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RESUMO

A domesticacdo de caes tornou a convivéncia do homem cada vez mais
proxima e afetuosa com estes animais. Nos Ultimos anos, a forte interacdo da
sociedade com os animais de companhia, faz com que a atencdo a sanidade dos
mesmos seja despercebida. Dentre as inUmeras doengas que acometem o0s cées,
destaca-se, a brucelose canina como uma doenca infectocontagiosa e de carater
zoonotico. A espécie de Brucella que acomete os cdes € a Brucella canis, que
ocasiona desordens reprodutivas em machos e fémeas, prejuizos aos criadores de
canis comerciais, além de apresentar riscos aos manipuladores e tutores dos cées
por ser considerada uma importante zoonose que pode acometer o homem, atraves
contato com animais infectados ou materiais contaminados por B. canis, de modo
gue, coloque em risco a saude humana. O objetivo desde trabalho foi avaliar a
ocorréncia de anticorpos anti-B. canis e anti-B. abortus em caes provenientes da Ilha
do Bororé localizada no extremo sul do municipio de Sao Paulo. Foram examinadas
50 amostras de soro de cées de idade e racas variadas e de ambos o0s sexos,
colhidas durante campanhas de esterilizacdo cirdrgica realizadas. Para a pesquisa
de anticorpos anti-B. canis, as amostras foram testadas por meio do teste de
imunoensaio cromatografico. Quanto a pesquisa de anticorpos anti-B. abortus, as
amostras foram submetidas & prova do Antigeno Acidificado Tamponado (AAT),
preconizada pelo Programa Nacional de Controle e Erradicacdo de Brucelose e
Tuberculose (PNCEBT). Diante disso, de acordo com os resultados apresentados,
conclui-se que, no local ndo foram encontrados resultados sorolégicos positivos
através do uso de provas soroldgicas sensiveis e especificas para a deteccéo de B.
canis e B. abortus.

Palavras-chave: Brucella canis, zoonose, imunoensaio cromatografico



ABSTRACT

The domestication of dogs made the coexistence of the man increasingly
closer and affectionate with these animals. In the latest years, the strong interaction
of the society with the company animals made that the attention with their sanity
became unnoticed. Among the innumerable diseases that rush dogs, stands out the
canine brucellosis as an infectious-contagious disease and zoonotic character. The
species Brucella that rushes the dogs is the Brucella canis, which causes
reproductive disorders in males and females, damages to commercial kennels
creators, besides presents risks to the manipulators and tutors of dogs by being
considerate an important zoonosis which can rush the man, by the contact to infected
animals or contaminated materials with B. canis, in a way that, put in risk the human
healthy The objective of this assignment was to evaluate the occurrence of
antibodies anti-B. canis and anti-B. abortus in dogs from the Bororé Island located at
the south end of the municipality of Sdo Paulo. It were examined 50 samples of
serum of dogs of different ages and breeds, collected during sterilization campaigns
carried out. For the research of antibodies anti-B. canis, the samples were tested by
means of chromatographic immunoassay. About the research of antibodies anti-B.
abortus, the samples were submitted to Tamponade Acidified test (AAT),
recommended by the National Program for the Control and Eradication of Brucellosis
and Tuberculosis (PNCEBT). On this, according the present results, it is concluded
that in the local wasn’t found positive serological results by the use of sensitive and
specific serological tests to the detection of B. canis and B. abortus.

Keywords: Brucella canis, zoonosis, immunochromatographic
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1 INTRODUCAO

Dentre as inimeras doencas que acometem o0s animais, a brucelose é uma
das que merecem destagues por ser considerada uma zoonose. Caracterizando
como uma doenca de grande abrangéncia entre diversas espécies acometendo
desde os animais domésticos, as criacbes pecuarias (bovina, bubalina, suina,
caprina e ovina), exemplares silvestres, dentre outras %% *.

No Brasil, a brucelose causa uma preocupacgédo nos animais de producéo,
dado ao seu grande valor de mercado, pois a sua ocorréncia afeta a eficiéncia
reprodutiva destes animais, sendo relacionada a prejuizos econémicos. Além disso,
sem se esquecer de seu potencial zoondtico, pela possibilidade de transmissao
através da ingestdo de produtos de origem animal. Devido a importancia dessa
doenca nos animais de producdo, principalmente os bovinos e bubalinos. Desta
forma, o MAPA (Ministério da Agricultura, Pecuéaria e Abastecimento) elaborou
programas sanitarios com 0 objetivo de controle e erradicacdo da brucelose em
animais de produgéo *°.

A brucelose também é capaz de acometer os caes, sendo assim, ocasionada
pela espécie Brucella canis. Além de ser uma doenca infectocontagiosa para
caninos, € também considerada uma importante zoonose que pode acometer o
homem, de modo que, coloque em risco a saide humana ® ' Apesar de tudo isso,
mesmo com o potencial zoonético comprovado desta espécie de Brucella, como
também o registro de inumeros artigos no ambito cientifico, ainda ha um
desconhecimento de sua prevaléncia "% *

Nos ultimos anos, a populacdo canina tem crescido cada vez mais, em um
levantamento de dados elaborado pelo Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica
(IBGE), o Brasil tem 132,4 milhGes de pets, correspondendo a 52,2 milhdes de céaes.
Séo Paulo é o estado com maior namero, concentrando a regido sudeste com mais
de 10. 550 milhdes de caes (40%), a segunda maior regido é o Sul (23%), seguida
pelo Nordeste (20%), Centro-oeste (9%) e Norte (8%) ° * Desta forma, o vinculo
afetivo entre seres humanos e os animais tem estimulado a criacdo de cdes com
finalidade comercial **

Dada a forte interacdo da sociedade com os animais de companhia, faz com

gue a atencao a sanidade dos mesmos seja despercebida, deste modo, alguns canis
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comerciais sdo deficientes nas boas préticas de criagdo de animais comercializados,
dentre elas, a sanidade desses animais, assim como, 0 notavel aumento de canis
comerciais pode favorecer a disseminacdo da brucelose quando ha deficiéncia no
controle sanitario **

Diferentemente de outras doencgas das quais 0s caes podem ser imunizados,
nao ha vacina para a prevencao da brucelose canina. Deste modo, sdo necessarios
outros meios de prevencdo da doenca, um deles, € o uso de testes laboratoriais

para identificar os animais acometidos " % **

Existem diversas metodologias
utilizadas como ferramenta de diagndstico para a brucelose, que sdo baseadas em
métodos diretos através do cultivo microbiolégico e indiretos por meio de testes
sorolgicos **

Atualmente, encontram-se outros métodos propostos para deteccdo da
infeccdo no céo, incluindo ensaios de imunocromatografia utilizado no presente
estudo por apresentar sensibilidade de 90% e especificidade de 90,1 %, podendo
ser uma ferramenta Util para o diagnéstico da brucelose canina 4 %!

