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RESUMO

A brucelose canina € uma doenca importante para a clinica de pequenos animais, sendo
prevalente, cosmopolita e subdiagnosticada no Brasil. Além de ser uma enfermidade
infectocontagiosa para caninos, ela é uma zoonose e, por isso, risco a saude publica humana.
Além da Brucella canis, principal espécie rugosa causadora da brucelose canina, outras
espécies lisas do género Brucella tais como a B. melitensis, B. suis e B. abortus e, estdo
historicamente associadas as infeccbes humanas. A infeccdo humana pode ocorrer pelo
contato direto com tecidos animais contaminados, assim como através de aerossol e fomites.
Na maioria das vezes ela é assintomatica, mas pode haver complica¢fes como linfadenopatia,
hepatomegalia, esplenomegalia, ocasionalmente artrites e complica¢Ges incluindo meningites,
endocardites e osteomielites. No homem, quando ha sinais clinicos, 0os mais frequentemente
sdo febre, anorexia, fraqueza e dores de cabecga. Infecches mais severas estdo geralmente
associadas a pacientes imunocomprometidos. A dificuldade no diagndéstico clinico pode ser
atribuida aos sinais clinicos pouco evidentes ou ausentes, sendo importante a aplicacdo de
testes laboratoriais incluindo o isolamento e identificacdo do agente etioldgico aplicacdo de
testes sorologicos e moleculares.

Palavras chave: Brucella canis; brucelose; brucelose canina; zoonose.



ABSTRACT

Canine Brucellosis is an important disease to the clinic for small animals, being prevalent,
cosmopolitan and underdiagnosed in Brazil. Besides being an infectious disease for dogs, it is
a zoonosis and therefore risk to human public health. Besides Brucella canis main species
causing the rough canine brucellosis, other species of the genus Brucella smooth such as B.
melitensis, B. and B. suis abortus, and are historically associated with human infections.
Human infection can occur by direct contact with infected animal tissues, as well as by
aerosol and fomites. Most often it is asymptomatic, but there may be complications such as
lymphadenopathy, hepatomegaly, splenomegaly, and occasionally arthritis complications
including meningitis, endocarditis and osteomyelitis. In man, when there are clinical signs,
the most common are fever, anorexia, weakness and headaches. More severe infections are
often associated with immunocompromised patients. The difficulty in clinical diagnosis can be
attributed to few obvious clinical signs or absent, it is important to the application of
laboratory tests including the isolation and identification of the etiologic agent application of
serological and molecular tests.

Keywords: Brucella canis; brucellosis; canine brucellosis; zoonosis
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1 INTRODUCAO

A brucelose causada pela Brucella canis é uma doenca infectocontagiosa, considerada
antropozoonose com distribuicdo mundial. Nos cées, a infec¢do é normalmente assintomatica
e mais raramente esta associada a problemas reprodutivos, incluindo abortamento, falhas na
concepcao, prostatites, orquites e epididimites. As complicacbes derivadas dessa infeccao,
como artrites, discoespondilites, meningites e encefalites sdo muito menos frequentes. A
cronicidade da doenca ocorre com frequéncia e é caracterizada por bacteremia intermitente. A
principal forma de transmissdo nos animais € venérea e/ou pelo contato direto com animais
infectados. No homem, a principal forma de transmissao € através mucosa oronasal e por
contato direto com secrecdo contaminada. As consequéncias da infeccdo sdo menos
conhecidas, mas ha relatos de complicacGes severas em pacientes imunocomprometidos.

A brucelose canina apresenta importancia devido a sua elevada frequéncia de
ocorréncia, principalmente em canis comerciais. Uma vez que a infeccdo se estabelece em
populacbes confinadas, sua disseminacdo ocorre rapidamente acometendo um elevado
numero de animais e causando problemas econémicos decorrentes das perdas reprodutivas.

O primeiro isolamento da Brucella canis ocorreu em 1966, por CARMICHAEL, nos
Estados Unidos, durante uma investigacdo sobre a causa de abortos em cées da raga Beagle.
No Brasil, os primeiros relatos ocorreram simultaneamente em Sao Paulo e no Rio Grande do
Sul, em 1976. Hoje, ha relatos de isolamento do agente de reprodutores a partir de varios tipos
de amostras, como sangue, urina, sémen e swab vaginal e medula dssea. Vérias ragas foram
associadas a infeccdo, entretanto ndo ha correlagdo direta com esse fator. No Brasil ha
estimativas que detectaram alta prevaléncia da infeccdo em diversas regides do pais e
provenientes de populacfes de cdes errantes, de clinicas veterinarias particulares, de animais
domiciliados no meio rural e urbano, demonstrando que o risco de infecgdo & mais
frequentemente associado aos canis comerciais, mas ela também estd disseminada em
populacdes de diversas origens e portanto risco a infeccdo humana.

Inquéritos epidemioldgicos alertam para a necessidade de se impedir a entrada e
permanéncia do agente em um plantel, pela identificacdo precoce de animais infectados,
diminuindo o risco as populagdes expostas.

O diagnostico laboratorial da brucelose canina estd baseado na aplicacdo de técnicas
diretas e indiretas as quais devem ser aplicadas nos animais com sinais clinicos ou com

evidéncias epidemioldgicas sugestivas de brucelose canina. O inquérito epidemioldgico
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constitui ferramenta importante na obtencdo de dados que sdo estimativas da prevaléncia e
base na aplicacdo de medidas de controle e prevencgédo da brucelose canina. Nos canis com a
infeccdo brucélica, a rapida identificacdo e agilidade na tomada de deciséo sobre o destino dos
infectados é fundamental na disseminacdo entre hospedeiros naturais. Além disso, a
realizacdo de testes laboratoriais nos animais a serem introduzidos em populac@es confinadas
constitui medida preventiva indispensavel.

O diagndstico clinico da brucelose canina apresenta inumeras dificuldades,
especialmente pela relagdo complexa do agente com o hospedeiro, traduzida pela
assintomatologia e inespecificidade dos sinais clinicos. Além disso, a falta de testes
diagnosticos confidveis e de antigenos especificos disponiveis possibilita a ocorréncia de
reacOes cruzadas tornando o diagndstico laboratorial complexo e caro.

A esterilizacdo dos reprodutores caninos esta indicada como medida principal no
tratamento e profilaxia da brucelose canina e tem como objetivo reduzir, principalmente, a
transmissdo venérea. Entretanto outras medidas como a terapia antimicrobiana, manejo
sanitario e monitoramento sorolégico podem, em muito, auxiliar a eficicia do tratamento,

mesmo sendo dificil a eliminag¢do do agente nos caninos.



2 AGENTE

Brucella canis é uma bactéria intracelular pequena, de morfologia colonial rugosa e
Gram negativa. Ela pertence ao género Brucella, que é composto de outras nove espécies hoje
conhecidas: B. abortus, B. suis, B. melitensis, B. ceti, B. inopinata, B. microti, B. neotomae, B.
ovis e B. pinnipedialis.

Evidéncias genéticas e imunoldgicas sugerem que as espécies estdo intimamente
relacionadas e levantam a hipotese de que o género seria composto por uma Unica espécie,
Brucella melitensis e seus biovares. Assim, a Brucella canis seria considerada Brucella
melitensis biovar canis (MORENO, et al.,, 2002; WHATMORE, 2009) No entanto, a
classificacdo recomendada pelo subcomité de Brucella mantém a classificagdo do género e
espécies  conhecidas  tradicionalmente.  (INTERNATIONAL COMMITEE ON
SYSTEMATICS OF PROCARYOTES: SUBCOMMITEE ON THE TAXONOMY OF
Brucella)

A B. canis e a B. ovis possuem morfologia colonial permanentemente rugosa, nao
tendo sido observadas com morfologia lisa. Isto ocorre em funcdo destas bactérias nédo
apresentarem o lipopolissacarideo de parede celular completo. (DIAZ, et al., 1968) Outra
caracteristica peculiar da B. canis é que pode apresentar colbnias de aspecto mucdide
(CARMICHAEL; KENNEY, 1970). O género Brucella é classificado como categoria B pelo
CDC (Centers for Disease Control and Prevention) e & agente importante como arma
bioldgica, especialmente as espécies lisas. Podem permanecer vidveis na agua e no solo
Umido por mais de 10 semanas, sendo inativadas por agentes desinfetantes comuns ou calor.
Apesar da sua importancia, ndo ha protocolo de vigilancia e manejo clinico de brucelose

humana para a espécie B. canis.



