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Associacao entre disturbios reprodutivos e anticorpos
anti- Brucella sp em cées atendidos em clinicas particulares
da cidade de Maceio-AL

Agglutinins against Brucella canis and Brucella abortus and risk factors
for Brucella canis infected dogs examined in private veterinary clinics
in the city of Maceio-Alagoas

Wagnner José Nascimento Porto,* José Wilton Pinheiro Junior,** Rinaldo Aparecido Mota***

Resumo

Objetivou-se com este estudo determinar a freqiiéncia de aglutininas anti-B. canis e Brucella abortus, além de identificar
possiveis fatores de riscos associados a infecgdo em cées atendidos nas clinicas veterinarias da Cidade de Maceié, Alagoas.
Foram utilizados 90 animais, sendo 28 machos e 62 fémeas de diferentes racas e faixa etaria variavel. Para pesquisa de
aglutininas anti-Brucella canis utilizaram-se as provas de imunodifusdo em gel de agarose (IDGA) e imunodifusdo com 2-
mercaptoetanol (IDGA/2-ME) e para pesquisa de aglutininas anti-Brucella abortus utilizou-se o teste do Antigeno Acidificado
(AAT). Dos 90 animais analisados quatro (4,4%) foram positivos no IDGA, dos quais trés (75,0%) foram positivos ao IDGA/2-
ME, enquanto um (25,0%) foi negativo. Ao teste do AAT nenhum animal foi soro-reagente. A anélise de concordancia entre os
testes utilizados foi K=0,851. N&o foi observada associacao significativa para as variaveis faixa etéria (p=0,426) e sexo (p=0,678)
e apenas a variavel raca apresentou associacao significativa para infeccéo por Brucella canis com resultado do odds ratio 0,04
(p=0,025; IC 95% 0,00; 1,01). Os resultados obtidos neste estudo demonstram que a infeccdo por Brucella canis ocorre na
Cidade de Macei6-AL e que medidas de controle e profilaxia devem ser empregadas para evitar a disseminacdo do agente
para criatérios livres da doenca.
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Abstract

This study aimed to determine the frequency of agglutinins against Brucella canis and Brucella abortus, and to identify possible risk
factors associated with infection in dogs examined in private veterinary clinics in the city of Maceié-Alagoas. For the purpose of this
study we used 90 animals: 28 males and 62 females of various breeds and ages. Immune Diffusion in Gel Agar (IDGA) and
immune diffusion with 2-Mercaptoethanol (IDGA/2-ME) were used to investigate the presence of agglutinins against B. canis, and
the Acidified Antigen Test (AAT) was used to investigate agglutinins against B. abortus (AAT). Out of 90 animals four (4.4%) had
positive IDGA; with three (75.0%) testing positive on the IDGA/2-ME and one was negative on the IDGA/2-ME. No animal tested
positive on the AAT. The concordance analysis between the tests was K=0.851. No significant association was noticed for age
group (p=0,426) and gender (p=0,678). The only variable with significant association for B. canis infection was breed, with 0.04 odds
ratio (p=0.025; IC 95% 0.00; 1.01). The results of this study show that B. canis infection is present in the city of Macei6-AL, and that
control and preventive measures must be enforced to prevent dissemination into disease-free populations.
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Introducéo A brucelose animal assume importancia significativa entre as
doencas ou infecgGes naturalmente transmissiveis dos animais

A urbanizagdo e mudancas sociais da populagéo humana nas 4, homem, e vice-versa, na medida em que afeta a satde

ultimas décadas favoreceram o aumento da populagéo canina animal, a economia da produc&o pecudria, a satde pablica e a

nos paises em desenvolvimento. Esse aumento, associado  gisponibilidade de proteina animal para as necessidades da
as rfelg(;oes s_entl_men~ta|s/emocmna|s do homem com e_sta populagdo (Acha e Syfres, 1989).

espécie tem implicagdes nos problemas de salde publica, ) _ . o )
pois 0 animal pode ser responsavel pela transmisséo de varias A infeccéo de caes por Brucella canis € relatada em pratica-
zoonoses, entre elas, a brucelose (Souza et al., 2002). mente todos os paises, com prevaléncia variavel segundo a
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regido e o método de diagnostico empregado, podendo-se
afirmar que apresenta distribuicdo mundial (Carmichael e
Greene, 1993). Quanto as alteragdes clinicas compativeis com
a brucelose canina, os sintomas e lesfes estao relacionados
com o aparelho reprodutor de machos e fémeas (Gomes et al.,
1999) que tenham atingido a maturidade sexual (Carmichael e
Greene, 1993).