Outro método diagndstico utilizado no presente estudo foi o teste do Antigeno
Acidificado Tamponado (AAT) para deteccdo de anticorpos contra B. abortus,
também conhecido como teste rosa de Bengala, instituido no ano de 2001 pelo
Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento (MAPA), como forma de
diminuicdo da incidéncia e prevaléncia de casos de brucelose e erradicacdo dessa
zoonose em animais de producao no pais, além de promover o aperfeicoamento da
pecudria nacional ** >

As caracteristicas deste teste de triagem sdo sua alta sensibilidade e facil
execucdo. Trata-se de uma prova qualitativa (a leitura ndo indica titulos de
anticorpos e sim a presenca ou auséncia de IgG no soro testado), sendo que, a
maioria das amostras de animais bacteriologicamente positivos apresenta a reagao
a este método % 1"

Para que haja um estudo pratico da brucelose canina, foi utilizado como base
neste presente trabalho, a realidade encontrada em um dos bairros localizados no
extremo sul da cidade de Sao Paulo. A llha do Bororé, (apesar de se tratar de uma
peninsula da represa Billings, e ndo uma ilha), faz parte da Area de Protecio
Ambiental Municipal Bororé-Col6nia, criada pela Lei 14.162/06. Promover a protecéo

da diversidade biologica, de recursos hidricos e do patriménio histérico da regiéo,
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bem como melhorar a qualidade de vida da populacao residente, foram razdes para
a criacdo dessa reserva ambiental % %

A llha possui inimeras nascentes, corregos e ribeirdes que drenam agua para
as bacias Guarapiranga e Billings, contribuindo para a formacdo de mananciais e
recursos hidricos que abastecem 30% da regido Metropolitana de Sao Paulo. Nao
se encontrou um numero oficial, mas segundo relatos sobre o Bororé, cerca de

8.000 pessoas habitam o bairro **
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ETIOLOGIA

Conhecida como uma doencga infectocontagiosa de carater cronico, a
brucelose € uma doenca com distribuicdo mundial. Causada por bactérias Gram-
negativas que se apresentam na forma de cocobacilos, intracelulares facultativas,
sem capacidade de locomocdo e de formar esporos. Logo, pertencem a familia
Brucellaceae e género Brucella ** 2% 21 22 1-

A ocorréncia do género Brucella foi relatada em diversas espécies, dentre
elas, grande parte do numero de afetados por esta doenca sdo mamiferos. Cada
espécie apresenta predilecdo por um hospedeiro preferencial, e por isso, sdo
identificadas conforme seu hospedeiro, bem como suas caracteristicas morfolégicas,
propriedades metabdlicas, sorotipagem e fenotipagem. Contudo, algumas espécies
apresentam elevado risco de transmissdo ao homem, motivo pelo qual se da a
importancia da brucelose como zoonose %% 2% % ' O subcomité de Brucella
recomenda a classificacdo do género e subsequentemente a espécie acometida,
descrevendo, assim, as principais espécies e seus respectivos hospedeiros como: B.
abortus ' ?* formada por biovares 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 e 9, causadora da brucelose
bovina e bubalina (sendo de maior importancia no Brasil devido a perdas
econdmicas advindas da queda dos indices de produtividade, perca de animais,

25,

além do depreciamento do valor comercial), B. melitensis constituida pelos

26, pcasiona

27,22, 27, 28, 3. A

biovares 1, 2 e 3, acomete caprinos, ovinos e camelos; B. ovis
epididimite em ovinos (no entanto, ndo é patogénica para 0s humanos)
B. suis % possui os biovares 1, 2, 3, 4 e 5, sendo que os biovares 1 e 3 acometem
suinos domesticos (Sus scrofa domesticus), enquanto o biovar 2 infecta aos suinos
selvagens (Sus scrofa scrofa), o biovar 4 foi descrito no acometimento de renas e
caribus (Rangifer tarandus e subespécies) e por ultimo h& relatos do isolamento do

biovar 5 em roedores silvestres %> A Brucella neotomae foi descrita em roedores
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silvestres da espécie Neotoma lepida 3% %

sendo que atualmente foi relatado
infeccdes em humanos 3

Ainda ndo foi identificado o hospedeiro de manutencéo da Brucella inopinata,
contudo, é relatada a sua presenca em roedores, anfibios e humanos ** ** Em
algumas espécies de anfibios, com quadros patolégicos severos que resultaram alta
mortalidade, foram isoladas cepas brucélicas *> Recentemente, esta sendo estudado
a descoberta da Brucella maris que acomete mamiferos marinhos, demonstrando,
conforme o tempo, cada vez mais a disseminacdo desta doenca em diversas
espécies, bem como o seu alcance ecoldgico 3

Algumas espécies do género Brucella podem provocar infec¢des zoondticas,
sendo que as mais citadas frequentemente sdo: B. abortus, B. suis e B. melitensis
(por ndo ocorrerem relatos, o Brasil € considerado indene de infec¢cdes por B.
melitensis, sendo descrita respectivamente no Mediterraneo e Oriente Médio). A
Brucella canis, responsavel por causar a brucelose canina, acomete principalmente
0s caes, contudo possui capacidade de infectar os seres humanos, comprovando
seu potencial zoonotico. Entretanto a sua relevancia ainda € pouco conhecida
quando comparado com a B. abortus, B. suis e B. melitensis > %

As bactérias do género Brucella mesmo que permanecam no ambiente nédo
se multiplicam nele, sendo assim, medianamente sensiveis aos fatores ambientais.
O aumento da temperatura, luz solar direta, dessecacao, diminuicdo da umidade e
utilizagdo de desinfetantes comuns s&o fatores que diminuem a sua resisténcia
ambiental (quadro 1), outro método eficiente para destruicdo da Brucella spp é a
pasteurizacdo, como também as radiacfes ionizantes. Tanto em tecidos enterrados
gue estdo contaminados quanto em cadaveres, a Brucella spp pode resistir viva no
periodo de um a dois meses quando submetida em condi¢cdes climéticas de
temperatura fria, no entanto, morrem em vinte e quatro horas ao serem expostas em

regides quentes ou até mesmo no verdo >

Quadro 1 — Resisténcia de Brucella spp. em determinadas condi¢cdes
ambientais.
(Continua)

Condicdo Ambiental Tempo de Sobrevivéncia

Luz Solar Direta 4-5 horas
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(Conclusao)

Seco 4 dias

Solo Umido 65 dias

Baixas temperaturas 151-185 dias
Fezes 120 dias
Dejetos Esgoto 8-240\700 difas

Altas temperaturas 4 horas — 2 dias
Agua Potavel 5-114 digs

Poluida 30-150dias

Feto a sombra 180 dias
Exsudato uterino 200 dias

Adaptado de BRASIL (2006)

As bactérias do género Brucella se diferenciam em dois grupos, por
apresentarem particularidades em suas caracteristicas antigénicas. Sao
denominadas de Brucella com morfologia colonial lisa, correspondendo a B. abortus,
B. melitensis e B. suis, e Brucella com morfologia colonial rugosa (rugosa estrita ou
mucoide) sendo B. ovis e B. canis. As paredes da B. ovis e B. canis apresentam
semelhanca, desta forma, utiliza-se o antigeno de B. ovis para diagnosticar a
infeccdo por B. Canis, e vice-versa "3

Deste modo, a classificacdo morfoloégica da Brucella é baseada na
composicao bioquimica do lipopolissacarideo (LPS) de sua parede celular. Assim, o
LPS presente no grupo das lisas é composto de lipideo A, nucleo oligossacarideo e
cadeia O, produzindo no hospedeiro uma resposta antigénica exacerbada, tornando-
a, além disso, patogénica. Enquanto nas estirpes rugosas encontra-se somente o
lipideo A e o nucleo oligossacarideo * Portanto, o LPS é o antigeno responsavel
pela resposta imunitaria, sendo um dos fatores de viruléncia da bactéria 3% *°