3 HOSPEDEIRO
3.1 Homem

No mundo, a maioria dos casos registrados da doenca no homem s&o relatos
individuais ou em pequenos grupos familiares. Em geral sdo casos de infec¢do causada por
contato préximo a cées infectados e de profissionais laboratoristas envolvidos no diagndstico
dessa enfermidade (WALLACH, et al., 2004; LUCERO, et al., 2010). Grande parte dos
estudos sdo estimativas pontuais que apresentam dados questionaveis.

Nos Estados Unidos da América (EUA), a prevaléncia soroldgica foi baixa,
considerando uma populacdo humana saudavel, analisadas pelo teste de aglutinacdo em tubo,
utilizando antigeno rugoso. Em outro estudo, baseado no teste de microaglutinacdo em placa
detectou alta prevaléncia de reagentes soroldgicos em pacientes que apresentaram febre de
origem desconhecida, deixando duvidas quanto a especificidade do teste (MONROE, et al.,
1975)

O homem é hospedeiro acidental da B. canis e o periodo de incubacéo da doenca nédo é
conhecido. O CDC, desde 1973, acumulou dados de isolamento de B. canis de
aproximadamente 50 pessoas. Um recente artigo documentou 43 casos da infeccdo no
homem, nos EUA, e outros 14 casos em outros paises, desde 1967 (TRAXLER, Rita CDC,
comunicacdo pessoal, 2012). Esses dados podem ndo ser considerados problema para a satde
publica, porém, deve-se dar importancia ao fato de que é uma doenca subdiagnosticada e que
pode causar serias consequéncias ao homem.

A infecgdo por Brucella canis ocorre, sobretudo, através do contato com cées
infectados e suas secre¢Ges bem como pela exposic¢do ao risco biolégico em laboratorios de
diagnostico (LUCERO, et al., 2005).

N&o hé sinais claros da infeccdo, entretanto podem ocorrer sinais inespecificos como
febre recorrente, dores musculares e articulares, os quais podem estar presentes em diversas
outras infeccdes, dificultando o seu diagndstico. Nesses casos, deve-se questionar o paciente
guanto ao contato proximo com caes, especialmente o contato com cadelas que apresentaram
historico de aborto. Além disso, é importante considerar essa zoonose nos casos de doencas
humanas com alteragdo do sistema imune. Pacientes imunocomprometidos com contato
direto com cées infectados tornam-se os casos de maior risco de infec¢do, como descrito em
um relato de caso de B. canis infectando pacientes HIV positivos, nos Estados Unidos
(LAWACZECK, et al., 2011).
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H& pouca informacgdo sobre o progresso clinico da brucelose canina em pessoas

acometidas por outras doencas. A infeccdo parece ser exacerbada quando outros érgaos estdo
comprometidos. Recentemente, foram relatados trés casos de infecgdo por B. canis em
pessoas acometidas pela doenca de Gaucher, sindrome de Guillian Barré, endocardite e
laboratoristas envolvidos no diagndéstico da doenca (MARZETTI, et al., 2013), corroborando
com os estudos anteriores acerca das dificuldades de se ter um diagnostico, devido ao enorme
espectro de sinais inespecificos.

No Brasil, em 2012, foram detectados 4,6 % de reagentes positivos ao teste de ELISA
indireto, para anticorpos contra a Brucella canis, em uma populacdo de baixa renda, em
Salvador. Nesse trabalho também foi detectada a presenca de anticorpos contra brucelas lisas,
através do teste de ELISA competitivo, detectando uma prevaléncia de 13% das amostras
testadas. Dois individuos foram reagentes positivos para ambos 0s testes.

Em outro relato foi descrito a infec¢do causada pela B. canis entre um céo infectado e
um menino que foi provavelmente infectado pela pratica de zoorastia. A prova de IDGA
detectou anticorpos contra B. canis no menino e no cdo. Entretanto ndo foi possivel o
isolamento do agente dos reagentes (ROXO, et al.,1990).

Na Argentina foram detectadas pessoas reagentes positivos, confirmados pelo teste
imunoenzimatico indireto (LUCERO, et al., 2005). Neste pais, houve relato de infeccédo
humana pela variante ndo mucdide da B. canis, que € utilizada no diagnéstico sorologico em
funcéo da maior especificidade do teste. Esta variante, apesar de ser considerada de baixa
viruléncia no cdo, é tdo patogénica no homem quanto a infeccdo por B. canis mucdide
(WALLACH, et al., 2005). Neste mesmo pais, ha relato de sinais clinicos da infeccao por B.
canis com isolamento do agente, envolvendo trés familias, uma cadela e seus trés filhotes
(LUCERQO, et al., 2010). Os mesmos autores, em 2005, detectaram um caso de um menino
com sinais clinicos de brucelose, ndo reagente a B. abortus e com hemocultivo positivo para
B. canis, mostrando a importancia de se incluir a brucelose por B. canis, além da B. abortus,
nas suspeitas da rotina clinica.

A endocardite é uma das complicacGes mais sérias da brucelose e que pode ocorrer
num percentual compreendido entre 1 a 11% dos casos relatados. Dos 186 pacientes
diagnosticados com endocardite, 13 foram causados pela Brucella spp (REGUERA, et al.,
2003). As brucelas diferentes das endocardites causadas por outras bactérias tém a tendéncia

de produzir fibrose, hialinizacdo e calcificacdo e a mortalidade esta relacionada, na maioria
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das vezes, por falha cardiaca, onde 82% dos casos ha envolvimento da valva aortica e, com
menos frequéncia, envolvendo valva mitral (KOSE, et al., 2012).

O Ministério da Salde dos Estados Unidos reconhece a brucelose como doenca
ocupacional, com notificacdo obrigatéria (KASMIERCZAC, National Association of State
Public Health Veterinarians, 2012)

Em 2001, foi implantado o Programa Nacional de Controle e Erradicagéo da Brucelose
e Tuberculose (PNCEBT) no Brasil, focando somente as infec¢des pela B. abortus.

Todos os casos de brucelose sdo reportados ao CDC, porém ndo ha discriminagao
dentre as espécies do género e por este motivo ndo se sabe o percentual dentre 0s casos
registrados sdo causados pela B. canis.

A variabilidade genética e geografica entre as linhagens de B. canis pode estar
associadas a diferentes graus de patogenicidade. Recentemente, em um artigo publicado
evidencia a presenca de componentes celulares especificos de isolados de Brucella canis em
diferentes continentes. Observaram que as cepas da B. canis isoladas na Argentina, Coldmbia
e Meéxico continham acidos graxos especificos, os quais anteriormente tinham sido
encontrados em amostras de Brucella lisas (B. abortus, B. melitensis e B. suis), as quais foram
historicamente mais patogénicas que as espécies rugosas (BROWER, et al., 2013). A
presenca destes componentes pode ser relacionada a patogenicidade das amostras assim como
a localizacdo geogréafica, ou seja, ha associagdo com as maiores prevaléncias e a maior
gravidade da enfermidade. Estes dados podem contribuir para a melhor compreensdo do
comportamento biolégico do agente e assim uma melhor atuagdo no controle e prevencdo da

infeccdo brucélica aos diferentes hospedeiros.

3.2 Céo

Os caes podem infectar-se por diversas espécies do género Brucella, como B. canis, B.
abortus, B. melitensis e B. suis, entre outras. A infeccdo canina, na maioria dos casos, €
ocasionada pela B. canis e a forma transmissdo principal € por via venérea. No Brasil,
entretanto ha casos em que a B. abortus esta envolvida na infeccdo de cées criados em regibes
rurais onde ha ocorréncia de brucelose bovina. O cdo doméstico é o principal reservatorio,
mas pode acometer canideos silvestres e raramente gatos (CARMICHAEL; JOUBERT, 1988;
WANKE, 2004).
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A infeccdo pode ocorrer pelo contato com cées infectados; pela ingestdo ou atraves

de aerossois de tecidos placentarios; de fetos abortados; de neonatos e descargas vaginais.
Entretanto, urina, sangue, leite, saliva e fezes também podem conter o agente etiolégico
(WANKE, 2004). Também ha possibilidade de transmissdo vertical (congénita), aerossois e
através de fomites. A realizacdo de transfusdes sanguineas com a utilizacdo de animais
doadores infectados constitui uma forma rara, mas importante na transmissdo da doenca,
devendo somente ser realizadas com animais sorologicamente negativos, pois a bacteremia na
infeccédo por B. canis pode persistir por mais de cinco anos (CARMICHAEL, 1990).

