Ciéncia Rural, Santa Maria, v.42, n.6, p.1051-1056, jun, 2012

ISSN 0103-8478
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Molecular detection of Brucella canis in dogs of Cuiaba city, Mato Grosso State
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RESUMO

Este estudo teve como objetivo investigar a
ocorréncia da brucelose causada por Brucella canis em cées
no municipio de Cuiaba, MT, e os possiveis fatores de risco
associados durante o periodo de 2007 a 2008. Foram
analisadas 327 amostras baseadas numa amostragem aleatéria
simples, abrangendo os quatro distritos do municipio. A
ocorréncia da B. canis foi de 24,1% (1.C. 95%: 19,7 - 29,0%).
A andlise estatistica dos sinais clinicos demonstrou associacdo
de conjuntivite e ceratite com a positividade por B. canis, com
um valor de odds ratio de 4,72 (1.C.95%=1,30-17,76) e Exato
de Fisher de 0,0103; e 16,69 (1.C.95%=1,86-385,55) e Exato
de Fisher de 0,0036, respectivamente. Os resultados obtidos
neste estudo demonstraram a ocorréncia da B. canis no
municipio de Cuiaba e sugerem novas pesquisas e
monitoramento, além de propor, como diagnéstico molecular
para B. canis, a técnica de PCR.
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ABSTRACT

This study aimed to investigate the occurrence of
brucellosis caused by Brucella canis in dogs in Cuiabd, State
of Mato Grosso, and possible risk factors associated during the
period of 2007 to 2008. Three hundred twenty seven samples
were analized based on simple random sampling, covering the
04(four) districts of the municipality. The occurrence of B.
canis was 24.1% (95% CI: 19.7-29.0%). The statiscal analysis
showed association of conjunctivitis and keratitis with the
positivity of B. canis, with an odds ratio of 4.72(95% CI=1.30-
17.76) and 0.0103 for Fisher’s Exact, and 16.69(95% Cl=1.86-
385.55) and 0.0036 for Fisher’s Exact, respectively. The results
of this study demonstrate the occurrence of B. canis in this city
of Cuiabéa, and suggest and new research and monitoring and

proposes a molecular diagnostics to B. canis, the PCR
techinique.
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INTRODUCAO

A brucelose é considerada uma zoonose de
importancia em salde publica que acomete 0 homem e
osanimais (ALTON etal., 1976; CARMICHAEL etal.,
1968; KEID 2006). A infeccdo por Brucella canis é
descrita em um ndmero limitado de animais, sendo 0s
canideos domeésticos e silvestres os mais susceptiveis,
e a doenca, quando ocorre em canis, ocasiona perdas
reprodutivas (MIRANDA etal., 2005).

Relatos de casos em humanos infectados
foram associados ao contato com cées (MIRANDA et
al., 2005), manifestando-se principalmente em tratadores
de canis e em proprietarios de cdes infectados (SUZUKI
etal., 2008). Aiinfeccdo é transmitida por contato direto
e indireto com animais infectados, através de tecidos
fetais abortados, descargas vaginais do parto ou do
abortamento, assim como urina (OLIVEIRA etal., 2010;
SALGADO, 2006). Em 2010, KAO et al. relataram dois
casos em humanos no Japdo e, em 2011, LAWACZECK
et al. relataram um caso positivo para B. canis em
paciente com a Sindrome da Imunodeficiéncia
Adquiridano Arizona (EUA). FONSECAZ et al. (1999)
também examinaram soros humanos e encontraram
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14,6% de amostras reagentes para B. canis, sendo que
11,2% dos positivos eram donas de casa que
provavelmente se infectaram pelo contato com animais
de estimagdo. A infeccdo através da manipulacéo de
material positivo é descrita em laboratoristas, sendo
esta bactéria classificada na categoria B de
bioterrorismo (AL DAHOUK et al., 2010).

O diagnostico de rotina das bruceloses tem
sido baseado em métodos diretos (cultura) e indiretos
(testes sorologicos). Os métodos sorolégicos mais
utilizados se baseiam em técnicas de aglutinacéo e/ou
precipitagdo contra antigenos de B. ovis ou B. canis,
pois estas espécies compartilham antigenos de
superficie e sdo utilizadas para o diagnostico da
brucelose canina (KEID, 2006). Atualmente, existem
outros métodos propostos para detecgdo da infeccao
no céo, incluindo ensaios de imunocromatografia (KIM
et al., 2007) e método de Reacdo em Cadeia pela
Polimerase (PCR) (KEID etal., 2007b; OLIVEIRA etal.,
2010). A PCR é uma alternativa pela rapidez e
sensibilidade da técnica em detectar DNA de Brucella,
pois ndo depende da viabilidade da bactéria, nem da
presenca de contaminantes (KEID et al., 2007Db).

