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ABSTRACT.- Azevedo S.S., Vasconcellos S.A., Alves CJ., Keid L.B., Grasso L.M.P.S., Mascolli R. &
Pinheiro S.R. 2003. [Serological survey and risk factors for brucellosis due to Brucella canis in
dogs of the Santana de Parnaiba municipality, State of Sao Paulo.] Inquérito sorologico e
fatores de risco para a brucelose por Brucella canis em caes do Municipio de Santana de Parnaiba,
Estado de Sao Paulo. Pesquisa Veterindria Brasileira 23(4):156-160. Depto Medicina Veterinaria
Preventiva, FMVZ/USP, 05508-090 Sao Paulo, SP, Brazil. E-mail: sevedo@fmvz.usp.br

The prevalence of brucellosis due to Brucella canis was investigated in dogs of the Santana
de Parnaiba county, State of Sao Paulo, southeastern Brazil, and the risk factors for infection
were analyzed. For this purpose, 410 blood samples were collected from dogs during the rabies
vaccination campaign, in August 1999. The agar gel immunodiffusion test (AGID), using
lipopolysaccharides and protein antigens from Brucella ovis, strain Reo 198, was applied first as
a screening test on normal sera, and secondly, for confirmation. The same AGID test was applied
to sera treated previously with 2-mercaptoethanol (ME-AGID). The complement fixation test
(CFT), using B. ovis antigen, strain 63/290, was applied also as a confirmatory test. For the
prevalence analysis, animals presenting positive results in both ME-AGID and CFT were considered
positive. The prevalence of brucellosis due to B. canis was 2.2% (95% C.1.=1.01-4.13%). Dogs that
were allowed by their owners to stay free outside their home had a higher risk for contracting B.
canis infection, with an odds ratio value of 8.73 (95% C.1.=1.48-51.55) and p=0.04.

INDEX TERMS: Animal brucellosis, Brucella canis, diagnosis, dogs.

RESUMO .- Foi investigada a prevaléncia da brucelose causa-
da por Brucella canis em caes do municipio de Santana de
Parnaiba, SP, Brasil, e realizado um estudo de possiveis fa-
tores de risco associados a soropositividade para B. canis.
Foram examinadas 410 amostras de soro sanguineo de caes
colhidas durante a campanha de vacinagao anti-rabica ani-
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mal, realizada em agosto de 1999. A imunodifusao em gel
de agar (IDGA), utilizando antigeno de lipopolissacarideos
e proteinas de Brucella ovis, amostra Reo 198, foi emprega-
da em soros normais como teste de triagem, e, para a con-
firmacao, a mesma técnica foi aplicada em soros tratados
pelo 2-mercaptoetanol (IDGA-ME). A reacao de fixacao de
complemento (CFT), utilizando antigeno de B. ovis, amostra
63/290, também foi utilizada como prova confirmatoria. A
determinacao da prevaléncia considerou como positivos os
animais que reagiram positivamente nos dois testes
confirmatorios (IDGA-ME e CFT). A prevaléncia da B. canis
foi de 2,2% (I.C. 95% 1,01-4,13%). A analise estatistica
mostrou que 0s caes com acesso irrestrito a rua o dia todo
(manejo do tipo solto) estiveram mais expostos ao risco da
infeccao por B. canis, com um valor de odds ratio de 8,73
(I.C. 95% = 1,48-51,55) e p=0,04.

TERMOS DE INDEXACAO: Brucelose animal, Brucella canis, diagnés-
tico, caes.
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INTRODUCAO

A brucelose canina por Brucella canis é uma doenga infecto-
contagiosa, de carater zoon6tico, caracterizada, principal-
mente, por abortamentos e esterilidade nas fémeas e orquite
e epididimite nos machos (Carmichael 1990, Johnson &
Walker 1992, Carmichael & Greene 1998). Foi descrita, inici-
almente, nos Estados Unidos da América, durante episodi-
os de abortamentos em canis de New Jersey (Carmichael
1966).

No Brasil, a presenca de caes infectados por B. canis foi
confirmada tanto por investigacoes que isolaram o agente
(Fernandes et al. 1976/77, Godoy et al. 1977, Larsson 1979,
Larsson & Costa 1980, Vargas et al. 1996 e Gomes et al. 1999),
como por inquéritos sorolégicos que identificaram a presen-
¢a de anticorpos séricos contra B. canis (Sandoval et al. 1976,
Wald & Fernandes 1976/77, Godoy et al. 1977, Larsson et al.
1981, Germano et al. 1987, Cortes et al. 1988, Melo et al.
1997/98, Alves et al. 1999, Maia et al. 1999, Molnar et al.
2001, Moraes et al. 2001 e Moraes et al. 2002).