A gravidade da brucelose pela B. canis é clinicamente variavel, indo desde o estado de
aparente normalidade até o fraco desempenho reprodutivo traduzido por graves sinais clinicos
nos reprodutores caninos ou ainda na apresentacdo de sinais inespecificos (CARMICHAEL,;
JOUBERT, 1987).

Cées infectados podem transmitir o agente para outros suscetiveis mesmo depois de
cessada a bacteremia e sem apresentar sinais clinicos da doenca. (CARMICHAEL,; SHIN,
1996; LUCERQO, et al., 2005).

Os sinais clinicos ndo sdo patognomonicos, podendo estar presentes em uma grande
variedade de doengas. Os animais podem apresentar prolongada bacteremia sem febre,
iniciando de duas a trés semanas ap0s a infeccdo, e podendo durar anos. O periodo de
incubagdo é variavel.

A manifestacdo clinica mais frequente nas fémeas inclui o aborto e a infertilidade nas
fémeas e epididimite (Figura 1) e atrofia testicular nos machos. Outros sinais clinicos
secundarios e ndo reprodutivos podem ocorrer tais como linfadenomegalia,
hepatoesplenomegalia, meningoencefalite, uveite, discoespondilite (MEGID, 2002),
glomerulonefrite, osteomielite, (DOREA, et al., 2000) e abscessos (BERTHELOT; BASTUJ,
1996).

Nas fémeas, o sinal classico € o aborto no terco final da gestacéo, entre 30-57 dias, sendo
mais comum no intervalo de 45-55 dias em 75% dos casos. O aborto geralmente é
acompanhado de secrecdo vaginal que persiste por semanas. (SHIN; CARMICHAEL, 1999;
HOLLET, 2006) A fémea infectada pode apresentar abortos consecutivos, natimortos ou
ocorre 0 nascimento de filhotes prematuros e fracos. Eles podem ser infectados no Utero,

durante ou apds o parto.



12

Os filhotes infectados que nascem aparentemente normais podem apresentar
bacteremia por varios meses e, dessa forma, transmitir o agente. Pode ocorrer reabsor¢édo
embrionaria ou morte do embrido entre a segunda e terceira semana de gestacdo,
caracterizando infertilidade nas fémeas. Estes sinais sdo observados em canis infectados,
provavelmente pela densidade de animais e a rapida disseminacdo do agente.

Nos machos, os sinais clinicos mais evidentes sdo epididimite e prostatite. A orquite é
menos frequente na infeccdo por B. canis, mas eventualmente ela pode ocorrer e, com 0
progresso da doenca, pode ocorrer atrofia testicular e posteriormente esterilidade.

Lesdes oculares foram relatadas de casos de doenca natural ou estudos experimentais
causados por Brucella canis, apresentando uveite, corioretinite, panuveite, endoftalmite,
panoftalmite, deslocamento de retina, vitrite e ceratoconjuntivite.

Foi descrito caso de cdes com endoftalmite causada pela B. canis, infecgéo confirmada
por hemocultura. (LEDBETTER, et al., 2009). As lesdo incluiam uveite anterior de leve a
discreta hiperpigmentacdo da iris, forte infiltracdo vitreal e corioretinite multifocal. O
diagndstico de brucelose foi confirmado pelo isolamento da Brucela canis no hemocultivo em

dois animais e noutro, atraves do teste de PCR do humor aquoso e sangue.

Figura 1 - Foto aproximada de um cdo com epididimite por
consequéncia da infeccdo por B. canis.

-

3.3 Outros
Em S8o Paulo, um inquérito sorolégico focando felinos domésticos detectou
anticorpos contra a B. canis utilizando a técnica de SALT. O teste estimou 0s reagentes em
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3% das amostras analisadas. Entretanto a tentativa de isolamento pelo hemocultivo foi

negativa (LARSSON, et al., 1984).

Recentemente foi detectado por isolamento e pela técnica de PCR um caso de bovino
infectado por B. canis. Nesse caso havia historico de aborto no rebanho analisado e também
foi detectada a presenca da Brucella abortus. (BAEK, et al., 2012) Apesar de o bovino ser
considerado resistente a infeccdo pela B. canis, ndo se sabe de que forma a relacdo agente-
hospedeiro pode evoluir, podendo de alguma forma ser transmitida e causar doenca.
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4 PATOGENIA

As brucelas lisas ou rugosas tradicionalmente infectam seus hospedeiros preferenciais ou
acidentais, através das mucosas, incluindo as do trato digestivo, genital, respiratorio e
conjuntival. A via de transmissdo depende da espécie € venérea, incluindo a B. canis e B. ovis,
porém nos ruminantes, a principal porta de entrada € a mucosa orofaringea. Em seguida, séo
fagocitadas principalmente pelos macrofagos e carreadas até os linfonodos, onde se
multiplicam e podem permanecer por semanas a meses. Apo6s a infeccdo, as células do
sistema mononuclear fagocitario, sobretudo macréfagos, ligam-se a bactéria por meio de
receptores especificos ou com a ajuda dos anticorpos opsonizantes. O agente infeccioso é
interiorizado, digerido e suas fracOes antigénicas sdo expostas na superficie da membrana
celular. Os anticorpos da classe IgM sdo os primeiros a serem produzidos, cerca do quinto ao
sétimo dia pés-infecgdo, alcangando niveis maximos por volta do décimo terceiro ao vigésimo
primeiro dia. Seguidos pelos anticorpos 1gG, detectaveis um dia apds a IgM, atingindo a
maxima soro-concentracao entre 28 e 42 dia. Nos animais infectados pelo género Brucella os
niveis de IgM diminuem rapidamente, porém os niveis de IgG persistem, sobretudo a 1gGl1,
principal subclasse de anticorpo presente no soro sanguineo de animais infectados. Apds a
multiplicacdo inicial, ganham a corrente sanguinea por meio do ducto torécico, dentro dos
macrdfagos ou livres no plasma. Varios periodos de bacteremia podem ocorrer. Difundem-se
nesta fase para os tecidos do hospedeiro, colonizando principalmente 6rgaos ricos em células
do sistema mononuclear fagocitario, quais sejam, baco, figado e linfonodos (principalmente
0s supramamarios), onde podem acarretar alteracbes inflamatorias e anatomopatoldgicas
caracterizadas por granulomas difusos levando a esplenomegalia, hepatomegalia e, as vezes,
hiperplasia linfoide (BISHOP, et al.,1994).

A B. canis infecta preferencialmente os testiculos, préstata, Utero e vagina dos cdes. A
capacidade de infectar prostata explica o fato de se isolar maior quantidade da bactéria na
urina dos machos. Pode ocorrer alteracdo dermatoldgica escrotal em decorréncia das
lambeduras frequentes causadas pela dor da epididimite, e pode haver contaminacdo por
Staphylococcus aureus. (CARMICHAEL; GREENE, 1998).

Estudos experimentais evidenciaram alteracGes espermaéticas detectadas no ejaculado por
volta da quarta semana pos-infeccdo e consistindo principalmente de peca intermediéria
edemaciada e presenca de gotas citoplasmaticas distais. Cauda enrolada e refracdo acrossomal

podem ocorrer com menor frequéncia. Em cées infectados por mais de cinco semanas,
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percebeu-se um decréscimo do volume seminal e ejaculacdo dolorosa, mas a libido néo foi

alterada. Com oito semanas de infeccdo, as anormalidades espermaéticas tornam-se mais
severas, incluindo cauda fortemente enrolada, cabeca destacada, pec¢a intermediaria dobrada e
acrossomas deformados. Nesta fase, a motilidade espermética é fortemente reduzida,
chegando a apenas 10% de espermatozdides moveis. Aglutinacdes espermaticas estdo
presentes a partir de 12 semanas de infeccdo e ocorrem porque os animais desenvolvem uma
resposta autoimune contra os espermatozoides. Essas lesdes causadas pela B. canis no sistema
reprodutivo dos machos conduzem a um prognostico desfavoravel. (GEORGE, et al., 1979)
No Chile, em 2002, a anélise de achados histoldgicos de cdes reagentes a B. canis revelou um
desenvolvimento espermatico alterado e a presenca de eritrocitos no interior dos tabulos
seminiferos, causando portanto infertilidade. (BORIE, et al., 2002)

