelhecimento precoce, linfadenopatia generalizada, pelagem

seca e sem brilho, perda do vigor, anorexia, perda de peso, depressdo e intolerancia ao
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exercicio (CARMICHAEL, 1998; RIECKE e RHOADES, 1975)

Mesmo durante a bacteremia, normalmente ndo ocorre febre, devido a auséncia de
endotoxinas (CARMICHAEL, 1990; CARMICHAEL e KENNEY, 1968; WANKE et al.,
2004 apud KEID, 2006).

Nas fémeas infectadas, o abortamento seguido por secre¢do vaginal, bem como
morte e reabsorcdo embriondria ou falha de concep¢do sdo os principais sinais clinicos
observados (CARMICHAEL e KENNEY, 1968).

O abortamento é mais comum entre 45 e 59 dias de gestacio (JOHNSON e
WALKER, 1992; CARMICHAEL e GREENE, 1998; WANKE, 2004). Embora o
abortamento ocorra mais freqiilentemente no ter¢o final, a gestacdo também pode ser
interrompida em outras etapas. Se a gestacdo 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 manifestacdo clinica da doenca até que
ele alcance a maturidade sexual. Muitos filhotes apresentam hiperglobulinemia persistente,
febre transitéria ou leucocitose (JOHNSON e WALKER, 1992; DZIEZYC, 2000).

Nas cadelas que abortam, a secrecdo vaginal pode durar de uma a seis semanas
apresentando-se com aspecto mucdide, serosanguinolenta ou purulenta leve a moderado
(CARMICHAEL e KENNEY, 1968). Pode ocorrer morte embriondria também entre 10 e
20 dias de gestacdao. Nesses casos, ocorre morte e hd reabsor¢do fetal, o proprietdrio nao
percebe a perda da ninhada e admite que a concep¢do ndo tenha ocorrido (JOHNSON e
WALKER, 1992; DZIEZYC, 2000). Nao sao observados outros sinais clinicos além de
linfadenopatia em fémeas nido gestantes, mas existem relatos de vaginite e endometrite
(CARMICHAEL e KENNEY, 1970).

H4 ainda casos em que as fémeas apresentam ninhadas subseqiientes normais, apds
um periodo de abortamento. Estima-se que 85% das f€meas que abortam apresentam esse
quadro, apesar de continuarem infectadas, disseminando entdo a doenca, além de que
falhas reprodutivas intermitentes também podem ser observadas apds gestacdes normais
(CARMICHAEL e KENNEY, 1970; CARMICHAEL, 1990; SPINK, 1970).

Os fetos abortados apresentam-se parcialmente autolisados (Figura 2) e com lesoes
caracteristicas de infec¢do bacteriana generalizada: edema subcutianeo, congestio e
hemorragia em regido subcutinea abdominal, fluido peritoneal sero-sanguinolento com
infiltrado de células inflamatdrias, lesdes degenerativas no figado, bago, rins e intestinos

CARMICHAEL e KENNEY, 1968; CARMICHAEL e GREENE, 1990; WANKE et al.,
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2004 apud KEID, 2006).

Fonte: http//www.ppublicationsroyalcanin.com/images22472p256.jpg

Figura 2 - Aborto causado pela infeccio por B. canis com feto
autolisado.

Nos machos infectados, pode ocorrer epididimite uni ou bilateral , orquite (Figura
3) e prostatite (CARMICHAEL e KENNEY, 1968; CARMICHAEL, 1976; MOORE,
1969; CARMICHAEL e KENNEY, 1970; CARMICHAEL, 1976; JOHNSON e
WALKER, 1992; CARMICHAEL, 1998; CARMICHAEL e GREENE, 1998; SCHOEB e
MORTON, 1978). Observa-se também o aumento da circunferéncia escrotal, devido ao
acumulo de liquido serosanguinolento na tinica vaginal e dermatite escrotal associada a
infeccdo bacteriana secundiaria (MOORE, 1969; CARMICHAEL e KENNEY, 1970;
SCHOEB e MORTON, 1978; CARMICHAEL, 1990; JOHNSON e WALKER, 1992;
CARMICHAEL e GREEENE, 1998). Animais com infec¢do cronica podem desenvolver
atrofia testicular uni ou bilateral (CARMICHAEL e KENNEY, 1968; MOORE, 1969;
MOORE e GUPTA, 1970; CARMICHAEL, 1990; CARMICHAEL e GREENE, 1998).
Pode ocorrer diminui¢do do volume do ejaculado sem perda da libido e dor aguda ndo €
evidente durante a palpacdo do escroto ou testiculo, porém percebe-se certo desconforto
durante a ejaculagio (CARMICHAEL, 1998; CARMICHAEL e GREENE, 1998).

O sémen de animais infectados contém grande nimero de espermatozodides
anormais e células inflamatdrias, principalmente durante os trés primeiros meses apds a
infeccdo (CARMICHAEL, 1998). As principais alteracOes incluem espermatozdides

imaturos, cauda dobrada, retencdo da gota citoplasmatica e inchaco da peca intermedidria,
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além de grupos de células inflamatérias. Machos com infec¢do cronica podem apresentar

azoospermia (GEORGE et al., 1979; JOHNSON e WALKER, 1992).

Fonte: www.bullmountain.com.br/sitefaladoutora

Figura 3 - Orquite e epididimite provocadas pela infec¢@o por
B. canis.

A lesdo testicular pode provocar uma resposta auto-imune que produz anticorpos
anti-espermatozdides e aglutinagdo de espermatozdides em regido de cabeca geralmente,
ap6s 15 a 18 semanas de infeccdo, resultando em esterilidade (CARMICHAEL e
GREENE, 1990; GEORGE et al., 1979; LARSSON, et al., 1984b; SERIKAWA et al.,
1981b; SERIKAWA et al., 1984).

Além dos transtornos reprodutivos, sinais e lesdes em outros tecidos também sdo
comumente observados como esplenomegalia, discoespondilite, osteomielite, meningite,
uveite, hifema, edema de cérnea, glomerulonefrite e dermatite piogranulomatosa
(CARMICHAEL e GREENE, 1990; DZIEZYC, 2000; GONZALEZ et al., 2004).

Relata-se também recuperacdo espontanea da infeccao entre um e cinco anos pos-
infeccdo. Animais que se recuperaram da infeccdo apresentam titulos aglutinantes baixos
ou ausentes e podem apresentar-se imunes a re-infeccio (CARMICHAEL e GREENE,
1990; MOORE e GUPTA, 1970).

2.10. Lesoes

A epididimite por Brucella canis é caracterizada por infiltracio de células
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mononucleares, espermatozéides fagocitados por macréfagos e células gigantes, bem como
producdo de anticorpos anti-espermatozdides (GEORGE e CARMICHAEL, 1984).

Nos casos de orquite hd inflamacdo suave, graus variados de espermatogénese,
diminui¢do do tecido conjuntivo fibroso e &dreas com infiltragio mononuclear. Nos
testiculos atréficos hd infiltracdo de células mononucleares e de células de Sertoli,
associada a auséncia de espermatogénese. A Brucella canis infecta a préstata, o que
provavelmente explica a presenga de um maior niimero de organismos na urina de machos
infectados do que em fémeas (JOHNSON e WALKER, 1992).

Os animais com infeccdo cronica podem apresentar endometrite subaguda ou
crOnica, prostatite granulomatosa, atrofia e fibrose testicular e espessamento da membrana
hialina do glomérulo com pequena infiltracdo celular. Os achados histopatoldgicos da
infeccdo de canideos por B. canis incluem hiperplasia das células reticulares e linféides de
todos os tecidos, incluindo placas de Payer, vesicula biliar e pdlpebras, infiltracdo de
células inflamatdrias em todo o trato genito-urindrio e vasculite necrética em tecidos como
a prostata, epididimo e vulva (GREENE e GEORGE, 1984; CARMICHAEL, 1998;
CARMICHAEL e GREENE, 1998).