O carater zoonoético da brucelose canina por B. canis deve
ser considerado em face da complexa relacao da populagao
canina com os seres humanos (Cortes et al. 1988) e principal-
mente pelo estreito contato estabelecido entre caes e crian-
¢as. Até o momento ha o registro de mais de 35 casos de
infeccao por B. canis em seres humanos em todo o mundo,
tanto em infec¢oes naturais como naquelas adquiridas em
laboratério como doenga ocupacional. O contato com cade-
las que abortaram foi a forma de contagio mais freqiiente;
no entanto, ha alguns relatos de exposi¢ao relacionada a caes
machos e inclusive alguns casos em que nao foi possivel a
identificacao de uma fonte de infeccao (Carmichael & Greene
1998). Os principais sinais clinicos nos seres humanos sao
febre, calafrios, fadiga muscular, sudorese profusa, mal-estar,
linfadenomegalia e perda de peso. As raras complicagoes in-
cluem endocardite, miocardite, pericardite, meningite, artri-
te, hepatite e abscessos viscerais (Greene & George 1984,
Hartigan 1997, Carmichael & Greene 1998).

Roxo et al. (1990), em Sao Paulo, SP, relataram um caso
de brucelose por B. canis em um adolescente de 14 anos que
apresentou febre, sudorese profusa, forte sensacao de cansa-
¢o e sintomas psicoticos, com quadro depressivo intercalado
com histerismo, confusao mental, rigidez da nuca e priapismo.
A informacao da ocorréncia de zooerastia levou a suspeita
da possivel fonte de infeccao ter sido uma cadela da raga
Doberman, adulta, com quatro anos de idade, positiva a
sorologia para B. canis.

O municipio de Santana de Parnaiba situa-se entre as ro-
dovias Castelo Branco e Anhanguera, e serve como corredor
de ligacao entre as duas estradas. A localizacao geografica
do municipio sugere a importancia do monitoramento de
algumas doencas de carater zoondtico ja registradas, como a
leptospirose, e de outras emergentes que poderao vir a ser
introduzidas devido a presenga constante de fatores predis-
ponentes como transito de veiculos e proximidade com o
ambiente silvestre.

Considerando a importancia da brucelose como zoonose,

os objetivos do presente trabalho foram determinar a
prevaléncia da brucelose canina por B. canis e verificar possi-
veis fatores de risco para a doenga.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo

0 experimento foi conduzido durante a campanha de vacinagao
anti-rabica animal do municipio de Santana de Parnaiba, SP, realizada
em agosto de 1999. Dados oficiais demonstravam que, em anos
anteriores, a cobertura vacinal havia sido de aproximadamente 97%.
Esse fato viabilizou a utilizagao dos postos fixos de vacinagao como
locais de colheita de sangue dos caes, para a obtencao de uma
amostragem que representasse a realidade dos varios bairros do
municipio. Para tanto, a colheita acompanhou o cronograma utilizado
na campanha de vacinagao, que passa por todos os bairros da cidade.

Amostragem

A amostra colhida foi calculada com base na populagao total de
caes do municipio, estimada a partir da populagao humana de 60.000
habitantes. Para o calculo da propor¢ao cao/homem foi utilizada a
relacao de 1:6 (Reichmann et al. 1999), que redundou em um total
de 10.000 animais. O calculo da amostra foi executado com o
programa Epi Info 6.0, considerando-se um nivel de confian¢a de
95%, a possibilidade de detec¢ao da doenga de 50% (correspondente
a doengas de desconhecida ocorréncia em determinada populagao)
e um erro estatistico de 4,74%, resultando no n amostral de 410. Em
cada posto de vacinacao o namero de amostras colhidas foi
previamente determinado por sorteio probabilistico aleatério de
acordo com a ordem cronolégica, até perfazer 410 amostras.

Provas sorologicas

Imunodifusao em gel de agar (IDGA). Foram utilizados “kits”
produzidos pelo Instituto de Tecnologia do Parana (TECPAR). A técnica
foi executada de acordo com as recomendagoes do fabricante,
utilizando-se antigeno de lipopolissacarideos e proteinas de Brucella
ovis, amostra Reo 198. Para confirma¢ao, a mesma técnica foi aplicada
em soros tratados pelo 2-mercaptoetanol (IDGA-ME), conforme
descrito por Keid (2001).