A B. canis pode se instalar em outros tecidos, causando discoespondilite, uveite,
glomerulonefrite, meningite, endocardite. Os animais infectados pela via oral apresentam 0s
linfonodos retrofaringeos aumentados de volume, enquanto as fémeas infectadas pela via
vaginal normalmente apresentam aumento de volume nos linfonodos inguinais superficiais e
iliacos externos. Este aumento de volume é palpéavel ja na segunda semana apos a infeccgéo.
Com a progressdo da doenca outros linfonodos podem ser acometidos, tornando-se também
evidente a esplenomegalia. Outra alteracdo comum € a presenca de infiltrado inflamatdrio em
todos os orgéos do trato geniturinario. (CARMICHAEL, 1990)

Entretanto, muitos cdes podem apresentar-se assintomaticos, podendo estar eliminando o
agente através de secregdes e pela copulacdo, constituindo fonte de infeccdo para outros
animais e contribuindo para a disseminacdo da infeccdo na populacdo animal e no homem.
(KEID, et al., 2004, WANKE, 2004). Enquanto cédes recuperados apresentam resultado
negativo ou baixos titulos de anticorpos aglutinantes e sdo imunes a reinfec¢do, o que reforca
0 papel da imunidade mediada por células na protecdo contra a infeccdo por B. canis.
(CARMICHAEL, 1976; CARMICHAEL; GREENE, 1990)
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5 DIAGNOSTICO
5.1 Clinico

Os sinais clinicos sdo, normalmente, insuficientes para se estabelecer o diagnostico de
brucelose canina, pois as manifestacdes clinicas podem ser bastante variaveis, infrequentes e
inespecificos. A suspeita clinica pode ser baseada no histérico de aborto e falhas na
reproducdo de um canil ou da populacdo em que o animal esta inserido, uma vez que o
contato com as secre¢des de aborto (feto, liquidos fetais e membranas, além de secrecdes
vaginais) sdo considerados importantes para a transmissao da enfermidade.

As fémeas podem apresentar sinal de infertilidade, secrecdo vaginal, aborto, nimero
reduzido de filhotes nascidos, mal-formacéo fetal, pseudociese, piometra. Os machos podem
apresentar epididimite e orquite, perda de libido.

Em um estudo publicado em 2008, foram detectados reagentes em 6,5% de cées, que
apresentaram historico de sinais clinicos reprodutivos, enquanto que, no grupo dos animais
assintomaticos, verificou-se 3,4% de animais reagentes. Estatisticamente, a correlacao entre a
presenca de sinais clinicos e animais reagentes foi positiva para 0s machos. Quando o nimero
da amostragem foi duplicado em uma simulagdo, concluiu-se que o0s animais que
apresentavam sinais clinicos tinham taxa de reagentes quatro vezes maiores nos testes
soroldgicos, em relagdo aos animais clinicamente sadios, confirmando a associacdo de
histdrico de infertilidade e distarbios reprodutivos com a presenca de anticorpos anti-Brucella
canis, nos machos (PORTO, et al., 2008). Keid, em sua tese de 2006, também encontrou
resultados reagentes pelos métodos de SAR, SAR-2ME, IDGA, hemocultura, PCR em sangue
e cultivo de swab vaginal com maior proporcdo em cdes que apresentavam sinais clinicos
compativeis com a infeccdo. Sinais como linfadenite, dermatite escrotal, atrofia testicular,
metrite, e sinais mais raros como doencas articulares, discopatias, uveite e meningite, podem
ocorrer. Os jovens podem ter atraso no desenvolvimento, apresentar-se fracos e também
podem nao apresentar sinal clinico.

Os valores sanguineos, incluindo bioguimicos e urinarios geralmente ndo apresentam
alteracGes, apesar do carater sisttmico da infeccdo e assim impossibilitando a utilizacao
desses dados em uma suspeita clinica (MEGID, et al., 2000). No exame ultrassonogréafico, 0s
animais podem apresentar hepatomegalia e esplenomegalia. A partir do histérico e sinais

clinicos, deve-se coletar material de investigacao e submeté-los a exames laboratoriais.
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5.2 Bacterioldgico

As amostras para exame bacterioldgico devem ser colhidas de forma mais asséptica;

acondicionadas em meio de transporte especifico e encaminhadas em poucas horas ao
laboratorio. Se o tempo entre a coleta e 0 processamento for elevado, € interessante que as
amostras sejam congeladas a -20° C até seu processamento laboratorial. Desta forma, é
importante que a temperatura de armazenamento seja mantida durante o tempo de transporte
do material, sob a pena de perda de viabilidade da B. canis (CARMICHAEL, 1998).
O emprego dos procedimentos de seguranca biologica é fundamental no manuseio e na coleta
de amostra suspeita de infectada pela B. canis, pois a brucelose canina é uma zoonose de
transmissdo por aerossodis, ingestdo e contato com mucosas ou solucBes de continuidade.
Desta forma, é importante 0 emprego de material de protecdo individual, como luvas, 6culos,
mascara, gorro e aventais, evitando uma doenca laboratorial (MINHARRO, et al., 2005).

O hemocultivo (sangue total) € o material de eleicdo, na auséncia de fetos abortados e
de secre¢Bes vaginais, visto que a bacteremia permanece por longos periodos. Os
microrganismos sdo encontrados na fragdo leucocitaria. Mais de 50% dos cées infectados
apresentam uma bacteremia que dura um ou mais anos. A bacteremia pode ser detectada 2 a 4
semanas apos a infeccdo e, em ndo havendo tratamento do animal, ela pode persistir por mais
de cinco anos. O microrganismo pode ser isolado de diversos tecidos e secre¢des, como
sangue, linfonodos, baco, figado, medula dssea, prostata, urina, sémen, fetos abortados e
secrec¢des vaginais durante o estro, no pds-aborto e pds-parto. A hemocultura, entretanto, ndo
deve ser o unico critério para diagnosticar a infeccdo, ja que a bacteremia pode ndo estar
presente na fase cronica da doenca e requer um tempo minimo de dez dias para a obtencédo de
resultados. Isso ocorre porque a bacteremia passa a ser intermitente e eventualmente diminui
com a infeccdo cronica. Aos 58 meses de infec¢do, menos de 25% dos animais infectados
apresentam hemocultura positiva. A hemocultura negativa, porém, ndo exclui a hipotese de
infeccdo por B. canis, especialmente nos casos de infeccdo cronica, contudo a hemocultura
positiva confirma o diagndéstico. Devido a localizagdo intracelular em células do sistema
mononuclear fagocitario, a bactéria pode ser recuperada a partir de aspirados de medula dssea,
na auséncia de hemocultura positiva (JOHNSON; WALKER, 1992).

O isolamento e a identificacdo de B. canis € um método de alta especificidade diagnostica,

pois demonstra 0 agente etioldgico da doenca, mas sua sensibilidade é baixa em funcgéo de



18
varios parametros, incluindo eliminacdo intermitente, amostras mal colhida e mal
conservada e 0 uso de antimicrobianos.

O isolamento de B. canis tem que ser realizado em laboratorios que possuam
instalacdes adequadas para esta finalidade em funcdo de sua classificacdo como patgeno de
biosseguranca 3 (TEIXEIRA; VALLE, 1996).

5.2.1 Amostras de placenta, tecidos fetais

Nas fémeas, o isolamento da-se a partir de fémeas gestantes ou na fase estral, de
material colhido de Gtero e placenta, além dos fluidos vaginais e uterinos (CARMICHAEL,
1990). E interessante colher amostra de liquidos e membranas fetais, fetos mortos assim como
nos casos de aborto, nascimentos de ninhadas pequenas, filhotes fracos e natimortos. A
inoculacdo do material vaginal, colhido no periodo imediatamente apds o aborto ou parto € de
importancia diagnostica. A Brucella canis pode ser isolada por varias semanas depois do
aborto ou do parto.

Nos animais impuberes a B. canis ndo é frequentemente isolada de secre¢des vaginais,
em funcdo da seletividade do agente pela maturidade sexual (JOHNSON; WALKER, 1992).

5.2.2 Amostras de sémen

Nos machos, o cultivo de sémen normalmente produz um grande numero de unidades
formadoras de colénias (UFC), ap6s um periodo de 3 a 11 semanas pos-infecgdo. Entretanto,
o0 isolamento a partir desse material pode ser dificultado, pois a eliminacdo de B. canis pode
ser intermitente e em baixas concentragfes no sémen, o diagnostico bacteriolégico passa a ser
geralmente negativo nestas amostras (CARMICHAEL, 1990; CARMICHAEL; GREENE,
1998).

