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RESUMO

A brucelose € uma zoonose, infecto-contagiosa, endémica, ocasionada por bactérias
coco-bacilos, gram-negativas pertencentes ao género Brucella, os caes, assim como
os bovinos quando infectados estdo sujeitos a problemas reprodutivos, tais como:
abortamentos, nascimento de crias fracas e baixa fertilidade. Objetivou-se com este
estudo, detectar e identificar espécies de Brucella que infectam caes em area
endémica para Brucelose. Para isto, foram colhidas amostras de sangue, sem e
com anticoagulante, de 168 caes procedentes da regido do Pantanal Sul
Matogrossense. As amostras colhidas sem anticoagulante foram processadas para a
realizacao dos testes soroldgicos por imunodifusdao em agar gel (IDGA). Foi possivel
detectar uma frequéncia de 6,83% (8/117) animais positivos anti - Brucella canis e
para o antigeno acidificado tamponado (AAT) foi de 10,20% (15/147) de positivos
anti B. abortus. As amostras de sangue com anticoagulante foram submetidas a
extracdo de DNA e a reagdo em cadeia da polimerase (PCR), das 168 amostras
analisadas foi possivel detectar 43,45% (73/168) de animais positivos utilizando se
os pares de primers B4/B5, 41,66% (70/168) de animais positivos no 1IS711 que sao
primers para Brucella spp. e 10,71% (18/168) de amostras positivas no primer
BruAb_0168 para B. abortus. Também foram testados primers especificos para B.
canis, entretanto ndo obteve-se amostras positivas. Com o estudo foi possivel
detectar a anticorpos anti B. canis e B. abortus e também a presenca de DNA de
Brucella em amostras de sangue de animais provenientes de area endémica para

brucelose.

Palavras-chave: Brucelose canina, sorologia, PCR, Zona rural.



ABSTRACT

Brucellosisis a zoonotic disease caused by gram-negative bactéria of the genus
Brucella, andendemic in cattle in Pantanal region. The dogs, as well ascattle, when
infected, are subject to reproductive disorders, such as abortion, still births and
infertility. The aim of this study was the detection and identification of Brucella
species that infect dogs in Pantanal. For this purpose, whole blood and serum
samples were collected from 168 dogs from the region. Serum samples were
submitted to agar gel immunodiffusion test (AGID) to B. canis and buffered acidified
antigen (BAA) to B.abortus, and samples of whole blood, after DNA extraction, were
subjected to the polymerase chain reaction (PCR) using different molecular markers.
It was detected a seroprevalence of 6.83% (8/117) in the AGID test and a
seroprevalence of 10.20% (15/147) in the AAT test. Ofthe 168 samples submitted to
PCR, we detected a positivity of 43.45% (73/168) using the primer B4 / B5, 41.66%
(70/168) for the primer IS711, and 10.71% (18/168) using the primer BruAb_0168.
Also we tested specific primers for B. canis, however no sample was reagent to the
test. With this study was possible to detect the presence of antibodies against B.
canis and B. abortus and the presence of Brucella DNA in whole blood samples of

dogs from anendemic area for brucellosis.

Palavras-chave: Canine brucellosis, serology, PCR, countryside.



1. INTRODUGAO

A brucelose é uma zoonose causada por bactérias gram-negativas,
intracelulares facultativas pertencentes ao género Brucella, que infectam os animais
domésticos, silvestres e seres humanos (NICOLETTI, 1989). E uma das doencas
infecciosas de maior impacto econbémico na medicina veterinaria, devido aos
prejuizos causados em consequéncia dos disturbios reprodutivos ocasionados nos
animais. De acordo com a Food and Agriculture Organization (FAO), a World Health
Organization (WHO) e Office International de Epizooties (OIE), a brucelose é ainda

uma das mais importantes zoonoses disseminada no mundo (OIE, 2012).

As espécies de Brucella podem ser classificadas de acordo com a associacao
entre patdgenos-hospedeiros: Brucella melitensis em caprinos (podendo infectar
bovinos, ovinos, canideos e humanos); B. abortus em bovinos (bubalinos, cervideos,
canideos e seres humanos); B. ovis em ovinos, B. suis em suinos, B. neotomae em
ratos do deserto, B. canis em canideos (seres humanos) (CORBEL; BRINLEY-
MORGAN, 1984), B. ceti (golfinhos e baleias) e B. pinnipedialis (focas e lebes
marinhos) (FOSTER et al.,, 2007) e B. microti (roedores e canideos selvagens)
(SCHOLZ et al., 2008) e B. inopinata uma espécie nova em seres humanos
(SCHOLZ et al., 2010).