Reacao de fixacao de complemento (CFT). Foi executada
conforme descrito por Garin-Bastuji & Blasco (1996), utilizando-se
como antigeno a B. ovis, amostra 63/290.

Determinagao da prevaléncia

Para a determinagao da prevaléncia da infec¢ao por Brucella canis,
a IDGA foi utilizada como prova de triagem, e a IDGA-ME e a CFT,
como testes confirmatérios. Foram consideradas como positivas as
amostras que reagiram positivamente nas duas provas confirma-
torias.

Estudo de fatores de risco

Os proprietarios dos caes que tiveram o sangue colhido
responderam a um questionario, que serviu de parametro para a
analise de fatores de risco. O questionario abordou dados referentes
a idade, sexo, raga, tipo de manejo, abortamentos e viagens.

Andlise estatistica

Para o estudo de fatores de risco associados a soropositividade
para B. canis, foi realizada uma analise univariada através da
estimativa pontual e intervalar da odds ratio (OR), executada pelo
programa SPSS for Windows 11.0. O resultado foi significativo
quando o intervalo de confian¢a nao incluia o valor 1 (um). O teste
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de hipoteses foi realizado por meio do teste exato de Fisher (teste
monocaudal) (Zar 1999), e o nivel de significancia adotado foi de
0,05.

RESULTADOS

Dos 410 animais examinados, 39 foram positivos na IDGA,
dos quais 15 foram positivos na IDGA-ME e 14 na CFT. Nove
animais foram positivos nas duas técnicas confirmatorias.
Considerou-se como positivas, para a determinacao da
prevaléncia, as amostras que reagiram positivamente no tes-
te de triagem (IDGA) e nas duas provas confirmatorias (IDGA-
ME e CFT). Dessa forma, a prevaléncia da infeccao por Brucella

Quadro 1. Caracteristicas do grupo amostral da populagao canina
de Santana de Parnaiba, SP, segundo dados obtidos a partir dos
questionarios aplicados aos proprietarios dos caes

Caracteristicas n° %
Sexo Masculino 238 58
Feminino 172 42
Total 410 100
Racga Sem raca definida 298 72,7
Com raga definida 112 27,3
Total 410 100
Tipo de manejo Domiciliar 266 64,9
Semidomiciliar 127 31
Solto 17 41
Total 410 100
Viagem Sim 26 6,3
Nao 384 93,7
Total 410 100
Abortamento Sim 27 15,7
Nao 145 84,3
Total 172 100
Idade Até 1 ano 137 33
> 1 ano 261 64
Nao sabe 12 3
Total 410 100

Quadro 2. Distribui¢ao de positivos e negativos segundo as

variaveis estudadas e respectivos valores da odds ratio (OR),

intervalo de confian¢a de 95% (I.C. 95%) e a probabilidade de
ocorréncia ao acaso (P)

Variaveis Descri¢cao Posi- Nega- OR? (I.C. 95%)? P
tivos  tivos
Sexo Masculino 5 233
Feminino 4 168 1,11 (0,29-4,19) 0,57
Raca Com raga definida 1 111
Sem raga definida 8 290 3,06 (0,38-24,76) 0,24
Viagem Nao 8 376
Sim 1 25 1,88 (0,23-15,63) 0,45
Tipo de Domiciliar 4 262
manejo Semidomiciliar 3 124 1,58 (0,35-7,19) 0,41
Solto 2 15 8,73 (1,48-51,55) 0,04
Aborta- Nao 2 143 0,12
mentos Sim 2 25
Idade Até 1 ano 2 135
> 1 ano 7 254 1,86 (0,38-9,08) 0,35

Valores calculados com o programa SPSS for Windows 11.0.
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canis encontrada no presente trabalho foi de 2,2% (9/410) (I.C.
95% = 1,01-4,13%).

No Quadro 1 sao apresentadas as caracteristicas do gru-
po amostral da populagcao de caes do Municipio de Santana
de Parnaiba, SP.

No Quadro 2 sao apresentados os resultados da analise
de associacao entre as variaveis sexo, raga, tipo de manejo,
abortamentos, viagem e idade e a soropositividade para B.
canis. De acordo com a andlise estatistica, a Ginica variavel
associada a ocorréncia de soropositivos para B. canis foi o
tipo de manejo. O manejo do tipo solto apresentou correla-
¢ao com a soropositividade para B. canis, com uma OR de
8,73 (I.C. 95% = 1,48-51,55) e p = 0,04.