Considerando a importéncia da brucelose
canina como zoonose e do diagnostico molecular para
este agente, além da escassez de dados na cidade de
Cuiaba, os objetivos do presente trabalho foram
determinar a ocorréncia da brucelose por B. canis pela
PCR no municipio e verificar possiveis fatores de risco
que poderiam favorecer a ocorréncia da infeccdo.

MATERIAL E METODOS

Area de estudo

O inquérito foi realizado no municipio de
Cuiaba, no periodo de margo de 2007 a margo de 2008.
Conforme a Lei n.3262 de 1994, criaram-se as
Administragdes Regionais no Municipio de Cuiaba,
dividindo-o em Distritos Sanitarios: Norte, Sul, Leste e
Oeste. Os dados deste trabalho pertencem a um bairro
de um dos quatro Distritos Sanitarios:: Morada do Ouro
(Norte), Coophema (Sul), Jardim Universitario (Leste)
e Cidade Alta (Oeste).

Amostragem

O ndmero de amostras foi calculado com base na
populacéo canina de cada bairro, com aproximadamente
694 animais por bairro, de acordo com o censo animal
realizado pelo Centro de Controle de Zoonoses de
Cuiabd, MT (2007), onde, no bairro Coophema, tem-se
uma estimativa populacional de 486 cées; Cidade Alta
com 691 cdes; Jardim Universitario com 717 cdes e
Morada do Ouro com 879 cées. O célculo foi executado

pelo programa Epi Info 3.5.1 (2008), considerando-se a
prevaléncia estimada de 33,16% KEID (2006), erro
aceitavel de 10% e nivel de confianca de 95%,
resultando em 71 cdes no Coophema, Cidade Alta com
74 c&es, Jardim Universitario com 74 cies e Morada do
Ouro com 75 cées, resultando em 294 amostras,
entretanto, como foram coletadas 327 amostras, todas
foram testadas, totalizando um n amostral de 327.

A unidade amostral foi feita por domicilio, sem contato
prévio com o proprietario. Nos bairros selecionados,
foram visitadas todas as ruas e cada quinta casa, a
Gltima foi selecionada. Os animais foram submetidos
ao exame clinico geral, através da inspecéo e palpacéo.
As amostras sanguineas foram obtidas por
venopuncéo cefalica ou jugular externa, totalizando 05
mililitros (ml). Apds a coleta, as amostras sanguineas
foram acondicionadas individualmente e enviadas,
devidamente refrigeradas ao laboratorio e conservadas
a-20°C até o momento de extracdo de DNA.

Extracdo de DNA e Reacdo em Cadeia pela Polimerase
(PCR)

As amostras foram submetidas a extracdo de
DNA gendémico, conforme protocolo descrito por
AUSUBEL etal. (1999). Aseguir, foram realizados os testes
moleculares pela PCR, de acordo com o protocolo descrito
por KIM et al.(2006), utilizando-se os oligonucleotideos
B2N-1 (GTCGCGGATTCTACCTCACCT) e B2N-2
(TAAGCAGGTAAGAGGCAATTT) que amplificam um
fragmento de 280 pares de bases(pb) do gene virB2
para a espécie Brucella canis. Os produtos
amplificados foram analisados por eletroforese em gel
de agarose 1,5%, corados com brometo de etidio e
observados em transluminador (300nm), com marcador
de massa molecular de 100pb.

Levantamento dos fatores de risco

Durante a coleta de sangue, foi aplicado um
questionario a cada proprietario com abordagens
referentes a sexo, raca, idade, manejo (permanéncia na
casa, convivio com a familia, acesso a rua e convivio
com outros animais).

Anélise estatistica

Para o estudo de associacdo da presenga
de sinais clinicos e fatores de risco associados a
positividade para B. canis, foi realizada analise
univariada através da estimativa pontual e intervalar
da odds ratio (OR) (OR foi calculado quando o P<0,05),
executada pelo Epi Info 3.5.1 (2008). O resultado foi
considerado significativo quando o intervalo de
confianga ndo incluia o valor 1. O teste de hipoteses
foi realizado pelo teste do Qui-quadrado ou exato de
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Fisher, quando necessario (teste monocaudal) (ZAR
1999), e o nivel de significancia adotado foi de 0,05.