O diagnéstico clinico da infecgdo é bastante dificil devido a
auséncia de sinais especificos e a maioria dos caes serem
assintoméaticos (Cavalcanti et al., 2006). Em func¢éo da
dificuldade e da baixa especificidade do diagnéstico clinico, a
confirmacgdo da brucelose canina deve ser realizada por
métodos laboratoriais (Minharro et al., 2005). Ainda segundo
esses autores, o isolamento e a identificacdo da B. canis €
um método de alta especificidade diagndstica, pois demonstra
0 agente etiolégico da doenga, mas sua sensibilidade pode
ser baixa em detrimento de varios fatores como eliminacéo
intermitente da bactéria, material mal coletado e mal
conservado, além da utilizacdo de antibioticos.

Dessa forma, os testes sorologicos representados pelas
provas de soroaglutinacao lenta, rapida e a imunodifusdo em
gel de agarose (IDGA) sao os métodos freqiientemente
utilizados no diagndéstico da doenga.

Considerando a importancia dessa enfermidade, além da
escassez de dados na cidade de Maceio, Alagoas, objetivou-
se com esse estudo determinar a freqiiéncia de aglutininas
anti-B. canis e B. abortus em cées, além de identificar
possiveis fatores de riscos associados a infeccéo.

Material e métodos

Foram utilizados 90 animais, sendo 28 machos e 62 fémeas
de diferentes ragas e faixa etaria variavel, atendidos em clinicas
veterinarias da cidade de Maceid, Alagoas. Realizou-se
anamnese para verificar a presenca ou auséncia de sinais
de distlrbios reprodutivos. Destes animais, 31 apresentavam
sinais clinicos sugestivos de brucelose e 59 encontravam-se
clinicamente sadios.

As amostras foram obtidas por meio da venopuncao da cefalica
e foram armazenadas em tubos de ensaio, identificados e
encaminhados ao Laboratério de Doengas Infecto-contagiosas
da Universidade Federal Rural de Pernambuco; para obten¢do
do soro, centrifugou-se por dez minutos a 900 giros e estes
foram armazenados em microtubos e submetidos ao
congelamento até o momento das analises.

Para realizagdo das provas de IDGA e IDGA/2-ME utilizou-se
antigeno de lipopolissacarideos e proteinas de Brucella ovis
(amostra Reo 198) fornecido pelo Instituto de Tecnologia do
Parand — TECPAR. Na preparacao do gel utilizou-se agarose
(DIFCO) a 0,5%, dissolvido em solucdo salina a 10% com
tampdo de Sorensen, ajustando-se o pH final da solugéo para
8,3. Adistribui¢éo do gel, perfuracéo dos pocos, leitura em placas
de Petri descartaveis e acondicionamento em camara Umida,
obedeceram as especifica¢cdes do fabricante do antigeno.

Para confirmacéo da infeccdo por B. canis os soros foram
submetidos a prova IDGA/2-ME, realizando-se tratamento com
0,2M de 2-Mercaptoetanol. Dessa forma, ao volume de 100uL
de soro foram adicionadas 100puL da solugéo de 2-ME a 0,2M,
permanecendo em reacao durante 30 minutos (KEID, 2001).
Apés esse periodo, 25uL dos soros tratados foram

submetidos a IDGA seguindo o protocolo preconizado pelo
TECPAR.

Para pesquisa de aglutininas anti-Brucella abortus os soros
foram submetidos ao teste do AAT de acordo com Alton et al.
(1988).

A analise para comparacdo dos testes soroldgicos IDGA e
IDGA/2-ME foi baseada no estudo de concordéncia entre os
métodos por meio do coeficiente Kappa de acordo com
Truesfield (1986).