Uma das medidas tomadas pela Organizacao Internacional de Saude Animal
(OIE) ** é a notificacdo obrigatéria de animais infectados por B. abortus, B. ovis, B.
melitensis (ndo foram encontrados relatos de casos de infeccdo no Brasil), e suinos
acometidos por B. suis. Quanto a ocorréncia de acometimento de Brucella spp. em
animais silvestres, existem poucos relatos devido a escassez de informacdes * **

Logo, foi estabelecido pelo MAPA o Programa Nacional de Controle e
Erradicacdo da Brucelose e da Tuberculose Animal (PNCEBT), ao reconhecer a
importancia dessas doencas no ambito da salude publica e salde animal. Além de
prejuizos econdmicos e sociais, devido ao impacto causado sobre a produtividade

dos rebanhos, sdo zoonoses que apresentam riscos & satde humana * *
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A instituicdo deste programa sanitario estabeleceu um conjunto de medidas
de estratégias e normas para combate, controle e prevencdo da brucelose. Assim,
determinou-se propostas técnicas, dentre elas, a utilizacdo de testes oficiais para
métodos de diagnostico através da padronizacdo das seguintes provas: Antigeno
Acidificado Tamponado (AAT), Anel em Leite (TAL), sendo determinados como
testes de triagem; 2-Mercaptoetanol (2-ME), Soroaglutinacdo em Tubos (SAT) e
Fixacdo de Complemento (FC) considerados como testes confirmatérios *

O sacrificio sanitario para animais positivos, certificacdo de propriedades
livres, controle do transito de animais destinados a reprodugcdo, como também a
capacitacdo de médicos veterinarios habilitados pelo PNCEBT séo outras medidas
adotadas neste programa. No Brasil, determinou-se a implantacdo obrigatéria da
vacinacado de bezerras com idade entre trés a oito meses *

As vacinas mais utilizadas no controle da brucelose estabelecida pela OIE
sdo as vacinas atenuadas, sendo que as mais empregadas séo: a B19 para fémeas
jovens e a RB51 nédo indutora de anticorpos aglutinantes, empregada para a
imunizacdo de fémeas na faixa etaria superior que oito meses, por nao interferir no
diagnostico soroldgico da doenca. Nao € recomendada a administracdo da vacina
em machos e gestantes, devido a possibilidade de ocasionar orquite, além de
abortamento se administrada durante a gestacéo. A vacina pode infectar o homem e
provocar a doenca. Por esse motivo, sdo fundamentais as medidas de protecéo
individual, descarte correto de seringas e frascos de vacinas > * **

A brucelose canina, foi descrita inicialmente em 1966 nos Estados Unidos da
América (EUA), no periodo em que alguns estados americanos apresentavam a
ocorréncia de abortamentos em canis comerciais da raca Beagle. Dessa forma, ao
coletar amostras de tecidos fetais e placentérios foi isolado uma bactéria com
particularidades diversas que indicavam pertencer ao género Brucella spp. ap6s
estudos, verificou-se que algumas caracteristicas bioquimicas, sorolégicas e de
cultivo, eram distintas das demais espécies relatadas, desta forma, foi denominada
B. Canis 44,45, 17, 1.

Devido as medidas de controle nos ultimos anos, a literatura aponta que a
incidéncia de brucelose nos animais e no homem vem diminuindo, entretanto afirma
que as condi¢des climéticas, densidade populacional, sdo fatores que favorecem a

permanéncia do agente na América Latina * ** Além de que, no Brasil, ndo ha
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notificacdo obrigatoria para B. canis, acreditando-se assim, que o numero de casos

sejam maiores do que os que estdo descritos na literatura cientifica 4 * %

2.2 TRANSMISSAO

Os caes podem ser acometidos por diversas espécies do género Brucella. O
cdo domeéstico € considerado como principal reservatério da B. canis, entretanto,
canideos silvestres podem ser acometidos e raramente os gatos. Além da B. canis,
ha também relatos de infeccbes esporadicas por B. abortus, B. melitensis, B. suis,
entre outras. No Brasil, foram descritos casos de B. abortus em cées criados em
regides de areas rurais onde havia a ocorréncia de brucelose bovina, embora os
cdes sejam menos suscetiveis a B. abortus e B. suis ** 73749

A eliminacdo do agente pelo sémen torna a transmissao venérea tanto para o
macho quanto para a fémea, sendo, portanto, a principal via de infec¢cdo. Os cées
podem se infectar frequentemente por outras portas de entrada, como, por exemplo,
as mucosas oronasal e conjuntival ~*°- A B. canis também é transmitida pelo contato
com tecidos fetais abortados, descargas vaginais do parto ou do abortamento. As
descargas vaginais de fémeas com brucelose canina durante o estro também
apresentam altas concentracdes de micro-organismos. A urina € outra importante via
considerada como meio de transmissao deste agente 3"

Além disso, a bactéria pode ser detectada no sangue. Em alguns relatos,
foram encontrados em fémeas lactantes devido a excrecdo de B. canis pelo leite,
mas, é apresentada como fator de menor importancia, uma vez que os filhotes
geralmente se infectam por via intra-uterina, uma vez que existe a possibilidade de

transmiss&o vertical **

Em contrapartida, outros autores consideram a importancia
do leite como via de transmissdo e disseminacdo da bactéria no meio ambiente **
Foi descrito o isolamento de grandes quantidades de bactérias nas primeiras seis a
oito semanas poés-infecdo no sémen de cdes acometidos por B. canis, devido a
presenca das mesmas na prostata e epididimo, no entanto, concluiu-se que a
eliminacao intermitente do organismo é em baixas concentra¢des, sendo notada por

até 60 semanas pos- infeccdo, permanecendo por até dois anos " 2>
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O manuseio de materiais utilizados na reproducdo animal, tais como
vaginoscopio, seringas contaminadas, praticas de inseminacao artificial, bem como
transfusdo sanguinea, utilizando sangue ou sémen de animais infectados, €
frequentemente relatada como um meio de transmissdo por fomites % * Apés a
interrupcdo da bacteremia, e apresentar-se assintomaticos os cées soropositivos

podem ainda assim, transmitir 0 agente para outros animais susceptiveis **

2.3 PATOGENIA

Posteriormente, os cdes adquirirem a infeccdo através de um dos meios da
via de transmissdo, como descritos acima, seja por via oral, nasal, ocular ou
venérea. Logo apls a entrada da bactéria no hospedeiro as células do sistema
mononuclear fagocitario, aderem-se ao agente, o mesmo € fagocitado, por
apresentar a caracteristica de ser um organismo intracelular facultativo, o agente
infeccioso multiplica-se e permanece interiorizado na célula de defesa **' 4+

Deste modo, é transportado para os linfonodos regionais, promovendo uma
linfadenopatia periférica. Logo apds, ocorre a fase de bacteremia, devido a bactéria
atingir a circulacdo sanguinea no interior dos macrofagos, disseminando para todo o
organismo do hospedeiro, tendo também como preferéncia tecidos ricos em
esterdides gonadais dos 6rgaos reprodutivos, colonizando assim, 6rgaos ricos em
sistema mononuclear fagocitario, como figado, baco, linfonodos e medula 6ssea **
49441 Outros locais descritos sdo os rins, meninges, camara anterior dos olhos e
discos intervertebrais "

A fase de bacteremia pode iniciar por cerca de uma a quatro semanas apos a
infeccdo, persistindo de seis a 64 meses °* A principio, ap6s a infeccdo, além da
resposta imune celular, os anticorpos (imunidade humoral), da classe IgM séao
produzidos, e deste modo a sua presenca indicam infeccdo recente.
Subsequentemente nos animais infectados por Brucella os niveis de IgM diminuem
de forma rapida. Entretanto, ocorre a producdo persistente da classe de IgG.
Sobretudo a principal subclasse de anticorpo existente no soro sanguineo dos
animais é a IgG1, permanecendo assim, por longos periodos indicando uma

infeccdo de caréater cronico ** 7 %%
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Quadro 2 - Patogenia da brucelose canina através das vias de

transmisséo da doenca.