2.11. Diagnéstico

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

Apesar do seu cardter sistémico, os valores sangiiineos, bioquimicos e urindrios
normalmente ndo apresentam alteracdes (JOHNSON & WALKER, 1992, MEGID et al,
2000), impossibilitando a utiliza¢do desses dados quando da suspeita clinica.

Dessa forma, o diagndstico etiologico é efetuado por métodos laboratoriais
indiretos e diretos, através da deteccdo de anticorpos séricos contra B. canis ou do
isolamento do microorganismo nos animais infectados, respectivamente.

Pela sua praticidade, os testes soroldgicos sd@o os mais comumente usados. As suas
vantagens em relacdo ao isolamento bacteriano sdo: facilidade na execugdo, rdpido
processamento e a possibilidade do exame de um numero considerdvel de amostras

(JOHNSON e WALKER, 1992; IRIBARREN et al., 1999; ALMEIDA et al., 2001). A
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desvantagem € que, algumas vezes, a maioria dos testes ndo sdo especificos para B. canis e
podem dar resultados falso-positivos.

Em relacdo ao cultivo bacteriano, o mesmo fornece um diagnéstico definitivo
quando a bactéria € isolada, no entanto, € um procedimento muito laborioso, demorado e
pode redundar em resultados falso-negativos, uma vez que a bactéria pode se encontrar em
véarios 6rgaos (MOORE, 1969; GREENE e GEORGE, 1984; JOHNSON e WALKER,
1992; CARMICHAEL e GREENE, 1998; KEID, 2001).

Métodos moleculares como a reacdo em cadeia da polimerase (PCR) constitui a
mais avancada metodologia de diagndstico rotineiramente utilizado por laboratérios para
diagnéstico de doengas infecciosas inclusive a brucelose, possibilitando a deteccio
especifica de genes do agente causador da doenca através de sua amplificagdo e posterior

visualizacao (KEID, 2006).

2.11.1. Diagnéstico sorologico

Apesar de vdrios testes soroldgicos terem sido propostos para diagnosticar a
brucelose em caes, os testes que envolvem reacdes de aglutinagdo t€ém sido os mais
freqiientemente utilizados (MELO et al., 1997/98), dentre eles a soroaglutinacdo rapida
(SAR), soroaglutinacdo lenta (SAL) e fixacdo de complemento (FC), além dos testes de
precipitacdo de conjugado como a imunodifusdo em gel de agar (IDGA) e testes
enzimaticos como o teste de imunoabsor¢ado ligado a enzima (ELISA).

As estirpes bacterianas geralmente empregadas para a producdo dos antigenos
usados nestes testes sdo a Brucella ovis amostra Reo 198, B. canis RM6/66 e uma estirpe
menos mucodide de B. canis (B. canis M-) (ZOHA e CARMICHAEL, 1981 apud KEID,
2006).

As provas soroldgicas podem utilizar tanto antigenos de superficie bacteriana,
compostos por lipopolissacarideos (LPS) e proteinas de membrana externa, quanto
proteinas presentes no citoplasma bacteriano (KEID, 2006).

Testes baseados em antigenos de superficie sdo mais utilizados como provas de
triagem e apresentam alta sensibilidade no diagndstico da doenca. No entanto esses
antigenos também sdo compartilhados com outros géneros de bactérias como Moraxella
sp., Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus e Bordetella bronchiseptica, resultando

entdo na ocorréncia de reagdes cruzadas entre estes e anticorpos ndo especificos presentes
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no soro de animais nao infectados (CARMICHAEL e GREENE, 1990; JOHNSON e
WALKER, 1992; PICKERILL, 1970; CARMICHAEL et al., 1984 apud KEID, 2006).

No geral, enquanto hd persisténcia da bacteremia, os titulos de anticorpos anti-LPS
permanecem elevados. Com o passar do tempo, a tendéncia € de que ocorra uma reducao
nos titulos de anticorpos séricos, de modo que os animais permanecam com titulos baixos
ou até mesmo sorologicamente negativos. No entanto, pode haver ainda uma flutuacio nos
titulos de anticorpos tanto na presenca quanto na auséncia de bacteremia. (CARMICHAEL
e GREENE, 1990; MEGID et al., 2000).

Os animais cronicamente infectados com auséncia de bacteremia podem abrigar o
agente em diversos tecidos corporais, apresentando nas provas soroldgicas resultados
negativos ou com baixos titulos. Nas fémeas nesse estadgio da infec¢do, comumente ocorre
a recrudescéncia da bacteremia e o aumento nos titulos de anticorpos nos periodos de estro,
gestacdo ou abortamento, sendo, portanto adequados para a realizacio do diagndstico
nesses periodos (CARMICHAEL e GREENE, 1990).

As provas de SAR e SAL sio rotineiramente realizadas empregando antigenos de
superficie bacteriana e agentes redutores de pontes de enxofre como o 2-mercaptoetanol
(2-ME) que reduzem a ocorréncia de reagdes falso-positivas, desnaturando as moléculas
IgM que tem uma maior caracteristica de aglutinacdo ndo-especifica que a molécula de
IgG, aumentando consequentemente a especificidade da reacdo (BADAKHSH, 1982;
CARMICHAEL e SCHIN, 1996; JOHNSON e WALKER, 1992). A deteccdo de
anticorpos com esse tratamento ocorre, portanto, num periodo bem mais tardio, por volta
das 12 semanas pés-infecgdo, gerando entdo resultados falso-negativos na sua fase inicial.
No entanto, elevadas porcentagens de reacdes inespecificas podem ser observadas, mesmo
ap6s o emprego do 2-ME, sendo necessdria a confirmacdo dos resultados positivos
(CARMICHAEL e SCHIN, 1996; JOHNSON e WALKER, 1992; MEGID et al., 2000).

As provas de SAR e SAL com 2-ME sdo consideradas provas de alta sensibilidade
e indicadas como provas de triagem relatando-se 99% de correlacdo entre um resultado
negativo e a auséncia de infeccdo (CARMICHAEL, 1990; CARMICHAEL e SCHIN,
1996; JOHNSON e WALKER, 1992, NICOLETTI e CHASE, 1987).

A SAR é provavelmente o teste soroldgico mais comumente utilizado na triagem de
cdes para a infeccdo por B. canis com vantagens sobre os outros, incluindo alta
sensibilidade e precocidade, pois ja revela anticorpos a partir de trés a quatro semanas da

infeccdo (CARMICHAEL e GREENE, 1990). Além disto, é um teste barato, rapido e de
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facil execugdo, podendo ser executado em qualquer clinica veterindria (GALPHIN, 1977;
CARMICHAEL e SHIN, 1996). A SAR é um excelente teste de triagem, no entanto,
devido a ocorréncia de reacgdes falso-positivas, nao € o teste definitivo, devendo ser
confirmado por testes mais especificos JOHNSON e WALKER, 1992; CARMICHAEL,
1998). Um resultado negativo na SAR € uma forte evidéncia de que o cdo nio esteja
infectado, no entanto, apenas 40% dos animais positivos estdo realmente infectados
(CARMICHAEL, 1998). De acordo com Iribarren et al. (1999), a utilizacao da B. canis M-
associada ao tratamento prévio dos soros pelo 2-ME diminui a propor¢cdo de resultados
falso-positivos para menos de 10% sem perda da sensibilidade.

A SAL é o teste sorolégico classico para o diagndstico da brucelose canina. E um
método semi-quantitativo e muitas vezes € utilizada para a confirmacdo da SAR-ME
(CARMICHAEL, 1998). Permite ainda o monitoramento de titulos de anticorpos, o que €
importante no caso de cdes em tratamento, em canis na fase de saneamento da infeccdo ou
em programas de controle. Titulos de 50 a 100 indicam suspeita da infeccdo, sendo
considerados positivos no teste animais com titulos iguais ou maiores que 200. A SAL tem
muitas das vantagens e desvantagens da SAR, no entanto é menos sensivel € um pouco
mais especifico (CARMICHAEL, 1990; CARMICHAEL e GREENE, 1990; JOHNSON e
WALKER, 1992).