Para o célculo da freqiiéncia dividiu-se o nimero de animais
sorologicamente positivos ao teste IDGA/2-ME pelo nimero
de animais amostrados, utilizando-se andlise estatistica
descritiva por meio de distribuicdes absoluta e relativa. Para
o estudo da associagdo entre a soropositividade e as variaveis
analisadas (faixa etéria, raca, sexo), utilizou-se estatistica
inferencial por meio do teste Exato de Fisher e os intervalos
foram obtidos com confiabilidade de 95%. O nivel de
significancia utilizado na decisédo dos testes estatisticos foi
de 5%. O programa utilizado para a obtencdo da analise
estatistica foi o Epilnfo versao 6.02 (Dean et al., 1994)

Resultados e discussao

Dos 90 animais analisados, quatro (4,4%) foram positivos ao
teste do IDGA, e destes, trés (75,0%) foram positivos ao IDGA/
2-ME, enquanto que uma (25,0%) amostra foi negativa. A
analise de concordancia entre os testes utilizados nesse
estudo encontra-se na Tabela 1. Nenhum animal foi reagente
ao teste do AAT para a pesquisa de anticorpos anti-Brucella
abortus.

Tabela 1: Andlise de concordancia entre as provas Imunidi-
fusdo em Gel de Agarose (IDGA) e Imunidifusdo em
Gel de Agarose tratadas com 2-Mercaptoetanol
(IDGA/2ME) em caes atendidos em clinicas
particulares na cidade de Maceio, Alagoas

IDGA/2-ME
IDGA Positivo  Negativo Total Valor Kappa
Positivo 03 01 04
0,851
Negativo - 86 86
Total 03 87 90

De acordo com revisao realizada por Almeida et al. (2004) os
indices de prevaléncia de animais sororreagentes para
Brucella abortus sé@o baixos. A ndo-presenca de infec¢éo pela
B. abortus nesse estudo pode ser justificada uma vez que
ndo possuiam contato com animais de produgéo.

Os resultados da frequéncia de animais sororreagentes
observados neste estudo para aglutininas anti-Brucella canis
foram superiores aos descritos em Belo Horizonte, 1,3%
(Godoy et al., 1977) e na Microrregido da Serra de Botucatu,
1,77% (Moraes et al., 2002). Porém, foram inferiores aos
relatados em Sao Paulo 9,1% em cées de canil e 7,5% em
cédes errantes (Larson et al., 1981), 7,5% (Cortes et al., 1988);
9,51% em Santana de Parnaiba (Azevedo, 2002); em Porto
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Alegre, 11,97% (Wald e Fernandes, 1976/1977); no Rio de
Janeiro e em Niterdi, 29,4% e 19,2%, respectivamente (Maia et
al., 1999); em Uruguaiana, 72,7% (Vargas et al., 1996) e Recife,
16,6% (Numeriano et al., 1999).

As variagBes encontradas podem ser explicadas provavel-
mente devido a utilizagdo de métodos soroldgicos diferentes
gue apresentam sensibilidade e especificidade diferentes
(Nicoletti e Chase, 1988) e ao tipo de amostra estudada, bem
como pela presenga de animais no inicio de infec¢édo, onde
0s anticorpos podem ainda nao ser detectados no IDGA
(Carmichael e Greene, 1993).

Comparando-se os resultados nas provas utilizadas, obser-
vou-se uma diferenca na frequéncia de animais sororreagen-
tes. Resultados inferiores foram relatados por Keid (2001),
44,8% (IDGA) e 6,25% (IDGA/2-ME) e Azevedo (2002) que
encontrou 48,75% (IDGA) e 18,75% (IDGA/2-ME). Essas
diferencas observadas 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 reagdo cruzada com a Brucella
canis (Johnson e Walker, 1992; Carmichael e Greene, 1993).
Podem ocorrer também porque alguns animais sororrea-
gentes na IDGA poderiam estar na fase aguda da doenca
onde sé&o produzidos anticorpos da classe IgM (Carmichael e
Kenney, 1970) que sdo desnaturadas
pelo 2-ME, portanto, o teste IDGA + 2-
ME detecta apenas animais na fase
cronica da doenga. Outra possibilidade
seria a desnaturacdo das IgM proce-

de infertilidade e distarbios reprodutivos com anticorpos anti-
Brucella canis nos machos. Nas fémeas, essa associagdo
nao foi observada, talvez por ndo ser a Brucella canis o principal
microrganismo envolvido nos distdrbios reprodutivos nesses
animais, ja que outros agentes infecciosos e parasitarios
podem causar abortos, infertilidade, entre outras patologias
do sistema reprodutor (Carmichael e Greene, 1993).