RESULTADOS

Dos 327 animais testados, 79 (24,1%) (IC
95%: 19,7 - 29,0) foram positivos ao PCR. O bairro com
maior percentual de animais positivos foi Cidade Alta
com 24 (27,2%), seguidos por 21 (23,8%) no Morada
do Ouro, 16 (22,8%) no Coophema e 18 (22%) no Jardim
Universitario, ndo havendo diferenca estatistica entre
eles. Os resultados da andlise de associagdo entre
varidveis como sexo, raga, idade, tipos de manejo,
presenca ou auséncia de sinais clinicos e positividade
por B. canis sdo apresentados na tabela 1.

Foi observada a associagdo entre a presenca
de conjuntivite e ceratite com a positividade por B.

canis, sendo considerados estatisticamente
significativos p= 0,05 (Tabela 2).

DISCUSSAO

O presente estudo detectou pela primeira
vez caes positivos para B. canis pela PCR em Cuiaba,
MT, e a ocorréncia dessa infecdo foi de 24,1%. Em
estudo anterior no mesmo municipio, SILVA (2010)
relatou a prevaléncia de anticorpos contra o agente em
21,2% dos cdes avaliados. Apesar desta concordancia
de resultados, KEID et al. (2007a) relatam que os
métodos baseados em biologia molecular permitem um
diagnostico mais rapido e eficaz quando o exame de
brucelose é realizado em populagdes caninas. Assim, 0
diagndstico por PCR poderia ser usado como teste
confirmatdrio para infecgéo por B. canis.

Tabela 1 - Resultados da analise de associacdo entre varidveis como sexo, raca, idade, tipos de manejo, sinais clinicos e positividade por B.
canis, com seus respectivos valores de odds ratio(OR), intervalo de confianga de 95% (1.C.95%) e P<0,05.

Variaveis Descricao N Positivos % OR?(I.C. 95%) P
Sexo Macho 158 37 46,8 1,08(0,63-1,85) 0,86
Fémea 169 42 53,1
Raca Sem raca definida 143 37 46,8 1,18(0,69-2,02) 0,61
¢ Com raga definida 184 42 53,1
Desconhecida 4* 1* 1,2 1,05 0,67
Atélano 45 8 10,1 0,64(0,26-1,52) 0,37
Idade De 1-3 anos 87 24 30,3 1,28(0,71-2,32) 0,46
De 3-6 anos 103 24 30,3 0,93(0,52-1,67) 0,91
Mais de 6 anos 88 22 27,8 1,06(0,58-1,94) 0,94
Dentro 26 4* 51 0,55(0,15-1,7) 0,394
Permanéncia na casa Quintal 255 62 78,4 1,04(0,54-2,0) 0,973
Ambos 46 13 16,4 1,28(0,6-2,71) 0,606
L - Até 1 ano 56 14 17,7 1,06(0,51-2,15) 0,9
Convivio com a familia .
Mais de 1 ano 271 65 82,2
R Sim 149 37 46,8 1,07(0,62-1,83) 0,89
Acesso a rua N
Néo 178 42 53,1
) . Sim 178 43 54,4 1(0,58-1,72) 0,89
Convive com animais .
Néo 149 36 455
e Sim 240 44 55,6 0,33(0,19-0,59) 0,00008
Sinais Clinicos .
Nao 87 35 44,3

# Valores calculados com o programa Epi Info 3.5.1 (2008).

*Foi utilizado o teste de Fisher, pois os valores esperados foram menores que 5.
% Refere-se a porcentagem de positivos na categoria em relacdo ao total de positivos.
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Relatos da infeccdo por este agente em cées
vém sendo também realizados em diferentes localidades
do Brasil através da deteccdo de anticorpos.
CAVALCANT I etal. (2006), em Salvador, ALMEIDA et
al. (2004), em Alfenas, MG, AGUIAR et al. (2005), em
Monte Negro, RO, e AZEVEDOQ et al. (2003), em Santana
do Parnaiba, SP, obtiveram, respectivamente, 5,88%,
14,2%, 3,6% e 2,2% de animais positivos. As diferencas
observadas entre o resultado do presente estudo e
dos demais supracitados podem ser justificadas pela
metodologia conduzida por testes soroldgicos, o que
difere do diagnostico molecular que possui maior
sensibilidade e especificidade (BRICKER, 2002; KEID
et al., 2009; NOOSUD et al., 2009). Por outro lado,
quando analisados canis com problemas reprodutivos,
VARGAS et al. (1996), no municipio de Uruguaiana,
RS, e MEGID etal. (1999), em Botucatu, SP, detectaram
72,7% e 57,1% de positividade, respectivamente.
Nesses locais, as taxas de infecdo tendem a ser mais
elevadas em virtude do ambiente propicio para rapida
difusdo da infeccdo (CARMICHAEL & GREENE, 1998).