A imunodifusdo em gel de 4gar (IDGA) pode ser realizada através de dois métodos,
o que utiliza antigenos presentes na parede celular IDGA-LPS) e o que utiliza antigenos
de proteinas citoplasméticas (IDGA-PC) (CARMICHAEL, 1990; CARMICHAEL, 1998;
CARMICHAEL e GREENE, 1998).

O IDGA-LPS ndo ¢é tdo facilmente utilizdvel quanto a SAR ou SAL, pois hd maior
complexidade para a preparagdo do antigeno e também para a leitura dos resultados, além
de ser considerada uma prova mais especifica do que os testes de aglutinacdo, porém,
reacOes cruzadas com outros microorganismos ainda podem ocorrer. Iribarren et al. (1999)
examinaram 1.148 caes de Buenos Aires, Argentina, em um estudo comparativo entre as
técnicas de IDGA e SAR, e observaram, para o IDGA, uma sensibilidade de 95,6% e
especificidade de 100%.

Através deste teste, os anticorpos podem ser detectados a partir de oito a 12
semanas apos a infeccio (CARMICHAEL, 1990; CARMICHAEL e GREENE, 1998). No
entanto, em infecgdes cronicas, o diagnostico pela IDGA fica dificultado, pois a partir de

quatro meses apods o término da bacteremia hd reducio dos niveis de anticorpos circulantes
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(LARSSON et al., 1984b; JOHNSON e WALKER, 1992; CARMICHAEL, 1998;
CARMICHAEL e GREENE, 1998).

No Brasil, o teste de IDGA tem sido executado com o “’kit” produzido pelo Instituto
de Tecnologia do Parand (TECPAR), no qual o antigeno é constituido por proteinas e
lipopolissacarideos extraidos da B. ovis, amostra Reo 198, padronizado por comparagio
com o antigeno de referéncia e é empregado na forma liofilizada. A leitura € realizada em
24, 48 e 72 horas ap0s a distribui¢ao dos soros, utilizando-se sistema de ilumina¢do com
luz indireta e fundo preto e o resultado final € relatado ap6s a leitura de 72 horas
(AZEVEDO, 2002)

O IDGA empregando proteina citoplasmatica (IDGA-PC) utiliza extrato protéico
do citoplasma bacteriano da B. canis (variante M-) e apresenta menor propor¢do de reagoes
cruzadas. Uma das desvantagens das provas baseadas em antigenos internos € a detec¢ao
de anticorpos produzidos contra estirpes lisas e rugosas ndo possibilitando a identificagdo
da espécie responsdvel pela infeccio, devido aos antigenos citoplasmédticos serem comuns,
dando reagdes positivas quando as infec¢des sdo causadas por B. suis, B. abortus € B. ovis.
Este fato ndo € de grande interesse clinico, pois infec¢cdes por outras brucelas raramente
ocorrem em caes (BARR et al., 1986).

Os anticorpos anti-Brucella canis sao detectados pelo IDGA-PC 12 semanas apds a
infeccdo e sdo detectdveis por 36 meses apds o término da bacteremia. Dessa forma, o
IDGA-PC pode detectar animais com infeccdo crOnica quando os outros testes sdo
negativos (JOHNSON e WALKER, 1992).

Outro teste empregado para o diagndstico da brucelose canina € a fixacdo de
complemento, cuja técnica é amplamente utilizada também para o diagndstico da infec¢ao
por B. ovis e B. abortus e apresenta sensibilidade e especificidade elevadas. Vem sendo
empregado em vdérios estudos, como na cidade de Belém, estado do Pard, Brasil, onde
Molnar et al. (2001), examinaram 236 caes e encontraram 45,37% (107/236) de
positividade pela IDGA, 38,56% (91/236) pela fixacdo de complemento e 46,14%
(109/236) através do teste de ELISA indireto.

Virios testes de ELISA vem sendo desenvolvidos no diagnéstico da brucelose
canina, empregando nio s6 antigenos de superficie bacteriana ou proteinas citoplasmaticas,
como também com o uso de proteinas recombinantes.

O teste de ELISA indireto € altamente especifico, entretanto, menos sensivel que a

SAL para a triagem de cades infectados (CARMICHAEL e GREENE, 1998). A
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sensibilidade do ELISA indireto foi melhorada com a utiliza¢do de solucdo salina aquecida
(HSS) para a extracdo do antigeno (variante M-) (MATEU-DE-ANTONIO et al., 1993).

BALDI et al. (1994) extrairam proteinas citoplasmadticas de B. abortus a partir de
imunoadsor¢do com anticorpo monoclonal (BC68) e as utilizaram no teste de ELISA
indireto, para a deteccdo de anticorpos humorais em cdes com brucelose. De um total de
120 animais, dos quais 17 infectados e positivos ao teste de SAR-ME e 103 cées sadios e
negativos na SAR-ME, todos os cées infectados e 2% (2/103) dos cdes sadios apresentaram
resposta anti-proteina IgG. Todos os soros positivos no ELISA também foram positivos na
SAR-ME.

Ja o uso de proteinas recombinantes de Brucella spp. como antigenos nos ensaios
imunoenzimaticos foram propostos para o diagndstico da brucelose, tendo em vista a
vantagem de apresentar maior eficiéncia na purificagdo do antigeno e maior especificidade
na deteccdo da infeccao (WANKE, 2002). No entanto, em alguns casos, observou-se uma
baixa sensibilidade na deteccao de anticorpos especificos.

As proteinas recombinantes Omp31 e Lumazine Synthase (LS) de Brucella spp.
foram empregadas no sorodiagnéstico da brucelose canina, resultando numa sensibilidade
de 87% e 92% respectivamente em cdes positivos por métodos bacteriologicos
(CASSATARO et al., 2004; WANKE, et al., 2002).

Arese et al. (1999) utilizaram no teste de ELISA a proteina BP26 e obtiveram uma

sensibilidade de 98% e especificidade de 97%.

2.11.2. Diagnéstico bacterioldgico

O cultivo microbiolégico do agente € considerado o método definitivo para o
diagndstico da infec¢do por Brucella canis e tem sido indicado para a confirmagdo de
resultados positivos obtidos nos testes soroldogicos de triagem (CARMICHAEL, 1976;
MOORE, 1969; SAEGUSA, et al., 1977, FLORES-CASTRO e SEGURA, 1976;
LARSSON e COSTA, 1980; UEDA, et al., 1974 a,b). O agente pode ser encontrado em
amostras de sangue, urina, secrecdes vaginais, sémen, leite e vdrios tecidos como
linfonodos, baco, figado, medula 6ssea e 6rgaos reprodutivos (CURRIER et al., 1982;
MOORE e GUPTA, 1970; UEDA et al., 1974 a,b).

Devido a prolongada bacteremia, a hemocultura é o método de escolha para o

isolamento da B. canis (CARMICHAEL e GREENE, 1990). Mais de 50% dos caes
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infectados apresentam uma bacteremia que dura um ou mais anos (CARMICHAEL, 1998).
Dentro de duas a quatro semanas apds a infec¢do, as hemoculturas sdo positivas para B.
canis e continuam positivas por no minimo 30 semanas (JOHNSON e WALKER, 1992).
As desvantagens da hemocultura sdo o tempo minimo de dez dias para a obtencdo de
resultados e a baixa sensibilidade nas infec¢des cronicas, isso porque a bacteremia passa a
ser intermitente e eventualmente diminui com a infeccdo cronica. (ZOHA e
CARMICHAEL, 1982; JOHNSON e WALKER, 1992). Aos 58 meses de infeccdao, menos
de 25% dos animais infectados apresenta hemocultura positiva (JOHNSON e WALKER,
1992).