As bactérias do género Brucella sao divididas em dois grandes grupos
morfoldgicos, de acordo com a composi¢géo bioquimica do lipopolissacarideo (LPS)
da membrana celular, sendo caracterizadas por colénias lisas ou rugosas. A
molécula de LPS das colbnias lisas apresenta-se completa e € composta por trés
dominios: porgdo imuno-dominante externa, denomindade de antigeno-O; o nucleo
de oligossacarideos; e a porcéo glicolipidica interna, denomindade de lipideo A
(GODFROID et al.,, 2002). O antigeno-O é composto de homopolimeros de 4,6
dideoxi 4-formamida-alfa-D-mamipiranosil, € nas col6énias de morfologia rugosas

esta porcao é ausente.



Um dos fatores de viruléncia de B. abortus, B. melitensis e B. suis que
apresentam morfologia do tipo lisa, € conferido pelo antigeno O, que é responsavel
pela protecdo contra os agentes hidrofébicos, protege da lise mediada pelo
complemento e confere resisténcia a morte por granulos microbicidas intracelulares
de leucdcitos polimorfonucleares (GODFROID et al. 2002).

As espécies B. ovis e B. canis apresentam fenédtipo do tipo rugoso ou
mucoéide, determinando assim sua morfologia colonial (BRASIL, 2006). Entretanto
essas bactérias, apesar de serem rugosas, sao extremamente patogénicas aos seus
hospedeiros naturais, indicando que o antigeno-O do LPS n&o é o unico fator
necessario para a viruléncia de Brucella (GODFROID et al. 2002).

A brucelose canina é considerada uma zoonose de importdncia em saude
publica (CARMICHAEL; KENNEY, 1968), causada por B. canis. Os canideos
domésticos e silvestres sdo susceptiveis, ocasionando nestes hospedeiros perdas
reprodutivas; como abortos em fémeas gestantes e epididimites e orquites em
machos (MIRANDA et al. 2005, MEGID et al. 2007, KEID et al. 2004).

No Brasil, sdo realizados estudos com intuito de identificar, isolar o agente
(GODOQY et al., 1977; KEID, 2001) e inquéritos sorolégicos (AZEVEDO et al., 2003;
MEGID et al., 2007, BEZERRA et al.,, 2012) enfatizaram a importancia clinica e
epidemiolégica do agente na populagdo canina. O carater zoonético de B. canis
também deve ser considerado, devido aos relatos clinicos em seres humanos
(ROXO et al., 1990; CARMICHAEL; GREENE, 1998). Outras espécies de Brucella,
como B. abortus, B. melitensis e B. suis foram ocasionalmente associadas com a
brucelose nos caes (BRICKNELL et al., 1976; SANDOVAL et al., 1976; BARR et al.,
1986; MIRANDA et al., 2005; MEGID et al., 2006; OIE, 2012).

Entretanto, a infeccdo natural de caes por B. abortus é de ocorréncia
esporadica e geralmente resulta do contato estreito de caes, com bovinos infectados
em areas rurais (MEGID et al.,, 2006). Os caes podem se infectar por contato ou
ingestdo de produtos de origem animal, restos placentarios ou de fetos abortados
infectados (CARMICHAEL; GREENE, 1998; AZEVEDO et al., 2003; MIRANDA et al.,
2005; CORRENTE et al., 2010). Os caes parecem ser mais resistentes a infecgao
por brucelas lisas, sendo raras as manifestacées clinicas decorrentes da infeccao
(AZEVEDO et al., 2003), porém quando associadas a outras infec¢des ou com

relacdo ao estado imunolégico e nutricional dos animais, estes podem apresentar



linfadenopatia, abortamentos, orquites, epididimite e lesdes articulares (BRICKNELL
et al., 1976 ).

A identificagdo dos caes infectados por B. abortus é importante, pois esses
animais podem constituir fontes de infecgao, eliminar o agente no ambiente pela
urina, por ejaculados, por secregdes vaginais, por fetos abortados ou pelas fezes
(FORBES, 1990; BAEK et al., 2003).