URINA
N\ ' NN\

MUCOSA ORONASAL E CONJUNTIVA MUCOSA GENITAL|

/

FAGOCITOSE\

(LINFONODOS)
BACTEREMIA

DISCO INTERVERTEBRAL OLHOS\ TRATO GENITALl

FEMEA: MACHO:
UTERO EPIDIDIMO
OVARIO PROSTATA

Fonte: Adaptado de MELO (2013)

2.4 MANIFESTACOES CLINICAS

A B. canis € conhecida como uma das doencas que podem causar desordens
reprodutivas. Deste modo, abortamentos consecutivos e morte embrionaria sdo 0s
principais sinais clinicos observados em fémeas, enquanto em machos séo,
frequentemente, notados orquite e epididimite, além de infertilidade em ambos os
sexos > "1 Por ser uma bactéria que infecta preferencialmente o Gtero de fémeas
prenhes colonizando as células epiteliais placentarias, desta forma resultam em
retencdo de placenta, reabsorcéao fetal, em alguns casos podem levar a gestacédo a
termo, mas apresentar o nascimento de filhotes fracos que entram em débito em
poucos dias, como também gerar natimortos, além de corrimento vaginal e
subfertilidade & %37 %

As cadelas nao prenhes infectadas por B. canis frequentemente apresentam
infeccdes inaparentes, no entanto, podem eliminar a bactéria pela urina e secrecdes

ar.
|

vaginais por tempo variavel °* Os fetos abortados podem apresentar manifestacdes
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clinicas variadas como broncopneumonia, miocardite, nefrite, hemorragia focal,
hepatite e linfadenite 12 3 37 14 15

Na mesma proporcédo, a B. canis pode causar prostatite nos machos, devido
a infeccdo causada na préstata do cdo, pode-se isolar maior quantidade de bactéria
na urina. Sao encontradas, frequentemente, atrofia testicular, motilidade espermética
fortemente reduzida além de alteraces de peca intermediaria, bem como, presenca
de gotas citoplasmaticas distais ® ** %" " A dermatite escrotal é outra alteracdo
decorrente das constantes lambeduras causadas pela dor e desconforto da
epididimite, podendo haver em alguns casos a colonizacdo por Staphylococcus
aureus " ® Consequentemente, as lesdes que a B. canis ocasiona ao sistema
reprodutivo, torna o progndstico reprodutivo desfavoravel **

Na maioria dos casos, em cées nao reprodutores a infeccao por B. canis pode
ocorrer de maneira assintomatica, tornando-se assim, a principal fonte de infec¢éo e
disseminacdo da doenca na populacdo animal e humana. Pode ocorrer de forma
discreta nesses animais linfonodomegalia ** 3" ** As demais manifestacdes de ordem
nao reprodutiva sdo descritas com uma ocorréncia menor, entretanto, os animais
acometidos podem ainda apresentar glomerulonefrite, uveite,
hepatoesplenomegalia, meningoencefalite e osteomielite. Ainda assim a
discoespondilite, relatada em diversos estudos de casos na clinica de pequenos

animais, é um diferencial para brucelose canina * %481

2.4 IMPORTANCIA

A infeccdo por B. canis ocasiona excepcionalmente graves prejuizos aos
criadores de caes, devido perdas econdmicas nos canis comerciais em decorréncia
aos problemas reprodutivos, remocdo de matrizes do plantel e perda do patriménio
genético ** %21 Em criacdes comerciais, em vista da lucratividade, geralmente o
ndamero de animais criados de forma confinada é relativamente grande. Alguns
proprietarios preocupados com a obtengcdo de lucro associado com a falta de
conhecimento das medidas de manejo sanitario introduzem animais portadores da

doenca em seus plantéis, sem controle. Na maioria das vezes, 0os animais infectados
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por B. canis podem ser assintomaticos, contribuindo imediatamente para a
disseminacéo da enfermidade na populacdo de animais saudaveis nos canis **

Deste modo, os fatores que contribuem para a disseminacdo dessa doenca
infectocontagiosa séo a falta de medidas de controle como a quarentena de animais
recém adquiridos no plantel, exames dos reprodutores que comprovem a sanidade
dos mesmos, bem como, o empréstimo de reprodutores entre 0s canis comerciais.
Além do mais, as medidas de higiene, muitas vezes, sao insuficientes, favorecendo
a transmissao da doenca. Diferentemente da producdo pecudéria leiteira ou de corte,
tais fatores, como a falta de regulamentacdo para controle desta zoonose, podem
gerar determinado impacto em saude publica, uma vez que, € permitido a
comercializacdo de cdes infectados **

Além das perdas econ6micas diretas descritas em canis comerciais, estimou-
se a diminuicdo de 25% na bovinocultura de leite e de corte, como também a
reducdo de 15% na producao de bezerros, demonstrando ainda que, em cada cinco
vacas acometidas pela doenca, uma aborta ou torna-se permanentemente esteéril.
Entre as perdas indiretas, deve-se ressaltar a infeccdo em humanos, que quando
nao tratada a forma aguda da doencga, seu curso cronico resulta em vultuosas
perdas econdémicas *

A brucelose foi descrita inicialmente em humanos no ano de 1859 por
Marston, na Ilha de Malta (por isso denominada febre de Malta), no momento em
gue pacientes apresentaram um quadro de febre intermitente seguido por 6bito.
Anos mais tarde, em 1913 foi relatado o primeiro caso de brucelose humana no
Brasil, sendo que no ano seguinte pela primeira vez, realizou-se o diagndstico da
brucelose bovina no estado do Rio Grande do Sul **

No homem, a transmissdo pode ocorrer por via digestiva, através do
consumo de produtos e derivados do leite ndo pasteurizados, produtos lacteos
contaminados, como também, carne crua ou mal passada. Além da transmissao por
alimentos, a brucelose pode ser transmitida pelo contato direto com secrecfes de
animais infectados como descargas vaginais, restos placentarios, carcacas, urina e
fetos. As vias inalatéria, congénita e venérea também s&o descritas como outros
possiveis meios de transmissdo. Embora sejam consideradas raras, em transfusdes
sanguineas e o transplante de 6érgdos podem ocorrer. Ha, ainda, a inoculacéo
acidental do patdégeno através da vacinacdo animal para Brucella abortus. O contato

com animais infectados, como gado bovino e bubalino, caprinos, ovinos, suinos,
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equinos e caninos, entre outros, podem gerar fatores de exposi¢cdo e risco, no
ambiente de trabalho, atingindo principalmente trabalhadores rurais, operarios de
frigorificos, acougues, matadouros, meédicos veterinarios e laboratoristas, que devido
a sua profissdo, apresentam um contato maior com esses animais 2 #2155 Qutro
fator de risco se da pelo abate clandestino de animais, uma pratica condenavel que
ocorre em diversos localidades do Pais, representando desta forma, graves fatores
de risco pela exposicéo ao agente infeccioso *