A hemocultura negativa ndo exclui a hipétese de infeccdo por B. canis,
especialmente nos casos de infec¢io cronica, no entanto, a hemocultura positiva confirma
o diagndstico. Devido a localizagdo intracelular em células do sistema mononuclear
fagocitdrio, a bactéria pode ser recuperada a partir de aspirados de medula dssea na
auséncia de hemocultura positiva JOHNSON e WALKER, 1992).

Secrecdes vaginais e tecidos fetais sdo materiais empregados com sucesso para o
isolamento bacteriano no periodo apds o abortamento, por conterem um grande nimero de
microrganismos, os quais sdo eliminados por vdrias semanas. J4 em outros periodos do
ciclo estral, o isolamento a partir de secre¢des vaginais ndo apresenta valor como método
diagnéstico (CARMICHAEL e GREENE, 1990; CICUTA e MIRANDA, 1990;
JOHNSON e WALKER, 1992; MOORE, 1969).

Para machos, o cultivo de sémen normalmente produz numeros elevados de
organismos de 3 a 11 semanas apds a infec¢do. No entanto, pode ocorrer eliminac¢ao
intermitente de B. canis pelo s€émen, o que pode dificultar o isolamento a partir desse
material (MOORE, 1969; CARMICHAEL, 1990; CARMICHAEL e GREENE, 1998).

Os cultivos de epididimo usualmente sdo positivos entre 35 e 60 semanas de
infeccdo, no entanto, as 100 semanas da infeccdo, os cultivos epididimais sdo negativos. A
bactéria pode ser isolada da prostata até 64 semanas apds a infeccdo (JOHNSON e
WALKER, 1992; CARMICHAEL e GREENE, 1998).

De 8 a no minimo 30 semanas apds a infec¢do, a B. canis € eliminada pela urina. A
concentracdo urindria varia de menos de 10 UFC/mL a 10° UFC/mL de urina
(CARMICHAEL e JOUBERT, 1988; CARMICHAEL e GREENE, 1990). Os machos
tendem a eliminar mais brucelas pela urina do que as fémeas, provavelmente devido a

proximidade da prostata, ductos deferentes e bexiga nos machos (MOORE e KAKUK,
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1969).

Nos animais cronicamente infectados, quando a bacteremia cessa, o cultivo pode
ser feito a partir de testiculos, préstata, epididimos, baco, linfonodos e medula dssea
(CARMICHAEL e KENNEY, 1970; GOMES et al., 1999; MEGID et al., 2000; VARGAS,
1996).

Quando hé uveite causada por B. canis, o isolamento pode ser feito a partir do
humor aquoso (RIECKE e RHOADES, 1975; SAEGUSA et al.,, 1977; JOHNSON e
WALKER, 1992). A bactéria também foi isolada de lesdes como discoespondilite e
osteomielite (HENDERSON et al., 1974; SMEAK et al., 1987; KERWIN et al., 1992).

Apesar deste método permitir a deteccdo especifica do agente etiolégico da
brucelose, demanda tempo, impde riscos decorrentes da manipulagdo, além de ser sujeito a
resultados falso-negativos em conseqiiéncia da contaminagdo das amostras, interferéncia
de antibioticoterapia e da baixa sensibilidade do método, de acordo com o estidgio da

infeccdo (ALTON, et al., 1976 apud KEID, 2006; CARMICHAEL, 1976).

2.11.3. Diagnéstico pela Reacao em Cadeia da Polimerase

A reagdo em cadeia pela polimerase (PCR) é uma técnica alternativa ou
complementar ao isolamento, capaz de detectar um segmento de DNA especifico em
materiais suspeitos. Desde 1987 vem sendo empregada como instrumento para o
aprimoramento do diagndstico da brucelose em diversas espécies animais € no homem, por
apresentar-se mais sensivel que os métodos bacterioldgicos e mais especifica que as
técnicas soroldgicas atualmente utilizadas no diagnéstico da doenca. Considerando sua
rapidez de execucdo em relacdo ao cultivo bacterioldgico, a PCR tem sido uma alternativa
promissora ao diagndstico direto de organismos de crescimento lento e fastidioso
(BRICKER, 2002; DAHOUK et al., 2003).

Foi empregada com sucesso para a deteccdo de Brucella em vérios tipos de
amostras bioldgicas provenientes de diversas espécies hospedeiras, como sangue, soro,
sémen, swab vaginal, 6rgdos e ainda urina, fluido sinovial, fluido cerebroespinhal e
material purulento (ELFAKI, et al., 2005b; KEID, 2001; COLMENERO, 2002; CORTEZ
et al., 2001; RICHTZENHAIN, et al., 2002).

Embora seja um método de diagndstico muito vantajoso pela sua rapidez e alta

sensibilidade e especificidade, possui também desvantagens que sdo o alto custo,
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principalmente de reagentes e equipamentos, € os fatores inibidores da amplificacdo do
acido nucléico como: proteinas séricas, debris celulares somaticos, polissacarides e outros
componentes dos fluidos corpéreos (BRICKER, 2002; DAHOUK et al., 2003; WILSON,
1997).

Segundo Vieira (2004) os primeiros ensaios empregando a PCR para o diagndstico
da brucelose utilizaram-se de primers género-especificos capazes de identificar
indistintamente as espécies conhecidas do género Brucella.

Fekete et al. (1990) realizaram a primeira PCR género-especifica para a detec¢ao de
Brucella spp. em que um fragmento de 635 pares de bases (pb) do gene codificador de uma
proteina de membrana de 43 kilodaltons (kDa) foi amplificado a partir de uma amostra
contendo até 0,1 picogramas (pg) de DNA de Brucella.

Empregando o mesmo par de primer em uma PCR aplicada sobre amostras de
abortamento bovino, Fekete et al (1992) encontraram um limiar de detec¢do de cinco
células de Brucella/100 mg de tecido. Das amostras que foram testadas 55 foram positivas
tanto para a PCR quanto para o cultivo bacteriologico e, de 52 amostras negativas pelo
isolamento bacteriano, duas ainda apresentaram resultado positivo na PCR.

Diversos outros primers especificos para deteccdo de DNA do género Brucella
foram descritos na literatura, sendo que os primers B4 e B5 foram os mais amplamente
utilizados para o diagndstico da brucelose em diversos tipos de amostras e hospedeiros
(COLMENERO et al, 2002; ELFAKI et al, 2005b; KEID, 2001, RICHTZENHAIN et al,
2002). Desenhados por Baily et al (1992), os primers amplificam um fragmento de 233 pb
a partir do gene codificador da proteina peripldsmica imunogénica denominada BCSP31 e
com uma massa molecular de 31 kDa, esse gene € conservado em todas as espécies do
género Brucella. Posteriormente, verificou-se que apesar da ampla utilizacdo e
sensibilidade diagnéstica os primers B4 e BS amplificam também o DNA proveniente da
bactéria Ocrhobactrum spp.. Mas apesar de apresentar elevada similaridade de sequéncias
génicas com as bactérias do género Brucella, as infec¢des por Ocrhobactrum nao siao
consideradas clinicamente relevantes em humanos além de a prevaléncia em caes ser
desconhecida (CASANAS et al., 2001; VELASCO, et al., 1998).

A PCR utilizando esses primers no diagnéstico da brucelose canina em amostras de
trato reprodutivo com um protocolo de extra¢do de dcidos nucléicos baseado na utiliza¢do
do isotiacianato de guanidina apresentou valores de sensibilidade e especificidade de

64,2% e 91,4% respectivamente em relagdo a hemocultura (KEID, 2001).
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2.12. Tratamento

Como ocorre em infec¢des causadas por microrganismo intracelulares, o tratamento
para a brucelose canina, frequentemente ¢ mal sucedido. Em virtude da possibilidade de
falhas e do alto custo, em geral recomenda-se o sacrificio dos caes infectados,
principalmente quando se trata de animais de canis, uma vez que continuam sendo fontes
de infec¢do para outros animais e para seres humanos, exceto quando houver fortes razdes
para ser tentado o tratamento, principalmente nos animais de alto valor zootécnico.
Entretanto, a decis@o de tratar ou ndo o animal deve ser baseada numa conversa entre o
proprietario e o veterindrio (CARMICHAEL e GREENE, 1990; JOHNSON e WALKER,
1992; JENNINGS et al., 1974).