O impacto da transmissdo de patdégenos entre animais silvestres e
domésticos ainda é pouco conhecido. Apenas em longo prazo por meio da
investigacdo dos animais silvestres e domésticos que habitam a mesma regido
ajudardo a identificar o reservatorio natural de doengas em &reas endémicas,
criando oportunidades de medidas preventivas (TRUONG et al, 2001). Estudos
epidemiolégicos tém mostrado diferengcas na patogenicidade e na taxa de
transmissdo de Brucella, sugerindo uma veiculagdo entre os animais domeésticos e
silvestres (GODFROID, 2002). Ha relatos que os canideos domésticos e silvestres
podem ser reservatorios das espécies de Brucella. Por consequéncia, o
conhecimento sobre a prevaléncia de Brucella nos canideos é crucial para o controle

da brucelose nos bovinos no Pantanal Sul Matogrossense.



2. OBJETIVO

2.1. Objetivo Geral

Dedeterminar a frequéncia de anticorpos anti Brucella canis e Brucella
abortus e a presenca de DNA de espécies de Brucella presentes em caes residentes
na regido do Pantanal Sul Matogrossense.

2.2. Objetivos Especificos

v' Detectar os animais infectados por métodos sorolégicos e PCR,
v’ |dentificar as espécies de Brucella por sequenciamento e,

v' Determinar o posicionamento dos fragmentos sequenciados dentro do grupo
das espécies de Brucella.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O primeiro isolamento de Brucella sp. foi realizado por David Bruce, na llha de
Malta, de militares ingleses que apresentavam os sintomas da "Febre do
Mediterraneo", segundo Bruce (1887 apud POESTER, 2013). Apds identificagcao dos
cocos-bacilos gram-negativos, Bruce denominou-os de Micrococcus melitensis.
Desde o inicio da histéria desta enfermidade, as caracteristicas zoonéticas ja haviam
sido observadas, pois a relacdo com o consumo de leite cru e o desenvolvimento
dos sintomas de febre eram fatos conhecidos. Naquela época, David Bruce, um
fisico do Exército Real da Inglaterra, alertara as autoridades sanitarias dos EUA,
durante uma importagao de cabras da Ilha de Malta, sobre os potenciais riscos desta
doenca (BRUCE, 1893). Em homenagem a Bruce, a espécie foi renomeada Brucella
melitensis. Conforme Bang (1897 apud POESTER, 2013) fez o primeiro relato sobre

o isolamento de B. abortus a partir de vacas que abortaram.

3.1. Caracteristicas biolégicas e morfolégicas de bactérias do género
Brucella

As bactérias representantes do género Brucella sao gram-negativas,
cocobacilos curtos (0,6 — 1,5 ym x 0,5 — 0,7 um), aerdbicas, iméveis, nao formadoras
de esporos, intracelulares facultativas, microaerofilas, pleomorficas, caracterizadas
pela infeccdo do sistema mononuclear fagocitario, acometendo seres humanos e
varias outras espécies de mamiferos (ALTON et al., 1988). O género Brucella
pertence a subdivisdo Alpha das Proteobactérias, que sao bactérias que vivem com
animais e plantas (MORENO; MORIYON, 2002).

O genoma de Brucella é composto por dois cromossomos circulares,
geralmente de 2,1Mb e 1,15Mb, sem a presencga de plasmideos (OUAHRANI et al.,
1993). A presenca de dois cromossomos, e nao de apenas um Cromossomo € um
plasmideo é sustentada devido ao fato de ambos replicons conterem genes que sao

essenciais a sobrevivéncia destas bactérias (VIZCAINO et al., 2001).



O género Brucella é altamente conservado e homogéneo em nivel gendmico,
com todas as espécies apresentando acima de 97% de homologia em estudos de
hibridizagdo DNA-DNA (VERGER et al., 1985). Entretanto, as espécies de Brucella
podem ser diferenciadas através do polimorfismo de um simples nucleotideo (SNP)
e pelas caracteristicas de viruléncia e preferéncia por hospedeiros (MORENO,
2014).

As espécies de Brucella podem ser identificadas por meio de uma bateria
classica de ensaios bioquimicos também baseados em diferentes caracteristicas
(CORBEL, 1997).