5.2.3 Amostras de urina

O cultivo bacterioldgico positivo da amostra de urina pode ser obtido de 8 a 30
semanas apo6s a infeccdo. A concentracdo urinaria da B. canis varia desde 10 UFC/mL a 105
UFC/mL de urina (CARMICHAEL; GREENE, 1990). Este material pode ser utilizado em
alguns animais, principalmente machos, quando a hemocultura é negativa. Entretanto €
necessario se fazer a coleta da urina por cistocentese, evitando o crescimento exagerado de

contaminantes.
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5.2.4 Outras

As brucelas podem ser isoladas a partir de aspirados de medula 6ssea na auséncia de
hemocultura positiva, especialmente pela localizagdo intracelular em células do sistema
mononuclear fagocitario (JOHNSON; WALKER, 1992).

Em 2011, um estudo na Parnaiba, estimaram os reagentes em 3,11 % de para B. canis,
pela técnica de IDGA e em um animal foi isolado o organismo a partir de medula dssea,
confirmado pela PCR (FERNANDES, et al., 2011).

Em 2006, pesquisadores obtiveram 100% de concordancia dos cultivos de aspirado de
medula 6ssea com a hemocultura em cdes ja infectados, demonstrando que apesar da
dificuldade de coleta, essa amostra é confiavel para o diagnostico (SALGADO, et al., 2006).

O isolamento, nos casos de uveite por B. canis pode ser feito diretamente a partir de
amostras do humor aquoso (JOHNSON; WALKER, 1992). A bactéria também ja foi isolada
de lesdes como discoespondilite e osteomielite. O agente foi isolado no aspirado de testiculo
em um cdo sorologicamente positivo para B. canis e que apresentava aumento de volume
nesse orgao (MEGID, et al., 2002). Nesse trabalho, as amostras de urina, liquido prostatico e
sangue foram negativos para o cultivo microbioldgico. Foi descrito o isolamento de B. canis
de um céo reagente ao IDGA, que apresentava orquite, epididimite e atrofia testicular,
demonstrando que € interessante a coleta de tecidos de Orgdos afetados, mesmo quando a
hemocultura é negativa (GOMES, et al., 1999).

5.3 Soroldgico

Os testes soroldgicos utilizados na rotina diagnostica devem ser capazes de diferenciar
a resposta de anticorpos a infeccdo pela B. canis da resposta humoral aos outros agentes
infecciosos, visto que os sinais clinicos da brucelose ndo sdo patognomonicos, que podem
ocorrer no mesmo local geogréfico e que possuam apresentagdo ou caracteristicas de infeccéo
semelhantes. Esta propriedade da técnica soroldgica esta fortemente ligada a qualidade do
antigeno usado no teste se antigenos de membrana ou de componentes citosolicos.

Na triagem é necessario que 0s testes sejam bem sensiveis, pois podem detectar todos
0s positivos na populacdo suspeita, sendo viaveis, rapidos e de facil execucdo. Muitos
métodos soroldgicos tém sido empregados no diagndstico da brucelose canina, mas, devido
especialmente a presenca de anticorpos inespecificos, pois individualmente nenhum deles é
considerado como teste definitivo (CARMICHAEL, 1976). O uso de pelo menos dois testes
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soroldgicos de triagem € priorizado, ja que cada teste identifica momentos diferentes da

infeccdo e maior confiabilidade dos resultados. A maioria dos testes sorolgicos ndo apresenta
resultados consistentes, durante as quatro semanas iniciais da infecgdo. O elevado nimero de
falso-positivos neste teste é necessario um teste confirmatorio que tenha maior especificidade.
Nenhum animal positivo no teste de triagem pode ser considerado infectado antes de ser
testado positivo em teste confirmatoério ou ser isolado o agente em cultura bacterioldgica.

Os antigenos usados no diagnostico laboratorial das infeccdes por Brucella consistem
de varias proteinas somaticas e componentes de superficie da bactéria, mas ocorrem
similaridades antigénicas entre bactérias do mesmo género, como B. canis, B. ovis, B. suis e
B. abortus (MYERS, et al., 1972; BALDI. et al., 1994, 1997; EBANI, et al., 2003). Ha
descricdo de epitopos comuns entre as espécies de Brucella e bactérias ambientais dos
géneros Agrobacterium, Sinorhizobium e Ochrobactrum (DELPINO, et al., 2004). Reacdes
cruzadas resultando falso-positivos entre Brucella e outras bactérias patogénicas incluem
Salmonella (NIELSEN, et al., 2007), Yersinia enterocolitica e E. coli (MATEU-DE-
ANTONIO, et al., 1993; BOUNAADJA, et al., 2009).

A soro-conversdo foi detectada em animais infectados experimentalmente e
acompanhados por 13 semanas, demonstrando a bacteremia intermitente (LARSSON, et al.,
1984). Neste caso, ocorre 0 desaparecimento ou diminuicdo dos titulos sorolégicos, porém
com persisténcia do agente nos tecidos infectados (MEGID, et al., 2000) e por este motivo,

deve-se aliar o exame bacterioldgico aos testes soroldgicos.

5.3.1 Soro-aglutinacdo rapida em lamina (SAR)

A SAR é o teste sorologico mais comumente utilizado na triagem das infecc¢des por B.
canis. E um teste barato, rapido e de facil execucdo, podendo ser realizado em qualquer
clinica veterinaria (CARMICHAEL; SHIN, 1996). Na SAR ¢ utilizado um antigeno elaborado
com a B. ovis, corado com rosa de bengala. Apresenta muitas vantagens sobre os outros testes,
incluindo a precocidade no diagndstico, pois ja revela anticorpos a partir de trés a quatro
semanas da infeccdo (CARMICHAEL; GREENE, 1998). Além disso, o teste de soro-
aglutinacéo rapida em lamina permite a utilizacdo de amostras de sangue hemolisadas, fator
que limita o teste de soro-aglutinagdo em tubo. (RADAKHSH; CARMICHAEL e
DOUGLASS, 1982)
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Os resultados positivos devem ser interpretados com cautela, pois uma propor¢éo

significativa de resultados falso-positivos pode ocorrer. Esse teste apresenta boa sensibilidade,
mas a especificidade é baixa, ou seja, o resultado negativo é uma forte evidéncia de que o
animal ndo esta infectado, mas apenas 50% dos animais cujos soros apresentam aglutinacédo
sdo realmente positivos. Assim, animais reagentes ao SAR ndo podem ser considerados
infectados antes de serem submetidos a teste confirmatério (MINHARRO, et al., 2005). Keid,
em 2006, estimou a sensibilidade de 81,25% nesse teste, enquanto que o IDGA foi de 75%; o
PCR em sangue foi de 89,6% e a PCR em suabio vaginal foi de 54%. O teste de SAR apesar
de menos sensivel do que a PCR constitui um teste de alta sensibilidade, mais barato e mais
acessivel para rotina diagndstica.

Alguns testes para diminuir o nimero de reagdes falso-positivas incluem o tratamento
prévio dos soros com 2-mercaptoetanol (2ME) que elimina a interferéncia de IgM nao-
especifica, aumentando a especificidade sem alterar a sensibilidade do teste. As moléculas de
IgM por serem decavalentes possuem uma maior avidez que as moléculas de 1gG, que sdo
bivalentes. O 2ME desnatura a IgM pela destruicdo das pontes dissulfidricas, minimizando,
assim, as ligacdes inespecificas (JOHNSON; WALKER, 1992; CARMICHAEL; SHIN,
1996). Estes testes apesar de mais especificos ndo devem ser considerados como testes
confirmatérios (JOHNSON; WALKER, 1992; CARMICHAEL, 1998).

Outra tentativa objetivando a diminuicdo das reagdes falsos-positivas é a utilizacdo de
uma amostra ndo mucoéide de B. canis (M-) na preparacdo do antigeno, associada ao
tratamento prévio dos soros com 2ME. Isso levou a diminuigdo de resultados falso-positivos
para menos de 10% sem perda da sensibilidade da SAR — 2ME (DAMP, et al., 1973).

Um estudo, em 2002, analisou sorologicamente um cdo com orquite em que foi
isolada B. canis de aspirado testicular e verificou que a prova de RSAT positiva sem 2ME e
negativa com 2ME podem indicar infeccéo recente (MEGID, et al. , 2002).