Geralmente hd um declinio da bacteremia e dos titulos de anticorpos séricos com 0
inicio da antibioticoterapia, que ndo significa a erradicacdo da infec¢cdo. H4 muitos casos
de a fase de bacteremia ndo retornar, porém o microrganismo persiste em determinados
orgdos. Os animais voltam a apresentar elevacao dos titulos de anticorpos e/ou o agente é
recuperado de amostras de tecidos depois de descontinuado o tratamento. (CARMICHAEL
e GREENE, 1990; JOHNSON e WALKER, 1992; MOORE, 1969).

A realizacdo de antibioticoterapia na gestacdo de cadelas infectadas pode reduzir as
chances de abortamentos, no entanto, as fémeas podem permanecer em bacteremia e
soropositivas uma vez que o tratamento € suspenso, o que pode resultar no nascimento de
filhotes doentes (JOHNSON et al., 1982; CARMICHAEL e GREENE, 1990; MOORE,
1969).

Diversos regimes de tratamento utilizando tetraciclinas, aminoglicosideos,
sulfonamidas, eritromicina, ampicilina e outros agentes antimicrobianos tém sido
utilizados para o tratamento da brucelose canina, porém, o agente é raramente eliminado se
ndo houver uma combinac¢do adequada de drogas, pois a utilizacdo de um tnico antibiético
ndo € suficiente para eliminar a bactéria. Atualmente, o esquema de tratamento mais bem
sucedido € a combinacdo de minociclina via oral na dose de 25 mg/Kg/dia, durante duas
semanas e diidroestreptomicina intramuscular na dose de 5 mg/Kg a cada 12 horas, durante
uma semana (JOHNSON e WALKER, 1992).

Carmichael e Greene (1998) sugeriram o emprego de hidrocloridrato de
minociclina (12 mg/kg, IM, trés vezes ao dia, por pelo menos duas semanas) juntamente

com estreptomicina (10 mg/kg, IM, trés vezes ao dia, durante a primeira semana),
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entretanto, devido ao alto custo da minociclina, utiliza-se a doxiciclina.

Trabalhos mais recentes como o de Wanke et al. (2006) que utilizaram somente
enrofloxacina oral na dose de Smg/kg a cada doze horas por 30 dias em machos e fémeas,
inclusive algumas em gestagc@o, constataram que apds 14 meses do comego do estudo os
animais foram soronegativos na SAR, nenhum aborto foi observado, todos os filhotes
nasceram sauddveis e o cultivo das descargas vaginais pds-parto foram negativos,
entretanto, este firmaco ndo foi totalmente eficaz j4 que houve a recorréncia de abortos,
transmissdo da doenca aos filhotes e disseminagcdo do agente durante o parto. Sugere-se
entdo que a enrofloxacina pode ser uma alternativa ao tratamento da brucelose canina
desde que ocorra a associacdo com outras drogas.

Testes sorologicos e bacterioldgicos devem ser realizados nos animais durante pelo
menos seis meses apds o término da antibioticoterapia, a fim de garantir o sucesso do
tratamento que deve ser mantido até que se obtenha um resultado negativo na sorologia,

caso contrario, é considerado ineficaz (CARMICHAEL e GREENE, 1990).

2.13. Controle e Prevencao

Em canis comerciais, o controle e a profilaxia da infeccdo envolvem procedimentos
como a confirmagdo através de testes sorolégicos e bacterioldgicos, identificacdo e
eliminacdo dos animais infectados, quarentena, e principalmente a implantacdo de certas
préticas para a prevencao de surtos futuros (JONES e EMERSON, 1984; JOHNSON e
WALKER, 1992; MOORE, 1969; PICKERILL e CARMICHAEL, 1972).

A prevengdo da infeccdo € particularmente importante nos canis comerciais, pois
uma vez introduzida numa populacdo confinada, sua disseminacdo se da de forma répida,
acometendo um grande nimero de animais (SPINK, 1970). E pelo fato de ndo haver vacina
contra a Brucella canis, a identificacdo e elimina¢do de animais infectados € o tUnico
método seguro para a erradicacdo da doenca nessas populacdes (PICKERILL e
CARMICHAEL, 1972; JOHNSON e WALKER, 1992). Vale salientar que esses animais
devem ser removidos do canil, uma vez que somente a separacdo de cdes sadios e
infectados no mesmo canil parece ndo ser suficiente para evitar a propagacao da infec¢ao,
mesmo empregando-se medidas rigidas de higiene (CARMICHAEL e KENNEY, 1970;
CARMICHAEL e JOUBERT, 1988; MOORE, 1969; PICKERILL, 1970; SPINK, 1970).

Animais com histérico de problemas reprodutivos devem ser isolados, realizados a
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sorologia e isolamento do agente e, se o diagndstico for confirmado, a sorologia é realizada
em todos os animais do plantel. Os animais suspeitos sdo novamente testados apds 30 dias,
e 0s positivos devem ser eliminados. O movimento dos animais dentro da coldnia deve ser
restrito, com intuito de prevenir exposi¢des adicionais enquanto as fontes de infecc¢ao e as
vias de transmissdo estdo sendo investigadas (CARMICHAEL, 1990; JOHNSON e
WALKER, 1992).

Todas as vias de transmissao possiveis devem ser consideradas (CARMICHAEL,
1998). Devido ao fato da descarga vaginal pds-abortamento, material de abortamento,
sémen de machos recentemente infectados e urina de machos conterem um grande niimero
de bactérias, esses materiais devem ser primeiramente avaliados como possiveis vias de
eliminacdo. Aerosséis infectantes, fOmites, transmissdo venérea e infec¢do congénita
também devem ser considerados (JOHNSON e WALKER, 1992).

Animais utilizados para reproducdo devem ser retestados a cada trés ou quatro
meses pds-cobertura e os que saem do plantel para cruzar s6 devem ser readmitidos apds
quarentena e sorologia negativa (CARMICHAEL e GREENE, 1990). Os animais que
serdo introduzidos no plantel devem possuir duas sorologias negativas com intervalo de 30
dias (JONES e EMERSON, 1984; CARMICHAEL, 1990; CARMICHAEL, 1998).
Portanto, machos e fémeas, diagnosticados como positivos devem ser afastados dos
programas de reproducdo e a higienizagdo das instalagdes ser executada rigorosamente
(CARMICHAEL e GREENE, 1990).

Os tratadores de animais podem ser uma fonte de manutencao da infec¢do e como a
vida do agente € muito curta fora do hospedeiro, a utilizacdo de desinfetantes como amonia
quaterndria, hipoclorito sédio a 2.5%, soda caustica 2-3%, formaldeido a 2% e iodéforos
tem-se mostrado efetivos para a desinfeccio das instalagdes e equipamentos
(CARMICHAEL e GREENE, 1990). Como a principal via de contaminacdo dos seres
humanos € o contato com descargas vaginais, material de aborto, ou durante o
acasalamento com animais infectados, todas as pessoas que entrarem em contato com oS
animais suspeitos ou infectados devem desinfetar suas mados e dreas contaminadas
(CARMICHAEL, 1990).

Surtos futuros de brucelose por B. canis sdo evitados através da prevengdo de
exposicdo. Isso é reforcado pela quarentena de todos os animais adquiridos, até que testes
mensais durante oito a 12 semanas indiquem resultados negativos. Animais que forem

expostos ao agente e animais com qualquer sinal clinico da infeccdo por B. canis ndo



41

devem ser considerados, sob qualquer circunstancia, para aquisicio por um canil
(JOHNSON e WALKER, 1992).