A literatura aponta diversos relatos e formas das quais o homem contraiu
brucelose, e uma dessas formas, como citado, é o ambiente de trabalho, tornando a
brucelose uma doenca ocupacional, citada na lista de doencas relacionadas ao
trabalho, segundo a Portaria n° 1.339/1999, do Ministério da Saude, e considerada
uma das responsaveis por incapacitar ou diminuir o rendimento do colaborador >*
Os sinais clinicos descritos em humanos variam, alguns podem ser confundidos com
outras doencas, dificultando, assim, o diagnéstico. No entanto, as manifestacfes
clinicas podem ser brandas ou severas, as principais séo: febre intermitente,
sudorese intensa, perda de peso, cefaleia, cansaco facil, nauseas e
linfoadenomegalia. Ha relatos de casos mais graves, como ictericia, endocardite,
mialgia, artrite, osteomielite, hepatite, entre outros 3% 40 43 1. 48

Em relagdo a infeccdo por B. canis no homem, h& dados da sua ocorréncia
disponiveis através de relatos de casos em publicacdes cientificas. Quanto a
preocupacdo da brucelose canina e seu potencial carater zoonético, os proprietarios
e manipuladores dos caes acometidos podem adquirir a infecgdo pelo contato com
esses animais ou através de material contaminado por B. canis, como também,
através dos acidentes em laboratérios devido & manipulagéo direta com a B. canis **
1.

Infelizmente, o tratamento dos caes infectados apresenta um elevado custo
sendo questionavel, devido ao uso de antibidticos por intervalos prolongados com
altas doses, das quais normalmente ndo sdo obtidos resultados satisfatérios por
conta da B. canis ser um micro-organismo intracelular facultativo, logo, todos os
animais acometidos devem ser considerados como portadores por todo periodo de
sua vida. Desta forma, a esterilizagdo e a associagdo de antimicrobianos nestes
cdes sao indicadas como algumas das medidas de tratamento e profilaxia em
determinados casos especificos, como em cédes de alto valor afetivo ou econémico.

Entretanto, em canis comerciais, 0S animais positivos devem ser retirados da
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reproducdo, sendo preconizado como um método eficaz no controle, a eutanésia de

caes reprodutores soropositivos para B. canis, com objetivo de eliminar a infeccao

do agente nos canis

2.5 EPIDEMIOLOGIA

27,12, 20, 1, 48, 49, 14, 19.

A ocorréncia de brucelose canina vem sendo evidenciada no estado de Sao

Paulo, com uso de métodos soroldgicos e microbiolégicos (quadro 3) em caes

errantes, oriundos de situacdo de abandono e animais de canis comerciais

47,43, 51.

12,53, 14, 56,

Quadro 3 - Ocorréncia da Brucelose canina na cidade de Sao Paulo com
o0 emprego de métodos soroldgicos e microbioldgicos.

Numero de | Procedéncia dos . Diagnostico
Autores e ~ Positivos -
Animais Caes Utilizado
Sandoval et
al. 1976 221 Errantes 8 (3,61%) SAL
5 (18,51%) SAL
Ia_lla rslsgcgri et 27 Canis e Errantes
N 3(11,12%) |[HEMOCULTURA
fgg;es etal, 3386 Canis e Errantes | 254 (7,5%) IDGA
Keid et al., . | 58(33,91%) IDGA
2004 171 Canis comerciais
a 24 (14,03%) | HEMOCULTURA
ggg‘i;t al., 139 Canis Comerciais | 5 (41%) | HEMOCULTURA
goei‘; etal, 753 Canis comerciais | 157 (20,90%) | HEMOCULTURA

Fonte: MELO (2013); KEID (2017)
Legenda: SAL: Soroaglutinacéo lenta. IDGA: Imunodifusdo em gel de Agar.
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2.6 DIAGNOSTICO

Existem diversas metodologias utilizadas como ferramenta de diagnéstico
para a brucelose, baseadas em métodos diretos com o objetivo de identificar o
agente, através do cultivo microbioldgico, ou pela deteccdo de anticorpos, por meio

12.

de testes sorolégicos, sendo este, um dos métodos indiretos O cultivo

bacteriologico em diversos materiais biolégicos, como o sémen, urina, secrecdes
vaginais e tecidos, ja foram utilizados para diagnosticar o agente >% %

Algumas medidas importantes devem ser tomadas com o material coletado
podendo elas influenciar na presenca da bactéria nas amostras. Sao elas, a coleta,
realizada de maneira asséptica, a fase da infeccao e o refrigeramento do material.
Se o0 animal foi previamente a obtencdo das amostras, tratado com antimicrobianos,
o isolamento bacteriano pode ser prejudicado. Como a sensibilidade do cultivo
microbioldgico € variavel, a ndo deteccdo do agente, ndo descarta totalmente a
presenca dele ** 3714

Apesar de possuir alta especificidade o cultivo microbiolégico € demorado,
pois as bactérias apresentam crescimento lento em cultivo, além de correrem o risco
de serem contaminadas por outros micro-organismos. Risco este, ao qual também
estdo sujeitos os seus manipuladores. O desenvolvimento de diferentes testes
sorologicos orienta-se pela observacdo do comportamento das imunoglobulinas.
Desta forma, outro método utilizado no diagndstico da brucelose canina sdo os
testes sorologicos, que identificam nos soros sanguineos dos animais infectados,
alguns anticorpos especificos, sendo os principais testes: soroaglutinacdo rapida

(SAR) ® soroaglutinacdo lenta (SAL) ?° soroaglutinacdo rapida com 2-

24,

mercaptoetanol (SAR-2ME), imunodifusdo em gel de agar (IDGA) ensaios

imunoenzimaticos (ELISA) 3"

por fim, atualmente, encontra-se outros métodos
propostos para deteccdo da infeccdo no cado, incluindo ensaios de
imunocromatografia (ICT) °”

Outro método utilizado como alternativa do cultivo microbiolégico € a reacao
em cadeia polimerase (PCR), devido a presenca de maior sensibilidade em detectar
guantidades reduzidas da bactéria, tendo como vantagem alta especificidade e

rapidez, por ndo demonstrar a necessidade da manipulacdo de culturas de Brucella,
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além de nao ter a dependéncia da viabilidade do micro-organismo e ndo apresentar

intercorréncias com contaminantes

3 JUSTIFICATIVA

O Brasil apresenta a segunda maior populagcdo mundial de caes. Em pesquisa
realizada pelo IBOPE (Instituto Brasileiro de Pesquisa e Estatistica), constatou-se
gue 59% da populacdo brasileira apresentam algum tipo de animal de companhia,

1% Na medida que os anos foram passando, a

sendo que 44% sao caes
domesticacdo de cées e gatos tornou a convivéncia do homem cada vez mais
proxima e afetuosa com os animais. Atualmente para o Tribunal de Justica de S&o
Paulo, animais sdo membros da familia e ja podem ser registrados em cartério com
o sobrenome de seus tutores >*

O inquérito de satde ISA-Capital 2015 *® realizou um levantamento estimado
da populacdo de cdes e gatos supervisionados no Municipio de Sdo Paulo, de
acordo com a propor¢cao de animais castrados e vacinados pelo Centro de Controle
de Zoonoses (CCZ-SP), apresentando os resultados através de gréaficos descritos a

seqguir.