5.3.2 Soro-aglutinacdo lenta em tubo (SAL)

O teste de SAL, por sua vez, fornece os resultados em titulo (considerado teste
semiquantitativo) e, muitas vezes, utilizada para a confirmacdo da SAR-2ME
(CARMICHAEL, 1998). Esse teste é menos sensivel e um pouco mais especifico que a SAR.
Assim, pode-se indicar como método para quantificar e monitorar a resposta sorologica de
cdes infectados e tratados (JOHNSON; WALKER, 1992, CARMICHAEL; GREENE, 1990).
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Estudos realizados nos EUA sugerem que um titulo de 1:100 no SAL-2ME
(soraglutinacdo lenta com 2-mercaptoetanol) é indicativo da infeccdo por B. canis (GEORGE;
CARMICHAEL, 1984). Todavia, Carmichael e Greene (1998) sugeriram que titulos em até
1:50 devem ser considerado negativo ou em inicio de infeccdo (cerca de duas a trés semanas);
entre 1:50 e 1:100 sdo considerados suspeitos e devem ser retestados 30 dias apds e quando
forem iguais ou superiores a 200 sao positivos.

Resultados falsos negativos nesses testes também foram reportados (KEID, et al.,
2009). Portanto, o isolamento pelo cultivo bacteriano provenientes dos tecidos bioldgicos é
ainda necessario para confirmar o diagnostico soroldgicos laboratorial (CARMICHAEL,
SHIN, 1996; BALDI, et al., 1997; WANKE, 2004).

5.3.3 Imunodifusdo em gel de Agar (IDGA)

O IDGA (Figura 2) é o teste oficial para a brucelose canina no Brasil (OLIVEIRA, et
al., 2011). Ele demonstra precipitinas no soro de cdes cinco a dez semanas apés infeccdo
(CARMICHAEL; GREENE, 1993). Este método é considerado mais especifico que a prova
de soroaglutinacdo rapida utilizando 2ME, porém, ainda estd sujeito a resultados falso-
positivos, devido a reacOes cruzadas com agentes como Pseudomonas aeruginosa e
Staphylococcus spp. (JOHNSON; WALKER, 1992)

Figura 2 - Foto de um teste de IDGA. Os pocos 3 e 5 séo
referentes a soros de caes reagentes positivos a

Brucella canis e o0 poco 1 € onde foi colocado o

controle positivo do teste.
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Ha& dois antigenos que podem ser utilizados no IDGA: antigenos de parede celular
(LPS) que pode ser obtido das linhagens de B. canis ou B. ovis e antigenos de proteinas
citoplasmaticas (PC) obtidas das espécies do género Brucella (CARMICHAEL, 1990;
CARMICHAEL; GREENE, 1998; MINHARRO, et al., 2005). O IDGA-LPS ndo € tdo
facilmente utilizavel quanto a SAR ou a SAL, porém, a preparacdo do antigeno e a leitura dos
resultados sdo mais complexas. Embora seja mais especifico do que a SAR — 2ME, reacGes
cruzadas com outros microrganismos ainda podem ocorrer. Além desse fato, a interpretacéo
do resultado é subjetiva, por ndo ser um método quantitativo.

O teste de imunodifusdo, utilizando antigeno citoplasmatico é o método mais
especifico na deteccdo das brucelas rugosas. Utiliza extrato proteico do citoplasma bacteriano
da B. canis ndo mucoéide (M-) e apresenta menor proporcao de reagfes cruzadas. Uma grande
vantagem da IDGA utilizando antigenos citoplasmaticos é a possibilidade de diagnosticar
animais cronicamente infectados, permitindo a deteccdo de anticorpos circulantes até 3 anos
apos a bacteremia ter cessado, enquanto que 0s outros testes apresentam resultados negativos
nesses casos. Entretanto, nas infeccdes recentes, o diagnéstico pelo IDGA fica prejudicado,
pois anticorpos circulantes sdo detectados somente a partir de 2 a 3 meses ap0s a infecgéo, ou
seja, um més apos a deteccdo pelo SAL - 2ME (JOHNSON; WALKER, 1992;
CARMICHAEL, 1998; CARMICHAEL; GREENE, 1998).

Em funcdo de os antigenos citoplasmaticos serem comuns a outras espécies de
Brucella, o IDGA — PC apresenta reag0es positivas quando as infecgOes sdo causadas por B.
suis, B. abortus e B. ovis. No entanto, infec¢cdes por outras espécies de Brucella raramente
ocorrem em cdes, exceto infecgdes por B. abortus, que podem acometer com maior frequéncia
cdes de areas rurais onde pode ocorrer contato com bovinos infectados, ou mesmo animais
adultos de procedéncia desconhecida. A infeccdo pela B. abortus, através do Antigeno
Acidificado Tamponado (AAT) (Figura 3) foi detectada em 18,4% dos atendidos no
ambulatorio de clinicas veterinaria no municipio de Macei6 (PORTO, et al., 2008) Entretanto,
no municipio de Monte Negro, Rondonia, ndo foram identificados reagentes ao AAT nas

amostras de cées rurais e urbanos (AGUIAR, et al., 2005).
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Figura 3 - Teste de AAT para deteccdo de cées infectados por Brucella abortus. A
esquerda da figura mostra um resultado negativo e a direita um resultado
positivo.

O teste de IDGA utilizando antigeno produzido com B. canis em paralelo com o
antigeno produzido com B. ovis aumenta a eficacia e a confiabilidade do diagnostico
soroldgico da brucelose canina, podendo ser recomendado como teste auxiliar confirmatorio
para o diagnostico da enfermidade (MARASSI, et al., 2004). Além disso, quando O IDGA de
B. ovis é usado como teste confirmatorio apos a inativacdo pelo teste de 2ME, o resultado é
mais especifico, pois ha menor probabilidade de reacdes inespecificas, devido a diminuigédo
de IgM (MATEU-DE-ANTONIO, et al., 1994).

Além disso, ha outra possibilidade de se utilizar o antigeno rugoso obtido da linhagem
RB51 como alternativa no diagndstico laboratorial da brucelose canina e ovina (GOMES, et
al., 2007).

Em 1976, Wald e Fernandes estimaram a prevaléncia de anticorpos contra a B. canis
em 11,97% dos cées atendidos no Hospital de Clinicas Veterinarias (HCV-UFRGS), em Porto
Alegre. Em 2006, outros pesquisadores, utilizando o mesmo modelo epidemioldgico
obtiveram resultados similares aqueles obtidos 30 anos antes, concluindo que nada foi
realizado para alterar a situacdo epidemioldgica da brucelose em nosso meio (GOMES, et al,

comunicagéo pessoal, 2006).
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Como mostrados na Tabela 1, ha discrepancias nos resultados destes testes

soroldgicos, que podem ser justificadas pela ocorréncia de reagdes inespecificas quando da
utilizacdo da IDGA, pois os antigenos da parede celular (LPS) de algumas bactérias Gram-
negativas apresentam reacdo cruzada com a Brucella canis (JOHNSON; WALKER, 1992;
CARMICHAEL; GREENE, 1993). Pode ocorrer também porque alguns animais
sororreagentes ao IDGA poderiam estar na fase aguda da infeccdo, onde sdo produzidos
anticorpos da classe IgM (CARMICHAEL; KENNEY, 1970). O emprego da técnica de
IDGA-2ME desnaturaria as IlgM,detectando apenas animais na fase cronica da infec¢do. Outra
possibilidade seria a desnaturacdo das IgM procedentes das reac6es inespecificas (GREENE;
GEORGE, 1984; JOHNSON; WALKER, 1992; CARMICHAEL; SHIN, 1996), reduzindo

também o nimero de animais reagentes quando se utiliza 0 2-ME.

Tabela 1 — Dados de prevaléncias (%) de cdes, aparentemente saudaveis,
reagentes a B. canis, no Brasil, a partir do teste de IDGA com
antigeno de B. ovis.

- TAMANHO DA

AUTOR/ ANO PREVALENCIA (%) AMOSTRA
Bezerra et al/ 2012 3,4 638
Fernandes et al/ 2012 0 98
Silva et al/ 2012 4 100
Dorneles et al/ 2011 44,53 374
Moraes et al/ 2011 0 314
Vasconselos et al/ 2008 2,35 170
Cavalcanti et al/ 2006 5,88 85
Almeida et al/ 2004 14,2 635
Alves et al/ 2003 3,6 274
Ferreira et al/ 2003 58,3

Megid et al/ 1999 4,6-57,1 25-41

Gomes et al/ 2006 18,52 27
Wald & Fernandes/1976 11,97 192

A Tabela 2 mostra que nos trabalhos de 2005 e 2008 os animais foram testados com AAT,
para deteccdo de anticorpos anti-B. abortus onde foram detectados 18,4% de reagentes, no
primeiro, e zero no segundo, respectivamente. Além disso, no primeiro trabalho, foi analisada
também a prevaléncia de anticorpos anti-B. canis pelos métodos SAL e SAL-2ME, onde se
detectou 4% e 0,3%, respectivamente (AGUIAR, et al., 2005). A pesquisa de 2002 também
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analisou as amostras de soro ao teste de SAR e SAR-2ME, nos quais 0s reagentes foram

estimados em 1,77 % e 0,84 %, respectivamente (MORAES, et al., 2002).