Em algumas situacdes, os proprietdrios recusam a eliminacdo dos animais e, nesses
casos hd a indicagdo da castracdo concomitantemente a terapia com antimicrobianos,
isolamento dos animais, cuidados especiais de higiene e manejo adequado, além de
acompanhamento dos casos em pelo menos 3 meses, devendo-se sempre informar aos
donos dos animais sobre a ineficdcia do tratamento e a manutenc¢do de seu animal como
fonte de infecgao.

Medidas importantes em relagdo a transmissdo aos seres humanos sdo os cuidados
de higiene e medidas de biosseguranga para limitar os riscos de exposi¢cdo de algumas
atividades ocupacionais como laboratoristas e individuos que trabalham em canis.

Pouco se tem feito para controlar a brucelose canina de uma forma sistematizada no
pais, a ndo ser em alguns canis comerciais. Assim, muitos casos de infeccdo por B. canis
nio sdo relatados, principalmente por ndo ser exigida notificacdo obrigatéria pelo
Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento. Desta forma, a vigilancia deve ser
realizada por todos os clinicos de pequenos animais e proprietdrios de cdes e canis para se
impedir que a doenca acometa e se propague entre esses animais. Todos os animais
destinados a reproducdo devem ser livres da doenga para se evitar sua disseminacdo, e
todas as suspeitas de brucelose canina devem ser confirmadas para que se possa controlar

essa doenca (MINHARRO et al., 2005).
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais

Foram utilizados cdes que passaram pelo atendimento da Clinica de Pequenos
Animais do Hospital Veterindrio do Centro de Saide e Tecnologia Rural da Universidade
Federal de Campina Grande, campus de Patos, Paraiba, do Centro Médico Veterinario Dr.
Leonardo Torres, bem como através de visitas aos bairros da cidade 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.

3.2. Caracterizacio da area

O municipio de Patos estd situado a uma distincia de aproximadamente 300 km da
capital do Estado, com drea de 513 Km?, populacdo de 97.276 (noventa e sete mil,
duzentos e setenta e seis) habitantes, temperatura média de 32°C, umidade relativa média
do ar de 55%, precipita¢do pluviométrica média anual de 700 mm, e altitude média de 242

m, acima do nivel do mar (IBGE, 2007).

3.3. 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 confianca,
de acordo com a férmula para amostras aleatorias simples (NOORDHUIZEN et al., 1997;
THRUSFIELD, 1995):

n=27"xP(-P)
g2
Onde:
n = numero de animais a serem utilizados

Z = valor da distribui¢do normal para o nivel de confianca de 95% — Z=1,96
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P = prevaléncia esperada — P = 10%

d = erro absoluto — d = 10%

Com base nesses parametros, o nimero de animais a serem amostrados foi de 35,

no entanto, por motivos de seguranca, foram utilizados 193 caes.

3.4. Colheitas de sangue

As colheitas de sangue foram efetuadas por puncdo na veia cefélica ou veia jugular
externa utilizando-se, dependendo do animal, seringas descartdveis de 3 ou 5 mlL,
excluindo-se apenas animais com menos de trés meses de idade.

As amostras foram colocadas em tubos de vidro identificados e mantidas sobre
refrigeracdo até a chegada ao Laboratorio de Doencas Transmissiveis da Unidade
Académica de Medicina Veterindria, Centro de Saude e Tecnologia Rural, da Universidade
Federal de Campina Grande, Campus de Patos, Paraiba.

Foram entdo centrifugadas para a obtencdo do soro e estocadas a -20°C para

posterior realizacdo do diagndstico soroldgico da infeccao.

3.5. Questionario epidemioldgico

Os proprietéarios dos cdes responderam a um questiondrio epidemiolégico que foi
elaborado de modo a fornecer dados com o intuito de verificar a auséncia ou presenca de
algumas préticas e condi¢des que pudessem atuar como possiveis fatores de risco para a

brucelose canina (Anexo).

3.6. Diagnostico sorolégico da infeccao por Brucella canis

Foram utilizados “kits” produzidos pelo Instituto de Tecnologia do Parand
(TECPAR) (Figura 4). A técnica foi executada de acordo com as recomendacdes do
fabricante.

Como primeiro passo, o tampdo borato foi preparado a partir de 0,03M de Acido

Bérico (H3BOs3), 0,1M de Cloreto de Potassio (KCI), sendo o pH ajustado em 8,3 com
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Hidréxido de Sédio (NaOH) 2M. Em seguida, o gel de dgar foi feito com 1,2% de Agar
Noble, 100 mL de tampao borato e 0,26M de Cloreto de Sédio (NaCl).

Foi adicionado 1 mL de azida sédica (NaN3) a 1% para a conservagdo do gel,
evitando assim a formagdo de bolores. Apds completa dissolucdo pelo calor, foram
distribuidos 4,5 mL do gel em laminas de vidro sem ranhuras, permanecendo em
temperatura ambiente até sua solidificacdo. Logo em seguida, as laminas 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 5), sendo um orificio
central e seis dispostos ao redor deste, cada orificio com capacidade de 50 pL. Apds a
retirada do dgar, os po¢os foram preenchidos com soros controles positivos, soros testes e
antigeno (Figura 6). As 1aminas permaneceram mantidas em cdmara imida em temperatura
ambiente. As leituras foram realizadas com 24, 48 e 72 horas, utilizando-se sistema de
ilumina¢@o com luz indireta e fundo escuro. O resultado considerado foi o da leitura de 72
horas.

Para a interpretacdo dos exames, levou-se em considera¢do a formacdo de uma
linha de precipitagdo entre o soro teste e o antigeno, classificando as amostras em positivas
ou negativas. O soro cuja linha de precipita¢do apresentou identidade com a linha formada
pelo soro padrdo foi considerado positivo. Caso contrdrio, quando ndo houve formacio de
linha de precipitag@o ou a linha formada ndo apresentou identidade com a do soro padrio, a

amostra foi considerada negativa.

Figura 5 - Perfuracdo do gel de Agar.
antigeno, 2 - diluente ¢ 3 - soro
controle positivo.
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Figura 6 - Distribuicdo dos soros no gel de Agar e
disposicdo dos outros reagentes. 1, 2, 3 -
soros a testar, A - antigeno e SP - soro
controle positivo.

3.7. Analise de fatores de risco associados a soropositividade para Brucella canis

A andlise de possiveis fatores de risco associados a soropositividade para Brucella
canis foi efetuada com os dados coletados com os questiondrios epidemioldgicos aplicados
aos proprietdrios. As varidveis independentes (possiveis fatores de risco) foram
categorizadas e codificadas, deixando-se a categoria de menor risco com o menor c6digo
(LATORRE, 2004). Esta categoria de menor risco foi considerada a referéncia para a
comparacao com as demais categorias.

A andlise de fatores de risco foi efetuada em duas etapas: andlise univariada e
andlise multivariada. Na andlise univariada, foram formados dois grupos de animais —
soropositivos e soronegativos — que foram comparados frente as varidveis analisadas.
Aquelas varidveis que apresentaram um valor de p < 0,2 pelo teste de qui-quadrado ou
teste exato de Fisher (ZAR, 1999) foram selecionadas para a andlise multivariada,
utilizando-se a regressao logistica multipla (HOSMER e LEMESHOW, 2000). O nivel de
significancia adotado na andlise multipla foi de 5%. Todas as andlises foram realizadas

com o programa SPSS 13.0 for Windows.

3.8. Confecciao do mapa georreferenciado

As coordenadas geograficas das residéncias dos proprietdrios dos cades foram

obtidas com um aparelho de GPS (Global Position System). Estas coordenadas, juntamente
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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 versado 9.1.

3.9. Cultivo e isolamento de Brucella canis

Ap6s os resultados da sorologia, os animais que apresentaram resultado positivo
foram localizados e foi procedida colheita de sangue com anticoagulante e medula 6ssea
por puncdo da crista iliaca para a realizacio de cultivo em dgar-Brucella' (Figura 7)
enriquecido com 5% de sangue ovino desfibrinado, apds manutengdo por trés dias em meio
BHI (Brain Heart Infusion) e Tioglicolato de sédio, incubados em estufa a 37°C.