A identificagdo dos agentes causadores da brucelose é um dos pontos
essenciais do Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e
Tuberculose (PNCEBT) e os métodos de confirmacdo direta sdo de extrema
importancia na identificacdo de focos da doenca, bem como na caracterizagao do

agente, das cepas e biovares envolvidos.

3.2. Caracteristicas de patogenicidade
As bactérias pertencentes ao género Brucella apresentam caracteristicas
peculiares de resisténcia ao hospedeiro, induzindo infecgdes crénicas e persistentes,
sobrevivendo e se multiplicando dentro de células fagociticas (OLIVEIRA et al.,
2002; SEXTON; VOGEL, 2002).

Assim como nos bovinos acometidos por B. abortus, nos caes infectados por
B. canis também podem ocorrer alteragdes reprodutivas. Nas fémeas predominam
os abortos e os natimortos, a maioria dos abortos ocorre tardiamente, durante a
sétima e nona semana de gestagao. Os sinais clinicos ocorrem durante gestacdes
subsequentes em alguns caes (WANKE, 2004; MEGID, 2010; OIE, 2012).

Brucella canis pode causar infertilidade nos machos. O esperma pode ter
anormalidades morfolégicas e viabilidade reduzida. Edema, epididimite escrotal e
orquite podem ser observadas. Dermatite escrotal pode ocorrer devido a auto-
trauma e a atrofia testicular unilateral ou bilateral sdo relatadas em infeccdes
cronicas, e alguns machos tornam-se inférteis (WANKE, 2004; OIE, 2012;
POESTER; SAMARTINO; SANTOS, 2013).



Linfadenite € comum nos cées infectados; os linfonodos retrofaringeos podem
aumentar de tamanho apds a infeccdo oral, e os linfonodos iliacos superficiais
inguinais e externo apos a infecgdo vaginal. Alguns sintomas sao ocasionalmente
relatados incluindo letargia ou fadiga, intolerdncia ao exercicio, diminuicdo do
apetite, perda de peso e anomalias comportamentais, como perda de ateng¢do e mau
desempenho de tarefas. No entanto, a maioria dos caes afetados sao
assintomaticos (OIE, 2012). Hepatomegalia e disturbios na citologia hepatica, tais

como granulomas dentro do parénquima, podem ocorrer (AKRITIDIS et al., 2007).

Os caes com brucelose podem recuperar-se espontaneamente a partir de um
ano apos a infeccdo, mas a recuperagdo € mais comum em 2 a 3 anos, sendo que
alguns caes podem permanecer cronicamente infectados por pelo menos cinco
anos. As mortes sdo raras, exceto no feto ou recém-nascido. O numero de animais
assintomaticos pode ser alto, os quais podem atuar como fontes de infeccéo para
outros animais ou para as pessoas (WANKE, 2004; CASTRILLON-SALAZAR et al.,
2013).

3.3. Resisténcia e transmissao de Brucella

As bactérias do género Brucella sao resistentes aos intemperes ambientais;
estas bactérias podem permanecer periodos de aproximadamente seis meses em
material de aborto ou parto nas pastagens. A permanéncia destas bactérias no
ambiente aumenta em determinadas condicbes como a presenca de sombra,
umidade e baixas temperaturas. Desta forma, a exposicdo ao sol € recomendada
principalmente em locais com altas taxas de contaminagdo ambiental, devido ao seu
potencial bactericida (BRASIL, 2006). Um dos mecanismos de transmissao de
Brucella é por via oral (CRAWFORD et al., 1990; ACHA; SZYFRES, 2003). Durante
o aborto e parto de animais infectados é eliminada uma grande quantidade de
bactéria e, além disso, estes animais continuam eliminando a bactéria nas

secrecgdes uterinas por aproximadamente 30 dias.

Os habitos dos animais de lamber e cheirar os recém nascidos, ou mesmo
fetos abortados, principalmente por outras vacas, favorecem a transmissao da
brucelose. Os machos de bovinos apresentam uma pequena importancia na
transmissao da brucelose durante a monta natural, pois a vagina apresenta barreiras

inespecificas que dificultam a infeccdo (CAMPERO, 1993). No processo de



reproducdo assistida o sémen infectado por B. abortus é altamente infeccioso por

ser depositado diretamente no utero, livre das barreiras (CAMPERO, 1993).