Ao se analisar as variaveis faixa etaria, sexo e raga observou-
se que apenas a raga apresentou associacao significativa
com a soropositividade para infec¢éo por B. canis (Tabela 2).
Pesquisas realizadas por Azevedo et al. (2003); Cavalcanti et
al. (2006) ndo demonstraram associacao significativa entre a
variavel raga e soropositividade para B. canis.

N&o se observou associacao significativa entre infec¢éo e
faixa etaria dos animais estudados. De acordo com revisao
realizada por Azevedo et al. (2003) a maturidade sexual e
conseqliente cobertura, bem como maior possibilidade de
contato entre animais infectados pode ajudar a disseminacéo
da doenca. Entretanto, animais impuberes podem adquirir a
infeccdo, onde normalmente a manifestacao clinica € apenas
uma linfadenopatia uni ou bilateral. No entanto, os sinais
clinicos reprodutivos s6 se manifestam apds a puberdade.

Tabela 2: Associagdo entre a infeccdo pela Brucella canis utilizando IDGA/2-ME e
variaveis faixa etaria, sexo e raga em caes atendidos em clinicas particulares
da cidade de Macei6, Alagoas

dentes de reagdes inespecificas Variaveis Descrigdo Positivo  Negativo OR (IC 95%) Valorde p
(Greene e George, 1984; Johnson e
Walker, 1992; Carmichael e Shin, Faixa etaria 1 a 2 anos - 22 0,00 (0,00 a 7,58) 0,426
1996), reduzindo também o nimero de Acima de 2 anos 3 65
animais reagentes quando se utiliza o
2-ME. Total 87
Os principais distlrbios reprodutivos
encontrados este estudo foram:  Sexo Macho 27 1,11 (0,022 22,18) 0,678
infertilidade (60,0%) e perda da libido Fémea 60
(40,0%) nos machos; aborto (33,3%), Total 87
numero reduzido de filhotes (23,8%),
infertilidade (19,1%), nascimento de
filhotes debilitados que vieram a 6bito  Raca Com raca definida 1 80 0,04 (0,002 1,01)  0,025*
na primeira semana de vida (14,3%), Sem raga definida 2 7
natimortos e corrimento vaginal (9,5%),
Total 3 87

ma-formacao fetal, pseudociese e

piometra (4,8%), nas fémeas. Quando
se analisaram o0s animais que
apresentavam ou ndo sinais clinicos
sugestivos da brucelose canina, observou-se que 6,5%
destes mostraram-se positivos a prova de IDGA, enquanto
nos animais que ndo apresentavam sintomas, apenas 3,4%
foram considerados positivos.

Quando se aplicou o teste estatistico, a associacdo entre
distarbios reprodutivos e reagdo positiva ao teste IDGA
mostrou-se presente apenas nos machos que apresentavam
sinais clinicos (p<0,05). Numa simula¢&o, onde o numero de
animais foi duplicado, mantendo-se as mesmas caracteris-
ticas da amostra estudada, observou-se que os animais com
sinais clinicos apresentavam uma taxa de positividade
aproximadamente quatro vezes maior que 0s animais
clinicamente sadios, confirmando a associacdo de histérico
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OR - odds ratio; *Associacéo significativa a 5%

Nesse estudo o sexo ndo apresentou diferenca significativa
concordando com os resultados obtidos por Cavalcanti et
al. (2006). De acordo com esses autores ndo ha
predisposicdo quanto ao sexo, estando machos e fémeas
expostos de uma forma semelhante ao risco de infecgéo.

Concluséao

Os resultados obtidos neste estudo demonstram que a
infeccdo por Brucella canis ocorre na cidade de Maceio, AL e
que medidas de controle e profilaxia devem ser empregadas
para evitar a disseminagdo do agente para criatorios livres
da doenca.
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