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RESUMO: De janeiro de 1997 a julho de 1998, foram examinadas 236 amostras de soros sangiiineos de cies
procedentes de residéncias (104 amostras), abrigos comunitarios (40 amostras) e canis comerciais (62 amostras)
da cidade de Belém, além de seis fazendas com bovinocultura (30 amostras) provenientes do interior do
Estado do Pard, para verificar a ocorréncia de cies reagentes a Brucella canis e a Brucella abortus.
Na investigac@o da presenca de anticorpos anti B. canis foi utilizada a prova da imunodifusao em gel de dgar
(IDAG) e para a B. abortus foi realizado o Ensaio Imunoenzimatico competitivo (ELISAc). Para a B. canis foi
encontrada uma positividade de 45,34% (107/236) das amostras e para B. abortus 5,93% (14/236). O percentual
de soropositividade para B. canis foi alto nos trés primeiros grupos, mas ndo se encontrou soropositivos nas
amostras provenientes dos céies de fazenda. A elevada ocorréncia foi surpreendente, especialmente, em caes
de residéncias: 53,84% (56/104) para B. canis ¢ 5,76% (6/104) para B. abortus.

TERMOS PARA INDEXAC@O: Brucelose Canina, Brucella canis, Brucella aborrus, Imunodifusdo em
Gel de Agar, ELISA Competitivo.

OCURRENCE OF Brucella canis m:zd Brucella abortus
IN DOGS OF THE PARA STATE

ABSTRACTS: 236 samples of canine serum were investigated of dogs originated from residences (104 samples),
communal protection of animals (40 samples), commercial kennels (62 samples) of Belém and six farms with
bovine breeding (30 samples) for the occurrence of infection with Brucella canis and Brucella abortus. The
immundiffusion in agar gel for demonstration of antibodies to B. canis was used and competitive ELISA for
B. abortus infection. It was observed 45,34% (107/236) of positive cases for B. canis and 5,93% (14/236) for
B. abortus. The rate of seropositivity to B. canis was higher in the three first groups, but it was not found any
positive sample in the farm dogs. The high occurrence of seropositivity was surprising, in particular, among the
housedogs: 53.84% (56/104) to B. canis and 5.76% to B. abortus.

INDEX TERMS: Canine Brucellosis, Brucella canis, Brucella abortus, Immundiffusion in Agar Gel,
Competitive ELISA.
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1 INTRODUCAO

Em cédes, as espécies do género
Brucella que podem causar brucelose sdo a
B. melitensis, B. abortus, B. suis e B. canis.
A brucelose produzida pelas trés primeiras
espécies ocorre quando os cies alimentam-
se de fetos abortados, placentas de animais
infectados ou leite cru. Esse tipo de infec¢do
nio ocorre com grande freqii€ncia,
entretanto, os cies infectados constituem um
perigo para outros animais domésticos e
para o homem, pois eles eliminam estes
microorganismos. Este tipo de brucelose, na
maioria das vezes, ocorre nas fazendas onde
se criam bovinos, suinos ou caprinos
infectados (Szent-Ivanyi & Mészaros, 1985;
Acha & Szyfres, 1986; Allen, 1995). Forbes
(1990) demonstrou a infeccdo por B.
abortus em 14 cies de fazenda através de
técnicas de isolamento e provas soroldgicas;
o autor ressalta que os cies de fazenda sdo
susceptiveis a infeccao por B. abortus sob
condicdes de campo. Segundo Mateu de
Antonio & Martin (1993), a prevaléncia da
infeccdo nos cdes com brucelas lisas pode
atingir 9,2%. No Estado do Para, foi
encontrado um cao soropositivo (4,43%)
dentre 23 cies oriundos de fazendas com
bovinocultura (Lopes et al., 1999). Por outro
lado, em um estudo com 31 cies infectados
experimentalmente com B. abortus, foi
verificado que os mesmos ndo desenvol-
veram clinicos com lesdes
patologicas, e que 11 ndo soroconverteram,
utilizando-se quatro diferentes tipos de
aglutinacio. Os pesquisadores (Scanlan et al.,
1989) acreditam que, além da infecgdo com
o agente, outros fatores, atualmente nio
conhecidos, sdo necessdrios para desenvolver

sinais

a doenca clinica com lesdes patologicas.
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A brucelose canina € produzida pela
B. canis. Essa espécie foi descrita pela
primeira vez nos Estados Unidos, em 1966
(Carmichael, 1966). Posteriormente,
Carmichael & Kenney, (1970); Moore &
Gupta, (1970) descreveram as caracte-
risticas mais importantes da brucelose
canina, tais como: epidemiologia, sinais
clinicos, patologia, imunidade, diagndéstico
e controle; aspectos estes considerados em
trabalhos atuais.