Um dos fatores de risco para a brucelose é a introducao de animais
infectados em rebanhos livres e, consequentemente, o aumento da frequéncia de
animais infectados. além disso, a ndo exigéncia de atestado negativo para brucelose

dos animais adquiridos favorecem a introducao da doenga (POESTER et al., 2005).

Para isso, deve-se adquirir animais de propriedades livres de brucelose, pois,
gquando esses sao adquiridos de propriedades que tenham animais com a doencga,
mesmo que sejam negativos sorologicamente, ha o risco de estarem em periodo de
incubacao (POESTER et al., 2005). Outros fatores, como a auséncia ou baixa taxa
de vacinagao, o grande tamanho e alta densidade de alguns rebanhos e a demora
na eliminacdo dos animais infectados, propiciam a maior transmissao da brucelose
dentro dos rebanhos (NICOLETTI, 1989; CRAWFORD et al., 1990; PAULIN;
FERREIRA NETO, 2003).

As espécies de Brucella sao sensiveis a pasteurizacdo e aos desinfetantes
como cal, cloro, cresol, fenol e formol, que devem ser utilizados na desinfec¢ao de

instalagdes, utensilios e ambientes contaminados (CRAWFORD et al., 1990).

O ciclo de transmissdo de B. abortus pode ocorrer de varias formas e os
seres humanos podem infectar-se com a bactéria por meio da ingestdo de produtos
lacteos nao pasteurizados (Figura 1). A pasteurizagao ou fermentacao de produtos
lacteos elimina as bactérias e o risco da infeccdo em humanos. As Infeccdes
cruzadas entre os animais selvagens e domésticos podem manter as bactérias no
ambiente e apresentam relevancia epidemioldgica. Os seres humanos e outros
animais sao considerados “dead end” para a bactéria e, portanto, ndo apresentam

relevancia epidemioldgica.



Lactagao

Gestagao

Figura 1. Ciclo de vida e transmissao de B. abortus. (adaptado de
MORENO, 2014).

3.4. Prevaléncia da Brucelose canina e bovina e a sua importancia
epidemiolégica

A brucelose canina é ocasionada principalmente pela bactéria B. canis, a qual
apresenta-se amplamente distribuida (Figura 2). Atualmente esta doenga tem sido
descrita nas Américas Central e do Sul, sudeste dos Estados Unidos da América
(EUA), Canada, Asia (Japao, india, Filipinas, Coréia, China, Malasia e Taiwan),
Africa (Nigeria) e Europa (HOLST et al., 2011). Varios surtos tém sido relatados nos
ultimos anos na Coréia e Suécia (KANG, 2014; CASTRILLON-SALAZAR, 2013), e
sugere que as infecgbes por esta espécie pode ter aumentado devido ao
crescimento e desenvolvimento da industria dos pets.

Nos EUA, o comércio de cdo levou a uma propagacéo da infecgéo, ocorrendo
uma necessidade crescente de instrumentos de regulacdo. Na Geodrgia, caes
infectados com B. canis foram identificados e uma estratégia de controle foi adotada
(HOLLETT, 2006).
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Na Europa o numero de caso € baixo, entretanto estes casos podem nao ter
sido registrados, pois B. canis nao é de notificagdo obrigatéria a Organizagao
Mundial da Saude Animal (OIE), nem para a Unido Europédia (UE), os caes
errantes na Area do Mediterraneo podem atuar como reservatérios. Nos Ultimos
anos o numero de casos publicados com infecgao por B. canis aumentou nesta
regiao (KANG, 2014).

Na Finlandia, a infeccao foi diagnosticada a partir de caes que foram
importados da Russia. O primeiro surto de B. canis na Hungria foi em 2011 em um
canil, e casos de caninos machos foram relatados na Italia e Alemanha. A infecgao
por B. canis foi descrita em trés cadelas da raga Poodle na Austria. Os anticorpos
contra B. abortus e B. canis foram descritos em um cdo macho na Polonia.
Evidéncias sorologicas mostram a ocorréncia de B. canis em varios paises da
Europa (HOLST et al., 2011).