Provas bioquimicas como catalase, motilidade, utiliza¢do do citrato, crescimento no
meio de cultura Mac Conkey, producdo de H,S, producdo de urease e reducdo de nitrato
também foram realizadas para a identificacao da bactéria.

O isolamento e identificacdo bacteriana foram realizados no Laboratério de
Biologia Molecular do Semi-drido e no Laboratério de Microbiologia do Hospital

Veterinario do CSTR/UFCG.

Figura 7 - Cultivo das amostras em dgar-Brucella com 5% de sangue ovino.

! Difco
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3.9.1. Confirmacao das estirpes isoladas

Para a confirmacio das bactérias isoladas, foi realizada a PCR género-especifica no
Laboratério de Doencas Bacterianas da Reproducdo 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). Uma suspensdo de 2,3 x 10° bactérias/mL
composta por 1000 uL de dgua ultrapura (Milli-Q®), correspondente a escala 8 de
MacFarland, 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 amplificac@o.

Para a reacao foram utilizados 0s primers B4 (5°-
TGGCTCGGTTGCCAATATCAA-3’) e BS (3°’-TGGCTCGGTTGCCAATATCAA-5’) os
quais amplificam uma sequéncia de 233 pb do gene que codifica a proteina peripldsmica
imunogénica BCSP31 especifica para Brucella spp.

A amplificacdo das amostras de DNA foi realizada em microtubos de 500 pl com
volume final de 50 ul, segundo Sambrook et al. (1989) e Baily et al.(1992).

No ciclo empregado (Termociclador), inicialmente as amostras foram submetidas a
uma desnaturacgio de 94 °C por 5 minutos e a seguir empregados 40 ciclos de amplificagdo
divididos em quatro fases: 1 - Desnaturagdo — 94 °C /60 segundos, 2 - Anelamento — 60 °C
/60 segundos, 3 - Extensdo — 72 °C /60 segundos e 4 - Extensio final — 72 °C/10 minutos.

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

O gel foi corado por brometo de etideo 0,5 pg/ml e posteriormente fotografado sob
luz ultravioleta (300-320nm) pelo sistema de foto-documentagdo (Camera Kodak Digital

DC/120 Zoom) e analisado com o software 1D Image Analysis (Kodak Digital Science).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Dos 193 soros analisados pela prova da IDGA, seis amostras apresentaram reacao
positiva (Figura 8), cuja linha de precipitacdo apresentou identidade com a linha formada
pelo soro padrao (Figura 9), correspondendo a uma prevaléncia de 3,11% (IC 95% =
1,15% — 6,64%). A distribuicdo geograifica das residéncias dos animais € apresentada na

Figura 10, onde se observa uma maior concentracdo de cdes da zona urbana.

6 (3,11%)

187 (96,89%)
HPOSITIVOS HENEGATIVOS

Figura 8 - Resultado da técnica de IDGA aplicada a brucelose por Brucella
canis em 193 cées do municipio de Patos, Paraiba

Figura 9 - Reacdo positiva na IDGA para brucelose (seta).
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Figura 10 - Mapa do municipio de Patos demonstrando a localiza¢do geografica das
residéncias dos cdes soropositivos e soronegativos. Detalhe ilustrando a
localiza¢@o do municipio de Patos no Estado da Paraiba.

pertenciam a canis comerciais.
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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, Nérez 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 histérico de infertilidade, abortamentos e casos de natimortos, sendo um
ambiente altamente favordvel para a difusdo da infec¢do, some-se a isso condi¢des de
confinamento dos animais, que também favorece a transmissdo da bactéria, pelo fato de
haver um contato intimo de animais doentes e sadios, levando a infec¢do desses ultimos.
No presente trabalho, foi examinada uma amostra de animais que ndo apresentava histdrico

de problemas reprodutivos que poderiam ser sugestivos de brucelose canina e que nao
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Resultados superiores também 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 Niter6i, 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 infeccdo, 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 € varidvel segundo a regido, a
populacdo estudada e o método de diagndstico empregado.

Cortes et al. (1988) examinaram 3.386 cdes errantes capturados pelo programa de
controle de reservatorios de zoonoses do Centro de Controle de Zoonoses da Secretaria de
Higiene e Satde do Municipio de Sao Paulo, durante o periodo de 1981 a 1985, e
encontraram 7,5% de positividade, o que foi superior ao percentual encontrado no presente
trabalho. Nesse estudo, foi empregado como teste diagndstico a imunodifusdo em gel de
agar com antigeno produzido pelo Centro Panamericano de Zoonoses (CPZ).

Lopez et al. (2009) em Lomas de Zamora, provincia de Buenos Aires, examinaram
224 caes onde 33 foram positivos pelo RSAT resultando numa prevaléncia de 14,7%, e 24
(10,7%) foram confirmados pelo teste de ELISA indireto. Dos 33 positivos na RSAT
foram realizadas 17 hemoculturas onde foi isolada B. canis de 2 casos.

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

Na andlise de fatores de risco para a infec¢do por B. canis, foram selecionadas, na
andlise univariada, as varidveis limpeza do ambiente dos cdes e passear com 0s mesmos

(Tabela 2). O fator de risco identificado na andlise multivariada por regressdo logistica
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multipla foi ndo realizar limpeza no ambiente dos animais (odds ratio = 7,91; IC 95% =
1,50 — 41,72; p = 0,015) (Tabela 3). O fato do proprietario nio realizar a limpeza do
ambiente onde o animal permanece foi apontado como fator de risco para a infec¢do por
Brucella canis, o que € plausivel do ponto de vista biolégico, uma vez que a limpeza
rotineira do ambiente com detergentes comuns reduz o nimero de bactérias eliminadas por
cdes infectados, principalmente no caso de parto ou abortamento. Portanto, sugere-se que
tal pratica seja adotada com freqiiéncia com o objetivo de evitar a exposicdo de outros

animais ao risco de infec¢ao.

Tabela 2 — Andlise univariada de fatores de risco associados com a soropositividade para
Brucella canis em 193 caes do municipio de Patos, Paraiba.

Total de

Variavel Categoria L 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
Raga Sem raca 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
Alimentagdo Racgdo comercial 38 1(2,6%)
Preparado em casa 24 1(4,2%)
Restos de comida 53 3(5,7%)
Racdo + Preparado 33 1(3,0%)
Racdo + Restos 40 0 (0,0%)

Preparado + Restos 5 0 (0,0%) 0,745
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Varidvel Categoria Total de  Soropositivos (%) P
animais
Contato com caes Nio 93 4 (4,3%)
Sim 100 2 (2,0%) 0,431
Contato com animais Nio 181 6 (3,3%)
silvestres
Sim 12 0 (0,0%) 1,000
Ambiente dos cdes Terra 66 3 (4,5%)
Cimento 86 2 (2,3%)
Terra/Cimento 40 1(2,5%) 0,871
Terra + Cimento 1 0 (0,0%)
Limpeza do ambiente dos caes Nao 24 3 (12,5%)
Sim 169 3(1,8%) 0,026*
Destino do aborto Naio faz nada 189 6 (3,2%)
Joga no lixo 4 0 (0,0%) 1,000
Vacinacdo 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 Nao 166 6 (3,6%)
Sim 27 0 (0,0%) 0,598

* Varidveis selecionadas para a andlise multivariada

Tabela 3 - Resultado da andlise de regressao logistica mdltipla para os fatores de risco
associados com a soropositividade para Brucella canis em 193 cédes 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

Neste estudo, outros fatores embora ndo identificados como de risco para a infec¢ao
por B. canis merecem ser destacados.

Observando inicialmente o grau de escolaridade dos proprietdrios, verifica-se que
606,67% dos animais soropositivos pertenciam a pessoas de condigdes financeiras limitadas

o que reflete no maior caso de positivos provenientes do Hospital Veterinario e das coletas
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realizadas nos bairros como o Jatobd, uma vez que o mesmo € o bairro mais populoso além
do nivel econdmico de seus moradores ser baixo.