Segundo Moore & Gupta (1970), o cao
€ a anica espécie em que a doenga natural
por B. canis foi diagnosticada. Por outro
lado, em estudo experimental foi possivel
infectar um macaco (Macaca mulatta)
através da administracdo oral de B. canis.
Estudos mais recentes (Carmichael & Shin,
1996) tém evidenciado a infec¢do natural
pela B. canis com especificidade para
canideos domésticos e selvagens.

A infeccdo ocorre através da
penetracio do agente nas mucosas, € as
fontes mais importantes de infeccio
conhecidas sio os corrimentos vaginais,
leite, sémen e urina de machos conta-
minados (Carmichael & Bruner, 1968) e
infeccdo congénita (Moore & Gupta, 1970).
Os sinais clinicos mais importantes sido:
abortamento nas duas nltimas semanas da
gestacdo, linfadenite, epididimite e atrofia
dos testiculos. Apds a infecgcdo experi-
mental, em uma a trés semanas apresenta-
se septicemia, sem febre ou qualquer sinal
visivel, o que permanece durante meses ou
até anos (Myers & Varela-Diaz, 1980;
Seguin & Higgins, 1980; Carmichael &
Shin, 1996).

Com o inicio da septicemia comec¢a o
desenvolvimento de anticorpos aglutinantes
que alcangam titulos de 1:800. Apo6s o
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periodo septicémico, os titulos aglutinantes
declinam rapidamente, mas nos animais
recuperados desenvolve-se uma forte
imunidade. E provivel que a imunidade
celular assuma grande importincia
(Carmichael & Kenney, 1970).

Segundo Moore & Gupta (1970), os
sinais clinicos anteriormente citados podem
referir-se a brucelose canina, contudo, o
diagnéstico definitivo desta enfermidade
somente € possivel através do isolamento
do agente ou com a demonstracio de
anticorpos especificos.

O tratamento com antibiéticos e/ou
outros quimioterdpicos ndao alcangam
resultados satisfatérios a respeito da
eliminacdo total do agente (Carmichael &
Bruner, 1968), mas a erradicacio € possivel
com a eliminacdo dos animais positivos,
detectados através de exames sorolégicos
mensalmente (Moore & Bennett, 1967).

Viérios casos humanos foram
reportados durante a primeira década apés
a descoberta da doenga em 1966, porém
poucas reportagens tém sido publicadas nos
altimos 20 anos (Carmichael & Shin, 1996).

Casos de brucelose canina por B. canis
Ja foram identificados nas trés Américas,
na Europa, Asia e Africa (Carmichael &
Shin, 1996). No Brasil, a existéncia de
infeccdo em cdes por B. canis foi
confirmada por isolamento do agente
(Fernandes et al., 1976/1977; Godoy et al.,
1977) e por vdrios inquéritos soroldgicos
realizados em algumas cidades da
federagdo. Na cidade de Porto Alegre foi
encontrado 11,9% de soropositividade
(Wald & Fernandes, 1976/1977); em Belo
Horizonte, 1,3% (Godoy et al., 1977); em
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Sao Paulo, 3,6% por Sandoval et al. (1976),
7,5% por Larsson et al. (1981) e 9,1% por
Cortes et al. (1988); em Campinas, 5,4%
(Germagno et al., 1987); no Rio de Janeiro,
29,4% e em Niter6i, 19,2% (Maia et al.,
1999). As técnicas utilizadas nestas pesquisas
foram a soroaglutinacdo rapida ou lenta, com
e sem 2-mercaptoetanol e a IDAG.

Uma vez que os dados sobre a
brucelose canina no Estado do Para sdo
escassos, o objetivo do presente trabalho foi
demonstrar a existéncia da infec¢fo por B.
canis e B. abortus em cdes da cidade de
Belém e de seis fazendas do Estado do Parai.

2 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 236 cées procedentes
de residéncias (104 amostras), de abrigos
comunitdrios (40 amostras), canis
comerciais (62 amostras) e de fazendas com
bovinocultura (30 amostras), no periodo de
janeiro de 1997 a julho de 1998. As
amostras de sangue foram colhidas
assepticamente da veia safena ou radial em
volume de 5 mL/animal. Apés a retencio
do codagulo, o soro sangiiineo foi
centrifugado a 1 000 rpm durante 10
minutos e, a seguir, armazenado a —20°C até
a realizacdo das provas soroldgicas.

Todas as amostras foram examinadas
com antigenos preparados de B. ovis e
B. abortus. A pesquisa de anticorpos para
B. canis foi executada mediante o emprego
da IDAG, utilizando-se antigeno rugoso
(B. ovis) produzido pelo Instituto de
Tecnologia do Parana (TECPAR). Para a
demonstragdo de anticorpos para B. abortus
foi utilizado um kit de ELISAc
(SVANOVA).
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A prova IDAG foi executada segundo
a indicacdo da firma produtora (TECPAR),
porém este teste foi realizado segundo Tekes
et al. (1984). Foram analisadas 60
amostras em cada placa de Petri de 9cm
de didmetro, com os soros a testar tendo
contato direto com os pocos preenchidos
com antigeno e com os contendo soro
controle positivo.