Grafico 1 — Razdo de habitantes para cada cdo ou gato, segundo CRS.
MSP, 2015

25 213 22,7
20 16,9
14,3
15
10,6 95
% 10 7,2 73 7.7 6.2
4,3 ’
‘m
0
Centro- Leste Norte Sudeste Sul Total
Oeste

® Razdo habitante / cdo  ®Razao habitante / gato

Fonte: Adaptado de ISA (2015)
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Conclui-se que em 43% dos domicilios urbanos do municipio de Sdo Paulo
encontram-se caes ou gatos: em 28,6% apresentam somente caes, enquanto 7,7%
apenas gatos e em 6,7% ambas as espécies. A populacédo de caes é estimada em
1.874.601 enquanto de gatos em 810.170, indicando razdo homem: cdo= 6,2 e
homem: gato=14,3 %

Gréfico 2 — Forma de aquisicdo dos cdes e gatos no Municipio de Séo
Paulo, segundo CRS. MSP, 2015.

40 37,6
35
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30 25,6
25
20 21,2 19,4 167 19,3
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10 7,6 45
; ; oopm 9502
0 —
Adocao Compra Nasceuem Resgatado Presente Outra NS/NR
casa na rua

mCaes MEGatos

Fonte: Adaptado de ISA (2015)

Como no gréfico citado acima sdo inimeros 0os motivos que levam as pessoas
a adquirirem animais de companhia, em cdes a forma mais expressiva se da por
meio de presente (37,6%), de forma secundaria, através da adocao (21,2%) e assim
por diante o resgate na rua (16,7%).

A forma de aquisicdo de caes influencia em diversos fatores, de acordo com
dados disponibilizados pela Fédération Cynologique Internationale o estimulo da
criacdo de canis com finalidade comercial estd cada vez mais crescente *° Do
mesmo modo o mercado de pets no Brasil é o terceiro do mundo em faturamento,
sendo esperado alcancar R$ 20 bilhdes até o ano de 2020 **

Embora seja notavel o crescente nimero da populagdo canina, uma parcela
destes animais encontra-se em situacdo de abandono. De acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), o cenario de cdes abandonados € uma

realidade nacional, existem aproximadamente 30 milhdes de animais abandonados
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no Brasil. Destes, 10 milh6es correspondem aos gatos, em contrapartida o nimero
de cades soma aos 20 milhdes. Desta forma tal condicdo de cées e gatos errantes
favorecem a disseminacdo de doencas zoonoticas, colocando em risco a saude
humana >*

Testes sorolégicos sao utilizados como meio de diagnostico para detectar
anticorpos especificos anti-Brucella, por serem de facil execugdo, baixo custo e
rapidos 1,12, 13.

Em razdo disso, existe uma grande diversidade de testes soroldgicos para o
diagnostico desta doenca, entretanto, a literatura aponta que testes soroldgicos
disponiveis para diagnosticar Brucella canis, carecem de determinadas
particularidades, como sensibilidade diagnéstica uma vez que apoés a realizacdo dos
mesmos, os resultados sorolégicos apresentam-se negativos % 13 4

Atualmente, uma das técnicas utilizadas para deteccdo de Brucella canis € o
Imunoensaio Cromatografico (ICT) ** KEID et al. (2015) realizaram um estudo
comparativo para avaliar o desempenho de diversos testes soroldgicos. Para tal,
utilizaram amostras biolégicas de 102 cées oriundos de canis comerciais do Estado
de Séo Paulo, sendo que os mesmos foram previamente considerados infectados,
de acordo com resultados positivos apresentados apds o uso da hemocultura e/ou a
reacdo em cadeia polimerase (PCR), indicando a infeccdo ativa e, como
consequéncia, um risco iminente de disseminacéo de Brucella ** **

Deste modo ao comparar as técnicas de soroaglutinacdo rapida (SAR),
soroaglutinagdo rapida com 2-Mercaptoetanol (SAR-2ME) e imunodifusdo em gel de
agar (IDGA) e ICT, o ICT apresentou-se eficiente no comparativo de testes
realizados por KEID et al. (2015), ao apresentar em seus resultados alta
sensibilidade e especificidade diagnéstica quando comparado ao SAR, SAR-2ME e
IDGA.

O uso do Antigeno Acidificado Tamponado (AAT), segundo teste empregado
para deteccdo de Brucella abortus neste trabalho, foi devido a presenca de
propriedades com bovinos e seu estreito contato de caes errantes no local, podendo
ser um meio de transmissdo deste agente entre as espécies > Em vista do exposto,
considerando a importancia da brucelose canina como uma doenca
infectocontagiosa, que ocasiona problemas sanitarios e perdas econdémicas para

1,

criadores em canis comerciais ~ além da escassez de estudos epidemioldgicos

deste agente na populacdo canina da zona sul do municipio de Sao Paulo, o



32

presente trabalho, bem como os métodos de diagndsticos apresentados, foram
selecionados visando o levantamento e pesquisa de dados acerca da ocorréncia de

B. canis, bem como B. abortus em cées do referido municipio.
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4 OBJETIVOS

O presente trabalho objetivou verificar a frequéncia da brucelose canina em
caes atendidos nas campanhas de controle populacional animal na Ilha do Bororé,

localizada no extremo sul do municipio de Sao Paulo.
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5 MATERIAIS E METODO

Os procedimentos do presente estudo foram dispensados da analise pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Santo Amaro,

parecer n° 80/2015, sendo realizada de acordo com as normas éticas.

51 POPULACAO DE ESTUDO

O estudo foi realizado com amostras de soro canino, pertencentes a um
banco de soros, colhidas durante campanhas de esteriliza¢ao cirdrgica realizadas na
llha do Bororé, area de abrangéncia da Supervisao de Vigilancia em Saude (SUVIS)
Capela do Socorro.

A llha do Bororé é configurada por trés ambientes distintos e facilmente
identificaveis: perimetro urbano com asfalto, comércios e grande numero de
habitacbes com Iloteamentos irregulares, onde ha a presenca de animais
domésticos; area rural com pequenas propriedades, sendo que em algumas delas
ha a criacao de bovinos, e, por fim, uma grande por¢cado de Mata Atlantica (figura 2),
onde hé relatos da presenca de animais silvestres %%

Na regido ha um elevado numero de animais em situacao irregular nas ruas,
pois, dada a sua proximidade com o grande perimetro urbano da capital, a regido
tornou-se um reduto para quem procurar um local afastado e sigiloso para
abandonar animais. Muitos se aproveitam da balsa para atravessar a represa,
abandonar o animal e depois voltar novamente pela balsa de modo que o animal
ndo possa segui-lo de volta para casa **

Diante disso a prefeitura em parceria com Organizacdes ndo Governamentais
(ONGs) tem trabalhado em conjunto com o intuito de contornar essa situacdo de
abandono e acumulo de animais. Uma das formas propostas é o controle
populacional animal através da esterilizacdo de cées e gatos, como também, o
encaminhamento destes animais errantes para adogdo. Essas configuragdes Unicas
encontradas na llha do Bororé podem contribuir para a propagacao de zoonoses,

como a brucelose *
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Figura 1 — Divisdo do bairro Grajau com a llha do Bororé.