Tabela 2 — Dados de prevaléncias de cédes sororreagentes aos testes de
IDGA e IDGA 2ME, produzidos no Brasil:
DATA AUTOR TRIAGEM / IDGA CONFIRMAGCAO / IDGA-2ME

2001 KEID et al 44,80% 6,25%
2004 AZEVEDO et al 48,75% 18,75%
2003 AZEVEDO et al 9,50% 3,65%
2005 AGUIAR et al 3,60% 0
2008 PORTO etal 4,40% 75%
2002/09 MORAES et al 18,84% 0,84%

As variacGes encontradas podem ser explicadas provavelmente devido a utilizacdo de
métodos sorologicos diversos com diferentes sensibilidades e especificidades e ao tipo de
amostra estudada, bem como pela presenca de animais no inicio da infec¢do, onde o0s
anticorpos podem ainda néo ser detectados no IDGA (CARMICHAEL; GREENE, 1993).

5.3.4 Reacdo de Fixacado de Complemento (CFT)

A reacdo de fixacdo de complemento tem sido utilizada para o diagnostico
confirmatorio de infecgBes por B. ovis e B. abortus e apresenta sensibilidade e especificidade
elevadas. No entanto, é pouco utilizada na rotina para o diagnostico da infecgdo de cdes por
Brucella canis. (AZEVEDO, et al., 2004)

Em 2003, pesquisadores analisaram resultados de animais reagentes nas provas de
triagem do IDGA (9,50%) e compararam com o0s resultados encontrados nas provas
confirmatérias de IDGA-2ME (3,65%), CFT (3,41%) e IDGA-2ME + CFT (2,20%)
(AZEVEDOQO, et al., 2004). O mesmo autor, em 2004, analisou amostras que reagiram em
48,75% ao teste de IDGA, 18,75% ao IDGA-2ME e 17,50% ao CFT. Os resultados sugerem
que a prova de CFT é comparavel ao IDGA-2ME, sendo considerado adequado como teste

confirmatorio.

5.3.5 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA)
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Varios testes imunoenzimaticos tém sido desenvolvidos, utilizando tanto antigenos
de parede de B. canis (SERIKAWA; MURAGUCHI; 1979) como antigenos citoplasmaticos
de B. abortus, que sdo comuns a diversas espécies de Brucella (BALDI, et al., 1994). Estes
Gltimos tém como vantagem ndo apresentarem reacdo cruzada com outras bactérias que ndo
sejam desse género bioldgico. O ELISA indireto é altamente especifico, mas menos sensivel
que a SAL para a triagem de cées infectados (CARMICHAEL; GREENE, 1998). Em termos
de sensibilidade, o ELISA tem sido considerado superior aos testes soroldgicos de aglutinacao
(WANKE, et al., 2002). E mais sensivel que os testes de aglutinacdo e AGID (JOHNSON;
WALKER, 1992; WANKE, et al.; 2002; WANKE, 2004). Testes de ELISA indiretos de
melhor sensibilidade foram obtidos com antigenos extraidos por solucdo salina aquecida
(HSS) de amostra ndo mucdide de B. canis (variante M-) (MATEU-DE ANTONIO, et al.,
1993). Testes de ELISA com antigenos purificados tém sido indicados como provas
confirmatodrias aos testes de triagem, em substituicdo as provas com 2ME ou gel difusdo
(LUCERGO, et al., 2002; EBANI, et al., 2003).

Pesquisas baseadas nos testes de ELISA para sorodiagndstico de brucelose tém sido
propostas, entretanto cada uma delas com resultados variaveis, dependendo das propriedades
antigénicas usadas na analise (JOHNSON; WALKER, 1992; MATEU-DE-ANTONIO, et al.
1993; BALDI, et al., 1994, 1997). Recentemente, outros métodos tém sido propostos para
detectar a infeccdo canina, incluindo imunocromatografia (KIM, et al., 2007) e métodos de
PCR (KEID, et al., 2007). Além disso, os métodos de aglutinacdo (WATARAI, et al., 2007)
e de fixacdo de complemento foram aperfeicoados, desenvolvendo antigenos mais eficientes,
aumento os valores de confianca das ferramentas utilizadas pela medicina veterinaria e salde
publica.

Recentemente, foi publicado um estudo na india que relacionou a soroprevaléncia da
brucelose canina estimadas por diferentes técnicas sorolégicas com as preparacdes dos
antigenos de B. canis, caracterizados por analise imunoguimica. Concluiram que o antigeno
sonicado era mais adequado para uso no ensaio imunoenzimético (ELISA indireto),
caracterizando um teste de alta sensibilidade, enquanto que o antigeno termorresistente foi
mais adequado ao teste de IDGA, que seria utilizado como teste confirmatério devido a sua
alta especificidade (BARKHA, et al., 2011).

Em 2011, foi publicado um artigo que objetivava a validacdo do ensaio

imunoenzimatico como método soroldgico util no diagnostico da brucelose canina causada
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pela B. canis (OLIVEIRA, et al., 2011). Dois antigenos e duas formas de extracdo foram
comparados pelo ELISA e Western blot (WB), quanto a possiveis reacdes cruzadas com
antigenos de Leptospira spp, Ehrlichia canis, CDV, Neospora caninum, Babesia canis e
Leishmania chagasi. Os resultados evidenciaram maior acuracia e confiabilidade no teste de
ELISA com antigeno termorresistente (técnica descrita por Myers et al., em 1972) em relacao
ao WB, no qual se observou inimeras reacfes cruzadas. Neste trabalho a sensibilidade foi
estimada em 91,18% e a especificidade foi de 100% e acuracia de 96,47%.

Em 2007, foram relatados resultados um pouco diferentes utilizando a técnica de
ensaio imunoenzimatico e WB. Esses pesquisadores obtiveram uma sensibilidade de 95% e
uma especificidade de 91%, utilizando mesma técnica de extracdo do antigeno (BARROUIN-
MELDO, et al., 2007).

Ha registros de inimeras bactérias envolvidas em reagdes cruzadas com Brucella, as
quais contém epitopos em comum, entre elas Salmonella (NIELSEN, et al., 2007), Yersinia
enterololitica e E. coli (MATEU-DE-ANTONIO, et al., 1993; BOUNAADJA et al., 2009).
Ha diferentes técnicas para extracdo de antigenos de B. canis, resultando em diferente
composigdo protéica ou de estrutura priméria dos epitopos, alterando consequentemente o
resultado das analises. Alguns autores acreditam que antigenos citosolicos resultam em maior
sensibilidade e especificidade nos testes soroldgicos em relacdo aos antigenos de membrana
da B. canis (CARMICHAEL; JOUBERT, 1987).

5.3.6 Outros

Outros testes soroldgicos foram desenvolvidos e entre eles estdo a
contraimunoeletroforese e a imunofluorescéncia indireta, mas sdo complexos e ainda nédo
empregados na rotina dos laboratérios de diagndstico. Em 2012, comparou-se a
imunocromatografia com os testes RSAT-2ME, IDGA e ELISA. Os resultados foram
insatisfatorios quanto a sensibilidade e ndo aplicavel como teste de triagem. Entretanto ele era

bastante especifico, mas mesmo assim menos especifico que o IDGA (WANKE, et al., 2012).

5.4 Molecular
5.4.1 Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR)
Em 2007, um artigo analisou amostras de sémen e swab vaginal de cdes naturalmente

infectados para deteccdo de B. canis por PCR. Os resultados foram comparados aos
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bacteriologicos e PCR de soro e obtiveram equivaléncia, demonstrando ser o PCR de sémen
e de swab vaginal como alternativa confidvel de diagnostico (KEID, et al., 2007).

Na Turquia, Aras e Ugan, em 2010, examinaram amostras de aspirado de linfonodo
para pesquisa do agente através da PCR, evidenciando similaridade com os testes
bacteriologicos.