No caso do ELISA competitivo, foi
utilizado um kit comercial (SVANOVA)
com as seguintes caracteristicas: as placas
de poliestireno estavam sensibilizadas com
antigeno S-LPS de B. abortus, os soros
controle e 0s soros a testes foram diluidos a
1:20 em PBS-Tween, e o anticorpo
monoclonal competitivo foi adicionado;
procedeu-se por 30 minutos incubagdo em
agitador orbital. As placas foram submetidas
a quatro lavagens em tampao PBS-Tween,
e fol acrescentado o conjugado (Goat anti-
mouse IgG / HRPO), procedendo-se outra
incubag¢io e lavagem. Finalmente,
adicionou-se o cromégeno/substrato que
reagiu durante 10 minutos, sendo a reagio
colorimétrica formada bloqueada com uma

solucdo de H,SO, 2M. Os valores de absor-
vancia foram determinados utilizando-se
espectofotdmetro (Immunoscan BDSL),
com filtro 450 nm. As amostras com
absorvincia maior ou menor ao cut-off
(PP=30) foram consideradas positivas e
negativas, respectivamente.

3 RESULTADOS

Os resultados obtidos nos exames
estdo resumidos na Tabela 1. A ocorréncia
da brucelose canina por B. canis foi muito
alta nos caes da cidade de Belém (51,94 %;
107/206) e este tipo de infec¢do ndo foi
detectada nos cides oriundos das seis
fazendas. A propor¢io de positivos foi alta
em todos os trés grupos de animais da
cidade, entretanto, a ocorréncia de
soropositividade nos animais provindos de
residéncias foi surpreendentemente alta
(53,84%; 56/104).

A ocorréncia da soropositividade para
B. abortus, utilizando o teste de ELISA
competitivo, foi significantemente mais
baixa, entretanto, nos grupos de abrigo
(10%; 4/40) e fazendas (10%; 3/30) a

Tabela 1 - Distribuigdo dos ciles soropositivos para B. canis de acordo com a prova de
IDAG e para B. abortus pelo ELISA competitivo, em animais oriundos da cidade de Belém

¢ de seis fazendas com bovinocultura.

Positivas
Origem Examinadas B. canis (IDAG) B. abortus (ELISAc)

N® % Ne %
Residéncia 104 56 , 53,84 6 5,76
Abrigo 40 26 65,00 4 10,00
Canis comerciais 62 25 40,32 1 1,61
Fazendas 30 - - 3 10,00
Amostras 236 107 45,34 14 5,93

Nota: Sinal Convencional Utilizado:

- Dado numérico igual a zero ndo resultante de arredondamento.

72

Rev. ciénc. agrar., Belém, n. 34, p. 69-76, jul./dez. 2000



MARA R. CARVALHO, LASZLO MOLNAR, EVA MOLNAR, HILMA LUCIA T. DIAS, EMILIA DO SOCORRO CONCEICAO DE LIMA

trabalho, como animais criados em resi-
déncias, em abrigos comunitarios, em canis
comerciais € em fazendas. Os animais de
abrigo apresentaram maior incidéncia nas
infeccoes de B. canis e B. abortus (65,0%:;
26/40 e 10,0%; 4/40, respectivamente). Isto
se deve ao fato do estreito contato entre
esses animais, em que cides de todas as
1dades e ambos os sexos convivem juntos.
Um outro fator é que a grande maioria
desses abrigos possui estrutura higiénico-
sanitdria inadequada, com animais
apresentando condi¢des clinicas variadas,
ocorréncias de aborto, orquites e
promiscuidades, logo, a convivéncia em
contato direto durante meses ¢ até anos
facilita a transmissdo da infec¢do entre eles.

Embora os caes criados em residéncias
e em canis comerciais tenham apresentado
incidéncia da infec¢io um pouco menor em
relacdo aos outros, a alta ocorréncia da
soropositividade nestes grupos € ainda mais
surpreendente. Para explicar isso, ndo se pode
descartar a hipétese de que os cies
domiciliados nio permanecem sempre nas
residéncias, portanto os mesmos podem entrar
em contato com outros caes, mesmo que
acidentalmente. Quanto aos cies de canis que
sdo criados especialmente para fins
reprodutivos e comerciais, infelizmente, ainda
ndo ¢ pratica dos criadores exigirem atestado
de brucelose antes de comprarem um animal
e, sendo muito comum, a transmissao venérea
dessa doenga se d4 facilmente.

5 CONCLUSAO

Os resultados da pesquisa revelaram
elevada ocorréncia da brucelose canina no
Estado do Pard, em particular na cidade de
Belém, servindo de alerta as autoridades
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sanitdrias, médicos veterindrios, criadores
e para a populacdo em geral.

Ha necessidade de maiores estudos,
incluindo o uso de outras provas
sorolégicas, analisando, principalmente, a
especificidade e a sensibilidade das técnicas
para, a partir disso, implantar uma rotina
de diagnostico da brucelose canina.
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