Néao foi observada associacdo entre a
infeccdo por B. canis e a variavel sexo, estando
igualmente expostos tanto os machos (46,8%) como as
fémeas (53,1%). Resultados semelhantes foram
descritos por PORTO et al. (2008), AZEVEDO et al.
(2003), CAVALCANTI et al. (2006), embora utilizando
métodos soroldgicos. Neste estudo, ndo houve
predisposicdo de raca, estando os animais positivos
SRD (46,8%) e os com raca definida (53,1%) igualmente
expostos a infeccdo. HOLLET (2006) relata que, apesar
de ter uma maior prevaléncia em cdes de raca pura,
animais mesticos e SRD reprodutivamente ativos séo
suscetiveis. Resultados diferentes foram encontrados
por PORTO et al. (2008), que relatam diferencas
observadas entre raga na cidade de Macei6, AL. Neste
caso, representado pela menor positividade nos cées
com raga definida.

Em relagdo a idade, no presente estudo,
observou-se que 70 (88,60%) dos animais positivos
tinham mais de um ano de idade, mas néo foi observada
associacdo significativa entre idade e a ocorréncia de
positivos por B. canis, porém essa faixa etaria estava em
maior nimero de animais coletados. Resultados similares
foram obtidos por PORTO et al. (2008), VASCONCELQOS
et al. (2008) e CAVALCANTI et al. (2006), que
encontraram uma maior proporcdo de positivos em
animais com idade superior a um ano. Isso pode ser
justificado pela maturidade reprodutiva do cdo, bem
como pela maior possibilidade de contato com animais
infectados em funcdo da idade (CARMICHAEL &
GREENE, 1998; AZEVEDOetal., 2003).

Ao analisar o tipo de manejo, foram
considerados: o tempo do animal com a familia, funcédo
na casa, local de permanéncia na casa, convivéncia
com outros animais e acesso a rua. Apds andlise, ndo
foi constatada associacdo significativa com a
ocorréncia de positividade por B. canis. Apenas
AZEVEDO et al. (2003) observaram associa¢do com
caes mantidos soltos.

Em relacdo a presenca de sinais clinicos,
observou-se que 44 (55,6%) dos cdes que nao
apresentavam e 35 (44,3%) dos que apresentavam sinais
clinicos foram positivos para B. canis. HOLLET (2006)
relata que os sinais clinicos variam desde formas
assintomaticas, apesar de uma infecgéo sistémica em
curso. Os principais sinais clinicos encontrados neste
estudo estdo descritos na tabela 2, a qual sumariza a
frequéncia desses sinais nos cées analisados para B.
canis. De acordo com o tipo de sinal clinico, observou-
se a associacdo entre conjuntivite e ceratite com a
positividade para B. canis. A presenca de lesdes
oculares em cées naturalmente e experimentalmente
infectados por B. canis foi relatada por LEDBETTER
etal. (2009), inclusive com ceratoconjuntivite.

Tabela 2 - Frequéncia de cdes positivos e negativos por Brucella canis pela Reagdo em Cadeia pela Polimerase com sinais clinicos no

Municipio de Cuiabd, MT.

Cies

a
ades

Sinais clinicos . . . e Total P
Positivo com sinais Negativos com sinais
Apatia 3(60) 2(40) 5 (5,74) 0,173
Emagrecimento 4(50) 4(50) 8(9,19) 0,180
Linfoadenopatia 2(20) 8(80) 10(11,49) 0,940
Alopecia 12(30) 28(70) 40(45,97) 0,460
Catarata 2(33,33) 4(66,67) 6 (6,89) 0,960
Conjuntivite 7(58,33) 5(41,67) 12 13,79) 0,0103
Ceratite 5(83,33) 1(16,67) 6 (6,89) 0,0036
Total 35(40,22) 52(59,78) 87(100)
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CONCLUSAO

Através dos resultados obtidos neste
estudo, observou-se uma ocorréncia de 24,1% para B.
canis no municipio de Cuiaba. O perfil epidemioldgico
da infeccdo mostrou que a B. canis infecta em iguais
condicBes os animais em relacdo ao sexo, raga e tipos
de manejo, havendo, contudo, associag&o significativa
entre positividade por B. canis e presenca de
conjuntivite e ceratite. O estudo sugere que medidas
sejam adotadas, como acdes locais que agilizam o
controle e desenvolvam um monitoramento das regifes
ou setores de maior ocorréncia, juntamente com a
implantacdo de um Programa de Controle da Brucelose
Canina que viabilize e execute propostas de Acéo,
Vigilancia e Educagdo em Salde para a populacao.
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