Na Argentina, em 2011, examinando através da PCR em amostra de leite de uma
cadela lactante foi possivel detectar sinal positivo do leite, sangue, hemocultivo e testes
soroldgicos (OLIVERA; GIRALDO; DI-LORENZO, 2011).

O PCR apresenta, de uma maneira geral, maior sensibilidade no diagnostico da
brucelose canina quando comparada ao isolamento em meio de cultivo. Apesar do maior
custo para a realizacdo deste teste em relacdo ao cultivo, ele é mais rapido no diagndstico
confirmatdrio, principalmente para a detecgdo de animais infectados introduzidos em um canil
comercial (KEID, 2006).
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6 TRATAMENTO E PROFILAXIA

Né&o é recomendado um Unico antimicrobiano para o tratamento (FLORES-CASTRO;
SEGURA, 1976). A combinacdo de tetraciclina e gentamicina tem sido utilizada com
administracdo de 2 a 3 vezes ao dia durante um a dois meses (HOLLETT, 2006). No controle
da infec¢é@o ocular, a melhor escolha tem sido uma combinacdo (gentamicina, ciprofloxacina,
doxiciclina, rifampicina) ou (doxiciclina, enrofloxacina, rifampicina, estreptomicina)
(LEDBETTER, et al., 2009).

A miociclina, tetraciclina, diidroestreptomicina, sulfadiazina trimetoprima,
gentamicina, doxiciclina, enrofloxacina e varias combinag6es foram utilizadas para tratar a B.
canis, segundo Nelson e Couto (2010). Entretanto a maior parte dos cées tratados permaneceu
infectada, pois a bactéria se manteve no tecido prostatico mesmo apds o tratamento com
diferentes antimicrobianos. Os danos testiculares normalmente séo irreversiveis e os cédes sdo
facilmente suscetiveis a reinfeccao.

A eficacia da terapia antimicrobiana aliada a castracdo de cées infectados foi
analisada, em 1998, em um trabalho em que os autores obtiveram 91,6% de cura em 12 cdes
naturalmente infectados e acompanhados sorologicamente dois meses apds o término do
tratamento antimicrobiano. Os mesmos autores, em 2002, utilizaram simultaneamente a
rifampicina e a estreptomicina ap0s orquiectomia bilateral em um cdo com brucelose. Estes
autores revelaram que este protocolo terapéutico associado a castragcdo, vem sendo utilizada
em casos especificos no servigo de enfermidades infecciosas. A terapia nesses casos tem sido
criteriosamente indicada em cdes de alto valor afetivo e/ou econdmico, preferencialmente, na
auséncia de criancas no domicilio. Contudo, ressaltaram que a terapia em cdes com brucelose
deve ser rigorosamente avaliada pelo medico veterinario e indicada exclusivamente em
condices especificas (MEGID, et al., 1998; 2002).

Geralmente os cées dos canis reagentes nos testes de triagem, deverdo ser isolados e
submetidos a testes mais especificos e, se confirmados deverdo ser eliminados do canil. Uma
abordagem diferente pode ser considerada para um animal de companhia, onde poderiamos
empregar a terapia antimicrobiana associada a castracdo, reduzindo ou impedindo a
eliminacdo de secreces genitais e a transmissdo venerea. No entanto, o tratamento e a
castracdo ndo excluem a possibilidade de que o animal possa permanecer fonte de infeccdo
para outros animais ou membros da familia (NELSON; COUTO, 2010).
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Na Argentina, em 2012, em um estudo sobre brucelose canina dentro de um canil foi
informado aos seus proprietarios da importancia de se monitorar e tratar cées infectados, uma
vez que as analises de regides de polimorfismos repetidos do DNA (VNTR) mostraram que as
bactérias isoladas dos cdes e do homem eram semelhantes, corroborando com a ideia da
transmissdo do cdo para homem (REYNES, et al., 2012) Além disso, dois cdes mantiveram a
bacteremia mesmo apds o tratamento com antibacterianos e de um deles ainda se pode isolar o
agente da urina. Esse estudo demonstrou que a infeccdo pode ser disseminada mesmo apoés a
terapia antimicrobiana.

Apesar da sensibilidade in vitro da B. canis a alguns antimicrobianos, sabe-se que a
terapia com antimicrobianos pode falhar e o cdo pode continuar eliminando o agente para o
ambiente e continuar sendo fonte de infeccdo para outros animais € 0 homem.

Alguns critérios sanitarios para a aquisi¢cdo de animais em um canil s&o necessarios serem

adotados como medida preventiva:

e Adquirir preferencialmente cdes de canis livre de brucelose canina;

e Todos os animais a serem adquiridos devem resultar ndo reagentes em dois testes com
intervalos de 30 dias entre eles;

e Manter os animais adquiridos em quarentena por 8 a 12 semanas;

e S0 adquirir animais que ndo tenham sido expostos ao agente e que ndo apresentam
sinais clinicos sugestivos da brucelose canina;

e SO permitir o cruzamento dos animais do canil com animais ndo reagentes aos testes,
preferencialmente de canis livres da doenca;

e Manter separados e testar todos os animais que foram cruzados por animais externos
ao canil 30 dias apds a cobertura;

e Se houver participacdo em exposicdo e feiras ou cruzamentos com caes externos ao

canil, deve ser realizado teste anual de todos os animais puberes do canil (OLIVEIRA,

2005).

Os animais reagentes ou inconclusivos aos testes de triagem devem ser submetidos a
testes confirmatorios para se aumentar a especificidade do diagndstico. Os animais
confirmados como infectados devem ser retirados do programa de reproducéo e néo pode
ter contato com o0 ambiente de animais nao reagentes.

O canil s6 deverad ser considerado livre de brucelose canina apos trés testes ndo

reagentes consecutivos de todos os cdes, com intervalos de 30 a 60 dias. O canil deve
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ainda ser monitorado pela realizacdo de testes em todos os animais com intervalos de 3
a 4 meses pelo periodo de um ano. Em animais de companhia o protocolo € diferente,
deve-se promover a castragdo, principalmente, para eliminar as principais fontes de
infeccdo: a transmissdo sexual em ambos 0s sexos, secrecBes de cio e aborto/parto, nas
fémeas, e a eliminacdo na urina, em funcdo da regressdo da prostata, nos machos. Pode
associar o tratamento com antimicrobianos a castracdo, mas 0s animais tratados devem ser
submetidos a testes de monitoramento por pelo menos 90 dias ap6s o término do
tratamento. De toda a forma, medidas de limpeza e desinfec¢cdo devem ser adotadas, para
eliminar contaminacdo ambiental e diminuir risco de transmissdo ao homem (OLIVEIRA,
2005).
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7 DISCUSSAO E COMENTARIOS FINAIS

Em funcéo das inimeras formas clinicas e da pouca especificidade do diagndstico clinico,
a confirmacdo do diagndstico de brucelose canina deve ser fundamentada em testes
soroldgicos viaveis e/ou no isolamento do agente em cultivo. Os cées infectados continuam a
ser uma fonte de infeccdo para outros caes e 0 homem, parte devido ao contato préximo, parte
pelo insucesso do tratamento com antimicrobianos e parte pela natureza intracelular da
bactéria, cujo tratamento €, em principio, desaconselhado ou pela prescri¢do criteriosa do
médico veterinario.

Cées com sinais clinicos de brucelose devem ser submetidos aos testes soroldgicos
disponiveis para confirmar o diagnostico clinico por meio da prova do 2ME, principalmente
em infecc¢des cronicas. Nos casos agudos é recomendado testes que se baseiam na detec¢édo do
antigeno como isolamento e PCR de sangue, descarga vaginal pds-aborto, sémen e até mesmo
a urina. Cdes reagentes a esses testes devem ter seus resultados confirmados pelo teste de
aglutinacdo em tubo ou imunodifusdo em gelose de agar (NELSON e COUTO, 2010).

Os médicos veterinarios devem informar aos proprietarios de animais de companhia,
guarda e de canis comerciais sobre o potencial zoonético desta infecgdo. A doenca tem
especial importancia para criadores de cées, pois interrompe a vida reprodutiva de um animal
ou o sentencia a morte. Canis que ndo adotam medidas adequadas no controle da brucelose
canina tais como teste antes da reproducdo, introducdo de cdes ndo reagentes para esta
enfermidade, quarentena, monitoramento anual e controle dos indices reprodutivos correm o

risco de introduzi-la, resultando em prejuizos sanitarios e econdémicos significativos.
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