SIKAGTIOTCOVAS
felKAar

Rodoa

Google

Fonte: Adaptado de GOOGLE MAPS (2018)

Figura 2 — Delimitacdo urbana com preservacao de Mata Atlantica
na llhado Bororé

Fonte: Adaptado de GOOGLE MAPS (2018)
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5.2 COLHEITA DAS AMOSTRAS E EXAMES LABORATORIAIS

As amostras foram colhidas com o consentimento dos proprietérios de cada
animal, sendo todos os procedimentos submetidos a autoriza¢ao por escrito através
do Termo de consentimento livre e esclarecido (ANEXO). As colheitas foram
efetuadas no periodo de agosto de 2015 a junho de 2016.

As amostras de sangue foram obtidas assepticamente por venopuncédo da
jugular, com agulha hipodérmica 30x7 mm, seringa de 5 mL em tubos sem
anticoagulante. Ap6s a colheita, as amostras foram mantidas em temperatura
ambiente e posteriormente centrifugadas para a obtencao do soro, que foi aliquotado
e armazenado em micro tubos plasticos a 20°C negativos até o momento de sua

anélise.

53 PROVAS SOROLOGICAS

As amostras foram analisadas no Laboratério de Medicina Veterinaria

Preventiva e Saude Publica da Universidade Santo Amaro.

5.3.1 Imunoensaio Cromatografico (ICT)

Foi utilizado o ICT realizado por meio do kit diagnéstico Alere Brucelose
Canina Ac Teste kit® (produzido por: Bionote — distribuido por: ALERE/AS), em 50
amostras para a deteccao qualitativa do anticorpo (IgG), contra Brucella canis. A
técnica foi executada de acordo com as recomendacdes do fabricante.

O kit € composto por cassete-teste, tubo de amostra contendo tampao
diluente, tubos capilares de 10 pL (figura 4). Todos os reagentes foram mantidos em
temperatura ambiente. Deste modo, apds o preparo e a separa¢gdo dos materiais, no

momento do uso, removeu-se o cassete da embalagem de aluminio, sendo colocado
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sobre uma superficie plana, seca e limpa de uma bancada de laboratério a
temperatura ambiente.

O dispositivo do teste possui uma letra “C” e uma letra “T”, na superficie do
cassete indicando a Linha de Controle e a Linha Teste, respectivamente. Tanto a
Linha Controle “C” quanto a Linha Teste “T”, n&o sdo visiveis na area de teste antes
da aplicacdo da amostra.

A linha C é usada para o controle de procedimento, esta linha deve sempre
aparecer se o procedimento do teste for realizado corretamente e se 0s reagentes
do teste estiverem funcionando. Foi adicionado 10 pL de soro no orificio do cassete
e, logo em seguida, acrescentadas duas gotas do tampdo diluente
(aproximadamente 80 pL). No momento em que o teste comecou a reagir, foi
observado uma cor rosa se movendo através da janela de resultado no centro do
dispositivo do teste. O resultado do teste do teste € interpretado apds 20 minutos.
Nos casos em que a linha rosa néo é visualizada, ap6s o periodo de um minuto,
deve-se adicionar mais uma gota do tampao no orificio do cassete.

A interpretacdo dos resultados foi baseada de acordo com a formacgédo das
linhas coloridas em seus respectivos lugares. Assim sendo, o cassete teste formado
apenas com a linha-controle (letra C), conforme a figura 5 (a) indica que o resultado
foi ndo reagente. Na area de teste (letra T), o complexo anticorpo-conjugado se liga
aos antigenos da bactéria, formando uma linha colorida, como na figura 5 (b),
indicando que o resultado foi reagente, ou seja, foram detectados anticorpos (IgG)
anti- B. canis na amostra testada..

O conjugado néo ligado ao anticorpo e o0 excesso do complexo imune
continua a migracao ao longo da membrana de nitrocelulose em direcdo a area de
controle (letra C), onde s&o capturados por anticorpos anti-imunoglobulina, formando
outra linha colorida, a linha controle é formada, independentemente de a amostra ser

positiva.
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Figura 3 — Sequéncia do procedimento utilizado no kit diagnostico Alere
Brucelose Canina Ac Teste kit®.

Interpretar o
Adiclonar 10pL de soro, Adiclonar 2 gotas de ;;'mdo em
plasma ou sangue total diluente 8 minutos
w
: * 3 -
o @

Fonte: Ficha técnica Alere Brucelose Canina Ac Test Kit ® (2017)

Figura 4 — Componentes do kit imunocromatografico: cassete-teste, tubo
de amostra contendo tampé&o diluente, tubos capilares de 10 L.

Fonte: Imagem de acervo pessoal (2018)
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Figura 5 — Resultados dos resultados do teste imunocromatogréafico. A
presenca de apenas uma linha-controle formada no cassete-teste, identifica
gue o teste € ndo reagente, ou seja, a amostra € negativa (a). Cassete-teste
com linha-controle formada e linha-teste formada, confirmando resultado
reagente para B. canis (b).

a)

Fonte: Imagem de acervo pessoal (2018)

5.3.2 Teste Do Antigeno Acidificado Tamponado (AAT)

Outro método diagndstico utilizado no presente estudo foi o teste do Antigeno
Acidificado Tamponado (AAT), também conhecido como teste rosa de Bengala para
deteccéo de anticorpos contra B. abortus.

A técnica foi realizada seguindo os procedimentos estabelecidos no
Regulamento do PNCEBT, o AAT € uma prova de aglutinacéo rapida onde se usa
um antigeno tamponado corado com rosa de bengala a um pH de 3,65.

O material utilizado para a realizagdo desta prova foi composto por um
antigeno para o AAT, uma pipeta de 30 puL de volume ajustavel, ponteiras, uma
placa de vidro delimitada com quadrados de 15 mm, misturadores de vidro, caixa
com luz indireta para leitura, soro controle positivo, soro controle negativo,
crondmetro e caneta marcador permanente para numerar as amostras nas

delimitacdes da placa de vidro.
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As 50 amostras dos soros caninos e o antigeno foram equilibrados a
temperatura de 22°C + 4 °C por pelo menos 30 minutos antes da execucao do teste
e homogeneizados antes de realizar a prova. Com as placas, misturadores e pipetas
limpos para evitar contaminagéo, identificaram-se as divisbes da placa de vidro
aonde seré depositado cada amostra de soro.

Com o auxilio do micropipetador foram depositados 30 pL do soro sobre a
placa de vidro, encostando-se a ela a ponta da pipeta em angulo de 45°, apds isso,
foi adicionado o antigeno previamente homogeneizado ao lado do soro, mas sem
ser misturado nele. Em seguida, utilizando o misturador de vidro, para misturar o
antigeno e o soro, por meio de movimentos circulares de modo a obter um circulo de

aproximadamente 2 cm em cada divisoria da placa de vidro (figura 6).

Figura 6 — Placa de vidro quadriculada utilizada para a mistura de soro
antigeno.

Fonte: Imagem de acervo pessoal (2018)

Na sequéncia, agitou-se cuidadosamente a placa de modo a obter
movimentos rotatérios lentos e constantes, em uma frequéncia de aproximadamente
30 movimentos por minuto, com o objetivo de permitir que a mistura soro antigeno
fluisse lentamente dentro de cada circulo formado. A placa foi agitada
continuamente por quatro minutos, e logo em seguida, foi colocada sobre a caixa de
leitura com luz indireta para analise dos resultados conforme a figura 8, as
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aglutinagdes que ocorreram apés quatro minutos foram desconsideradas. Quando
ocorreu a formacdo dos grumos de aglutinacéo o resultado foi considerado positivo

(figura 6), e na auséncia dos mesmos, o resultado foi considerado negativo.