Figura 2: Distribuicdo geografica de B. canis. (relatos de casos clinicos e de
inquérito soroldgico) A: relatérios (incluindo inquéritos soroldgicos) indicam que a
infeccdo é endémica. B: Poucos casos clinicos ou surtos em canis foram descritos
C: inquéritos sorolégicos indicam que a soroprevaléncia € baixa. Adaptado de
HOLST et al., 2011.
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A importancia dos estudos epidemiolégicos demostra que a infecgéo por B.
canis esta disseminada. Estudos soroepidemiolégicos realizados no Brasil
apresentam frequéncia de anticorpos de B. canis entre 0,84% (MORAES; MEGID;
SOUZA, 2002) e 58,3% em cées (FERREIRA et al., 2007). Porém, esses dados nao
podem ser comparados por haver diferengcas no delineamento amostral, uma vez
que estes dados variam desde relatos de casos em criatorios de caes (canis) a
levantamentos de prevaléncia em animais de companhia e errantes (MIRANDA, et
al., 2005)

Estudos sobre a prevaléncia da brucelose canina alerta os criadores de caes
para a necessidade de impedir a entrada do agente patogénico causador da
brucelose nos canis comerciais e a importancia de identificar precocemente os
animais infectados. Principalmente quando ocorre histérico de fémeas que
abortaram no final da gestagdo ou de animais com baixo desempenho reprodutivo,
para diminuir as perdas econémicas para os criadores de caes e também evitar a
infeccdo em humanos (CASTRILLON-SALAZAR, 2013).

O diagnéstico correto das infecgbes por B. canis € fundamental para o
controle e manutengcdo da doenca nos canis mantendo-os livre da doenca.
Entretanto, a brucelose canina nao é frequentemente diagnosticada em virtude das
dificuldades encontradas no diagnostico (FLORES-CASTRO et al., 1977).

A presenca de outras espécias de Brucella infectando os caes tem sido
descritas por outros autores. Baek et al., 2003 relatam a presencga de B. abortus em
caes que convivem com outros animais infectados em ambientes rurais. Os autores
ressaltam que em regides onde a prevaléncia da brucelose bovina € alta seria
prudente manter os cades longe destas fazendas, ou inclui-los no programa de
controle e erradicagao. Além disso, propdem que os caes poderiam ser valiosos

indicadores (sentinela) de Brucella em regides endémicas para brucelose bovina.

O Brasil possui um rebanho de aproximadamente 209 milhées de cabecgas e
revela avangos nos indices de produgdo, com destaque para a produtividade e para
a exportacdo de seus produtos (IBGE, 2014). No ano de 2013, as exportacbes
brasileiras de carne bovina in natura e industrializadas somaram em torno de 1,5
milhdes de toneladas que foram comercializadas em cerca de 200 paises nos cinco

continentes (ABIEC, 2014). Mas, para aumentar ainda mais seus indices de
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produtividade se faz necessario investimentos na melhora da qualidade de seus
produtos, principalmente a sanitaria. A rastreabilidade e os programas voltados para
a sanidade animal envolvendo o controle e erradicacdo de doencgas através de
vacinagoes, tratamentos e profilaxia, sdo requisitos fundamentais para que o pais
possa manter-se como exportador e expandir a competitividade no mercado.
(BRASIL, 2006)

A presenca da brucelose no rebanho brasileiro, tanto de corte como de leite,
ainda € muito alta, causando grandes prejuizos aos sistemas de producdo. As
distintas condi¢cdes geograficas, econdmicas e sociais encontradas no pais indicam
a existéncia de niveis também variados de sistemas de criagdes, com fortes
contrastes nas situacbes epidemioldgicas de uma regido para outra (POESTER,;
SAMARTINO; SANTOS, 2013). Estas caracteristicas, somadas ao indice de
desenvolvimento humano de determinadas regides, o qual exerce influéncia na
forma de controle desta doencga, geram diferengas nas prevaléncias entre as regides
(BRASIL, 2006).

Um estudo realizado pela IAGRO, nos anos de 2003 e 2004 em 22
municipios, avaliou a prevaléncia da brucelose bovina e os fatores de risco
associados a esta infeccdo em 210 propriedades, das quais foram coletadas 2.376
amostras de sangue de fémeas bovinas, com idade igual ou superior a 24 meses de
idade. Os resultados encontrados neste estudo demonstraram que a brucelose é
prevalente nas propriedades estudadas com 5,6% de animais soropositivos e que o
tipo de controle da doenca deve consistir especial atencao a exploracao do tipo
corte, a raga zebuina e a presenca de aborto (MONTEIRO, 2004). A prevaléncia
desta doenga no rebanho nacional gera barreiras internacionais ao comércio de
produtos de origem animal, além de custos diretos e indiretos, pois se trata de uma
doenca de extrema importadncia na area veterinaria e para a saude publica. Em
2009, foi realizado um estudo epidemiolégico e relataram que no Mato Grosso do
Sul, pelo menos um animal foi reagente a prova sorolégica, chegando a ser da
ordem de 41,5% (CHATE et al., 2009).