Analisando-se o sexo como um possivel fator de risco associado a soropositividade
para B. canis, ndo foi observada significincia estatistica, ou seja, ndo houve predisposi¢ao
de sexo, estando os machos e as fémeas igualmente expostos ao risco da infecgdo.
Resultados semelhantes foram encontrados por Hubbert et al. (1980), Germano et al.
(1987), Moraes et al. (2002), Azevedo et al. (2003) e Vasconcelos et al. (2008).

J4 no que concerne a idade, foi observado que 68,9 % dos animais positivos tinham
mais de um ano de idade. Resultados similares também 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¢do de resultados positivos em animais com idade superior
a um ano. Isso pode ser justificado pela maturidade sexual e conseqiiente 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 etaria
foi analisada como possivel fator de risco associado a soropositividade para B. canis, nao
foi observada significancia estatistica.

Quanto ao cultivo microbioldgico, foi isolada uma bactéria com caracteristicas
morfotintoriais semelhantes a B. canis da medula 6ssea de um animal, conforme
demonstrado por Johnson e Walker (1992) e obtido por Ueda et al. (1974b). Isto se deve ao
fato de que apesar de o sangue ser considerado o material de eleicao para o isolamento pelo
longo periodo de bacteremia, a B. canis também localiza-se em outros 6rgdos linféides
podendo entdo ser recuperada através de aspirados de medula Ossea na auséncia de
hemoculturas positivas.

A bactéria cresceu bem em meio agar-Brucella enriquecido com 5% de sangue
ovino, no qual foram observadas colonias pequenas, ndo hemoliticas, brilhantes, convexas,
de bordos arredondados e bem definidos (Figura 11).

A coloragdo de Gram revelou cocobacilos Gram-negativos. Os resultados dos testes
bioquimicos estdo apresentados na Tabela 4 e condizem com os obtidos quando da
realizacdo de provas bioquimicas no primeiro caso de isolamento de B. canis no Brasil em
Minas Gerais por Godoy et al. (1977), bem como por Gomes et al. (1999) no Rio Grande

do Sul, e Larsson e Costa (1980) em Sao Paulo, com excecdo da nao produgio de urease.
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Figura 11 - Colonias bacterianas cultivadas em 4gar-Brucella,
isoladas de medula dssea de cdo.

Tabela 4 — Provas bioquimicas utilizadas para identificagcdo das amostras isoladas da
medula 6ssea de um cdo soropositivo para Brucella canis.

PROVA BIOQUIMICA RESULTADO
Catalase +
Motilidade -
Citrato -

Crescimento no meio de cultura Mac Conkey -
Producao de H,S -
Reducdo de nitrato +

Producao de uréase -

Virios trabalhos de isolamento de B. canis constataram algumas variacdes quando
realizada a identificacdo da bactéria pelas caracteristicas bioquimicas, como Flores-Castro
et al. (1977) na Cidade do México, que obteve amostras que ndo reduziram nitrato e
apresentaram variacdes no crescimento em fucsina bédsica, mesmo assim, reproduziram a
doenca quando inocularam as estirpes isoladas em outros caes. Larsson e Costa (1980) ao
examinarem 27 cdes, obtiveram 5 soropositivos e destes, 3 apresentaram hemoculturas
positivas. Quando submetidas a identificagdo, as estirpes apresentaram producdo de H»S,
fato esse também observado por Riecke e Rhoades (1975), além de crescimento lento na

presenca de fucsina bésica conforme Swenson et al. (1972).
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A partir da amostra isolada foi extraido DNA utilizando primers género-especificos
para Brucella spp. (Figura 12), confirmando a infeccdo por B. canis, o que reforca a
associacdo de métodos diretos e indiretos para o diagndstico da doenga juntamente com os

resultados da resposta do agente a identificacdo bioquimica bem como as evidéncias

epidemioldgicas.

223 ph

Figura 12 - Resultados da amplificagdo por PCR para deteccdo de
Brucella spp.: 1- Marcador de peso molecular (DNA
100 pb Ladder - Invitrogen), 2 e 3- Amostra isolada,
4-Controle positivo (Brucella abortus - ATCC 544),
5-Controle negativo (dgua).

O presente trabalho € o primeiro a relatar o isolamento de Brucella canis de caes no
Nordeste brasileiro, o que foi confirmado pela PCR. Esse fato apresenta grande relevancia
para a epidemiologia da doenga, uma vez que constatada a exposicdo ao agente, representa

riscos a populacdo humana.
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5. CONCLUSAO

Diante dos dados obtidos com esse estudo, € possivel concluir que, a prevaléncia de
anticorpos anti-Brucella canis no municipio de Patos foi de 3,11% (IC 95% = 1,15% —
6,64%) indicando a presenca da enfermidade e risco de exposi¢do da populagdo, uma vez
que houve o isolamento da bactéria, sendo este o primeiro no Nordeste brasileiro.

Sugere-se que a limpeza rotineira do ambiente onde os cdes permanecem seja
adotada com freqiiéncia com o objetivo de evitar a exposicao de outros animais ao risco de
infeccdo e que a associacdo de métodos diretos e indiretos de diagndstico sdo fundamentais

para a deteccdo da doenca.
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE CAMPINA GRANDE
CENTRO DE SAUDE E TECNOLOGIA RURAL
UNIDADE ACADEMICA DE MEDICINA VETERINARIA

CAMPUS DE PATOS

Levantamento epidemiolégico da Brucelose Canina no municipio de Patos,

Paraiba

QUESTIONARIO EPIDEMIOLOGICO

1. DADOS DO PROPRIETARIO

Nome:

Endereco:

Bairro: | CEP:

Telefone:

Grau de escolaridade:

) Analfabeto

) 1° Grau incompleto
) 1° grau completo

) 2° grau incompleto
) 2° grau completo

) 3° Grau incompleto
() 3° Grau completo

S A AN A A~

Ja ouviu falar ou sabe o que é Brucelose Canina? ( )SIM ( )NAO

Porque motivo trouxe o animal?

2. DADOS DO ANIMAL

Nome:

Sexo:

) Macho

( ) Fémea

Idade :

) 6 — 12 meses

) 12 — 24 meses

) 24 — 48 meses

) 4 — 6 anos

) acima de 6 anos

~_~~ e~~~ A~~~

Raca:

) Sem raca definida ( ) Com raca definida

Qual?

O animal apresentou alguma vez orquite (MACHOS)? ( )SIM () NAO

Ja sofreu casos de abortamento? ( )SIM ( )NAO

Nos partos aconteceram casos de natimortos? ( )SIM ( )NAO

3. MANEJO

Tipo de criagao:

) Domiciliar
) Semi-domiciliar
) Solto

Alimentacao :

~ e~ A~~~ A~

) Racio comercial
) Alimento preparado em casa
) Restos de comida

70



Tem contato com outros animais? ( ) SIM ( )NAO
Se tem, quais sdo? ( ) Caes ( ) Bovinos ( ) Equideos
( ) Silvestres ( ) Gatos () Caprinos/ovinos () Suinos
Qual o ambiente onde o animal é ( )terra
criado? ( ) cimento

( ) terra/cimento

E realizada limpeza ou desinfeccao do local? ( )SIM ( )NAO
Com que freqiiéncia? ( ) Diaria

( ) Semanal

() Quinzenal

( ) Mensal
Qual o destino dos materiais de | ( ) Nao faz nada
abortamento? ( ) Enterra/Queima

( ) Joga no lixo

() Alimenta outros animais
O animal tomou alguma vacina? ( )SIM ( )NAO
Se sim, quais?
Costuma passear com o animal? ( )SIM ( )NAO
Quando viaja, leva-o junto? ( )SIM ( )NAO

Ha quanto tempo viajou?
Local:

OBRIGADA PELA COLABORACAO!
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