DISCUSSAO

Utilizando-se a IDGA como teste de triagem e a IDGA-ME e a
CFT como testes confirmatorios, a prevaléncia de anticorpos
contra Brucella canis em caes do Municipio de Santana de
Parnaiba, SP, foi de 2,2% (I.C. 95% = 1,01-4,13%), valor esse
inferior ao encontrado por Vargas et al. (1996), em Uruguaiana,
RS, Megid et al. (1999), em Botucatu, SP, e Narez et al. (1999),
na cidade do México, que obtiveram, respectivamente, 72,7%,
57,1% e 45% de positividade. Essa diferenca pode ser explicada
pelo fato desses estudos terem sido conduzidos em canis
comerciais que apresentavam histéorico de infertilidade,
abortamentos e nascimento de natimortos, o que cria um
ambiente extremamente propicio para a rapida difusao da
infeccao (Carmichael & Greene 1998). No presente estudo,
foi examinada uma amostra aleatéria de animais pertencen-
tes a diferentes proprietarios e distribuidos em diversas are-
as do municipio. Destaca-se, ainda, que a maioria dos ani-
mais nao apresentava historico de problemas reprodutivos
sugestivos de brucelose por B. canis.

Germano et al. (1987) investigaram a prevaléncia da in-
feccao por B. canis em 352 amostras de soros de caes colhi-
das durante a campanha de vacinac¢ao anti-rabica de Campi-
nas, SP, realizada em agosto de 1981, e encontraram 5,4% de
positividade, valor este superior ao obtido no presente tra-
balho. Isso pode ser explicado pela diferenca das metodolo-
gias utilizadas na amostragem, pois naquele estudo houve a
cobertura de apenas 10% dos postos de vacinagao, enquanto
o presente estudo abrangeu todos os postos de vacinagao.
Vale ainda ressaltar que os dois inquéritos empregaram tes-
tes sorolégicos distintos, o que também pode ter contribui-
do para a desigualdade dos resultados obtidos (Carmichael &
Greene 1998).

Cortes et al. (1988) examinaram 3.386 caes errantes cap-
turados pelo programa de controle de reservatorios de
zoonoses do Centro de Controle de Zoonoses da Secretaria
de Higiene e Saide do Municipio de Sao Paulo, durante o
periodo de 1981 a 1985, e encontraram 7,5% de positividade,
o que foi superior ao percentual encontrado no presente tra-
balho. Naquele estudo, foi empregado como teste diagnosti-
co a imunodifusao em gel de agar com antigeno produzido
pelo Centro Panamericano de Zoonoses (CPZ), a populacao
canina estudada era constituida apenas de caes errantes, e
nao foram estabelecidos critérios quanto ao tamanho
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amostral, de modo que os animais examinados nao estavam
distribuidos por toda a extensao geografica do municipio, o
que poderia justificar as diferencas observadas em relacao
aos resultados do presente estudo.

A prevaléncia da brucelose por B. canis encontrada no pre-
sente trabalho (2,2%) foi inferior a observada por Miranda et
al. (1986), na provincia de Formosa, Argentina (15,62%), em
64 animais examinados. Essa diferenca pode ser justificada
tanto pelo tamanho da amostra como também por ter sido
empregada apenas a imunodifusao em gel de agar, que pode
apresentar resultados falso-positivos (Johnson & Walker 1992,
Carmichael 1998, Carmichal & Greene 1998, Keid 2001).

A populagao canina de Santana de Parnaiba, SP, apresen-
tou uma composicao heterogénea, e, com o objetivo de ava-
liar possiveis associacoes entre a soropositividade para B. canis
e fatores importantes na epidemiologia da doenca, foram
analisadas as variaveis: sexo, raga, tipo de manejo, abortamen-
tos, idade e viagem.

Analisando-se o sexo como um possivel fator de risco as-
sociado a soropositividade para B. canis, nao foi observada
significancia estatistica, ou seja, nao houve predisposicao de
sexo, estando os machos e as fémeas igualmente expostos
ao risco da infeccao. Resultados semelhantes foram encon-
trados por Hubbert et al. (1980), Germano et al. (1987) e
Moraes et al. (2002).

Quando das primeiras descricoes de caes infectados por
B. canis, os animais da raca Beagle foram considerados como
os mais susceptiveis (Moore 1969, Moore & Gupta 1970,
Pickerill & Carmichael 1972). No entanto, posteriormente a
doenca passou a ser diagnosticada em caes de ragas diversas
(Carmichael & Kenney 1968, Fredrickson & Barton 1974). No
presente trabalho, nao foi constatada associacao entre a raca
e a ocorréncia de soropositivos para B. canis.