Figura 7 — Interpretacdo da prova de Antigeno Acidificado Tamponado
(AAT), a presenca dos grumos de aglutinacéo indica que o resultado é positivo
(Amostra A). A auséncia dos grumos de aglutinagdo indica o resultado como
negativo (Amostra B).

Amostra B Amostra B
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Fonte: Adaptado de BRASIL (2006)
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Figura 8 — Antigeno Acidificado Tamponado (AAT), utilizado para
diagnoéstico da B. abortus.

Fonte: Imagem de acervo pessoal (2018)

Figura 9 — Caixa de leitura com luz indireta utilizada no teste do Antigeno
Acidificado Tamponado (AAT) para o diagnéstico de B. abortus, ndo observa-
se aformacao de grumos na figura.

Fonte: Imagem de acervo pessoal (2018)
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6 RESULTADOS

Ao analisar as amostras de soro canino por meio do teste
imunocromatografico, apdés o periodo recomendado de 20 minutos, foi observada
somente a presenca de uma linha-controle (letra C) na janela de resultado do teste,

deste modo, as 50 amostras de soro canino testadas foram ndo reagentes.

Figura 10 — Interpretacdo dos resultados do teste imunocromatografico
para B. canis, observa-se a formacdo de somente uma linha na janela de
controle (letra C).

Fonte: Imagem de acervo pessoal (2018)
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A prova do Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) foi realizada para
deteccéo de anticorpos anti-Brucella abortus, porém né&o foi observado a formacéo
de aglutinacdo nas 50 amostras analisadas, indicando o diagndstico para B. abortus

negativo.

Figura 11 — Na caixa de leitura ndo foi observado a formacdo de
aglutinacdo nas amostras da placa de vidro, sendo indicativo de resultado néo
reagente para Brucella abortus.

Fonte: Imagem de acervo pessoal (2018)
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7 DISCUSSAO

Conforme visto anteriormente, uma das metodologias empregadas no
diagnostico de rotina das Brucellas spp. sdo os métodos indiretos, por meio de
testes sorologicos. Dois importantes critérios para a escolha de testes de diagnéstico
sd0 a sensibilidade e a especificidade * Entretanto, alguns autores apontam que
testes soroldgicos disponiveis para diagnosticar brucelose canina carecem de
sensibilidade diagnéstica 3 412 17:

Em visto do exposto, KEID et al. (2015) ao comparar em seu estudo as
técnicas de SAR, SAR-2ME, IDGA e ICT, o ICT demonstrou-se eficiente no
comparativo de testes, ao apresentar alta sensibilidade de 90% e especificidade de
90,1 %. Sendo assim, baseado nos valores de alguns estudos onde o ICT obteve
destaque como um método soroldgico de diagndstico atual, efetivo, rapido, sensivel
e especifico em seus resultados, no presente trabalho optou-se por utilizar o teste
imunocromatogréfico *2°"

A escolha do Antigeno Acidificado Tamponado (AAT), adotado oficialmente
pelo PNCEBT como um modelo de teste de triagem, se deu devido & presenca da
atividade de criacdo bovina na regido do estudo o que possibilita o contato entre
bovinos e caninos.

As caracteristicas apresentadas na regido sugerem a possibilidade de
infeccdo por B. canis e B. abortus, uma vez que, a notavel presenca do aumento
populacional e reprodutivo de cées desassistidos, bem como areas de ocupacdes
irregulares e deficientes de controles sanitarios, somado ao contato de cdes com
bovinos, podem favorecer a disseminacdo desta doenca, caso exista um individuo
Soropositivo.

O diagnéstico de brucelose canina tem sido realizado em diversas regides do
Brasil, por meio da deteccdo de anticorpos e de acordo com os dados obtidos a
frequéncia da B. canis variou de 0,3% a 54,77% °* ® %> No entanto, os soros
submetidos ao teste imunocromatografico para deteccdo de B. canis foram
negativos. As diferencas observadas entre o resultado do presente estudo e dos
demais supracitados podem ser justificadas pela metodologia conduzida pelos
diferentes testes sorologicos utilizados, que variam em sensibilidade, especificidade

e complexidade. Os testes soroldgicos mais rotineiramente empregados nos estudos
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de brucelose canina sdo o SAL, SAR, SAR-ME, IDGA e os Imunoensaios
Imunoenzimaticos (ELISA) ** Por outro lado, isso pode ser justificado pelo fato de
gue os cdes podem néo terem tido contato com a bactéria, portanto ndo foram
infectados por B. canis. De outra forma, alguns autores apontam que a resposta
sorologica a infeccdo por Brucella pode ser influenciada por diversos fatores,
destacando o longo e variavel periodo de incubacédo da doenca, durante o qual a
sorologia apresenta-se negativa, como também a variacdo individual da resposta
imune do individuo * * % °" 1213 Emhora, outra hipétese plausivel no presente
estudo se deu devido o uso de um determinado nimero de amostras aleatorias de
cées pertencentes a diferentes tutores e a uma determinada regido do municipio de
Sédo Paulo, que de certa forma ndo foram apresentados historicos de desordens
reprodutivas que suspeitasse da infeccdo por B. canis, e a grande maioria dos
estudos sobre brucelose canina s&o conduzidos em animais de canis com
problemas reprodutivos ou animais com historico de problemas reprodutivos
sugestivos de B. canis. Em canis, as taxas de infeccao tendem a ser mais elevadas
em virtude do ambiente propicio para rapida difuséo da infecgéo ** % 6% 2

Todas as amostras submetidas ao Antigeno Acidificado Tamponado (AAT)
apresentaram-se negativas para B. abortus. Embora exista o possivel contato de
cées e bovinos na regiao, isso pode ser justificado pelo fato de que a infecgcao de B.
abortus é esporadica em céaes, pois esta espécie apresenta ter mais resisténcia a

infeccdo por brucelas lisas, tornando as manifestacdes clinicas raras °*
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8 CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos no presente trabalho, conclui-se que,
nos animais as amostras de soro dos cées da llha do Bororé foram nao reagentes

para B. canis e B. abortus.
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APENDICE A

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Pesquisadores responsaveis: Amane Gongalés; Rafael Agopian.

Sua colaboracdo € importante e necessaria para o desenvolvimento da
pesquisa.

- A pesquisa analisa a ocorréncia de doencas infecciosas em cdes em campanhas
de controle populacional animal na Zona Sul do municipio de Sdo Paulo e sera
realizada através da coleta de sangue e urina do animal;

- Vocé podera solicitar informacdes ou esclarecimentos sobre o andamento da
pesquisa em qualquer momento com o pesquisador responsavel, sendo o resultado
do exame informado por e-mail ou telefone;

- Sendo um participante voluntario, vocé néo tera nenhum pagamento e/ou despesa
referente a sua participacédo no estudo;

Eu, como

voluntaria da pesquisa, afirmo que fui devidamente informada respeito dos
procedimentos a serem realizados para colheita de material biolégico (sangue
e urina) com o animal acima identificado, o qual sou responsavel e proprietario
de seu domicilio, e reconheco ainda a importancia deste trabalho para o
controle das doencas transmissiveis desta regido, bem como para a saude do
animal sob meus cuidados. Meu nome néo sera divulgado de forma nenhuma e

terei a opcao de retirar meu consentimento a qualquer momento.

Séo Paulo, de de 201 _

(Assinatura do representante legal (proprietario) do sujeito de pesquisa)

Assinatura do pesquisador