No relativo ao tipo de manejo, observou-se que 1,5% (4/
266) dos caes domiciliados, 2,4% (3/127) dos caes submetidos
a um manejo semidomiciliar e 11,8% (2/17) dos animais com
acesso irrestrito as ruas (manejo do tipo solto) foram soropo-
sitivos. Quando o tipo de manejo foi avaliado como fator de
risco, o manejo do tipo solto apresentou significancia esta-
tistica, com uma OR de 8,73 (I.C. 95% = 1,48-51,55) e p =
0,04. O manejo do tipo solto é um evento epidemiolégico
relevante para a brucelose canina ja ressaltado por Moore
(1969), Brown et al. (1976), Lovejoy et al. (1976), Galphin
(1977), Hubbert et al. (1980) e Larsson et al. (1981), uma vez
que animais submetidos a esse regime de manejo podem
entrar em contato com outros animais, o que aumenta as
chances da infeccao (Carmichael & Greene, 1998). Isso refor-
¢a ainda mais a necessidade do controle da populacao de
caes errantes, por meio de castracao ou estimulo da posse
responsavel (Organizacion Mundial de la Salud/Sociedade
Mundial para la Proteccion Animal, WSPA 1990).

Com relacao a ocorréncia de abortamento, verificou-se
que 7,4% (2/27) das fémeas com historico de abortamento e
1,4% (2/145) das fémeas sem historico de abortamento fo-
ram soropositivas para B. canis. Em relacao a outros estu-
dos, a percentagem de positividade em fémeas que aborta-
ram observada no presente trabalho foi baixa. Hubbert et

al. (1980), em Baton Rouge, Estado da Louisiana, EUA, utili-
zando a soroaglutinagao lenta em tubos em soros tratados
pelo 2-mercaptoetanol, encontraram 47,6% de positivos em
21 cadelas que haviam abortado. Megid et al. (1999), no
Brasil, examinando 151 caes da ra¢a Poodle provenientes
de quatro canis diferentes, encontraram 50% de
soropositivos entre as fémeas com historia de abortamento.
No presente trabalho, nao houve associa¢ao estatistica en-
tre a ocorréncia de abortamentos e a soropositividade para
B. canis, fato este inesperado, pois o abortamento é o prin-
cipal sinal clinico da brucelose por B. canis em cadelas ges-
tantes (Moore 1969, Johnson & Walker 1992, Carmichael &
Greene 1998). A auséncia de associacao observada neste
estudo pode ser explicada pelo pequeno nimero de rea-
¢oes positivas entre as fémeas (4/172), pois certos estudos
podem perder poder estatistico quando uma determinada
variavel ocorre com baixa frequiéncia (Sasaki et al. 1993), e
nesses casos a variavel podera ser considerada como nao
adequadamente avaliada. Outro ponto a ser levado em con-
sideracao é que o relato da ocorréncia de abortamento de-
pende muito da observagao do proprietario, especialmente
quando ocorre no inicio da gestacao, o que pode interferir
na avaliacao (Mascolli et al. 2002).

No relativo a idade, observou-se que 77,8% (7/9) dos ani-
mais positivos tinham mais de um ano de idade. Resultados
similares foram obtidos por Hubbert et al. (1980), Germano
et al. (1987) e Moraes et al. (2002), que encontraram uma
maior propor¢ao de resultados positivos em animais com
idade superior a um ano. Isso pode ser justificado pela matu-
ridade sexual e conseqtiente cobertura, bem como pela mai-
or possibilidade de contato com animais infectados em fun-
¢ao da idade (Johnson & Walker 1992, Carmichael & Greene
1998). Quando a faixa etaria foi analisada como possivel fa-
tor de risco associado a soropositividade para B. canis, nao
foi observada significancia estatistica, ou seja, animais
impuberes e sexualmente maduros estao igualmente expos-
tos ao risco da infec¢ao. Animais impuberes podem adquirir
a infeccao e se tornarem bacterémicos, e nesse caso normal-
mente a manifestacao clinica é apenas uma linfadenopatia
uni ou bilateral. No entanto, os sinais clinicos reprodutivos
s6 se manifestam apo0s a puberdade (Carmichael & Kenney
1970, Greene & George 1984, Johnson & Walker 1992).

Com relagao a anadlise de viagem como possivel fator de
risco associado a soropositividade para B. canis, nao foi
verificada significancia estatistica, ou seja, embora os animais
que acompanham seus proprietarios durante viagens possam
entrar em contato com outros caes, no municipio estudado
esse fato nao foi um fator de risco para a doencga.
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