A prevaléncia desta doenca no rebanho nacional gera barreiras internacionais
ao comércio de produtos de origem animal, além de custos diretos e indiretos, pois

se trata de uma doenca de extrema importancia na area veterinaria e para a saude
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publica.

3.5 Diagnéstico

O método mais confiavel e inequivoco para o diagnostico de doencas
determinadas por bactérias é o isolamento e a identificagdo do agente etiolégico. Os
meétodos de diagndstico para a deteccdo da brucelose sdo baseados em aspectos
clinicos, nos dados epidemiolégicos e nos métodos laboratoriais, pela identificagao
do agente por métodos diretos, com isolamento e cultura do agente; pela deteccao
do DNA genbdmico por meio da reacdo em cadeia da polimerase (PCR) ou por
métodos indiretos pela deteccdo de anticorpos contra Brucella spp. (ACHA;
SZYFRES, 1986; BRASIL, 2006; PAULIN; FERREIRA NETO, 2003).

3.5.1 Diagnéstico sorolégico empregados na detecgcao de anticorpo anti
-Brucella.

Os métodos indiretos sdo utilizados como testes de triagens, baseados na
presenca de anticorpos nos soros e nos fluidos corporais. Os primeiros testes
sorolégicos descritos na detecgao de anticorpos contra B. canis foi o de aglutinagao
em tubo (MOORE; BENNETT, 1967) para aglutinagao rapida em placa utilizando o
2- mercaptoetanol (2ME), e o teste de aglutinicdo melhorado por CARMICHAEL e
JOUBERT (1988) com o emprego de uma amostra ndo mucéide (M-) de B. canis na

producéo do antigeno.

O diagndstico da brucelose canina é bastante dificil devido a flutuacdo de
titulos de anticorpos séricos e aos diferentes métodos usados para detecta-los
(WANKE, 2004). Alguns testes sorologicos apresentam o inconveniente de erros na

interpretacédo, em decorréncia da reatividade cruzada com outros microrganismos.

Como consequéncia da inacuracia dos testes soroldgicos, a cultura € o
método definitivo para confirmagéo do diagnéstico. Entretanto, cdes cronicamente
infectados podem apresentar resultados falso-negativos no teste (JOHNSON;
WALKER, 1992). Assim como nos estudos da brucelose bovina, os testes mais
utilizados para detecgédo de anticorpos contra antigenos de superficie de B. canis
sdo os testes de soroaglutinacdo rapida (SAR) e soroaglutinagdo lenta em tubo
(SAL) (JOHNSON; WALKER, 1992). Ambos s&o testes sensiveis e detectam

animais recentemente infectados, sendo indicados para procedimentos de triagem
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(JOHNSON; WALKER, 1992). Sendo que, o SAR que tem como antigeno B. ovis
corados com o corante rosa de bengala & o teste sorolégico mais comumente
utilizado na triagem das infecgdes por B. canis. Caracteriza-se por ser de facil
execucao, rapido e principalmente barato, além de poder ser utilizado em clinica

veterinaria.

Uma das vantagens do SAR é a detecgao precoce de anticorpos a partir de
trés a quatro semanas apés a infecgdo (CARMICHAEL; GREENE, 1998). Entretanto,
pode ocorrer uma proporgao significativa de resultados falso-positivos (GEORGE;
CARMICHAEL, 1978). Apresentando uma alta sensibilidade, porém baixa
especificidade, para diminuir o numero de reagbes falso-positivas, alguns testes
incluiram o tratamento prévio dos soros com 0,2M de 2-mercaptoetanol (2ME) que
elimina a interferéncia de IgM n&o especifica, aumentando a especificidade sem
alterar a sensibilidade do teste. Pelo fato de serem decavalentes, as moléculas de
IgM, possuem maior avidez que a moléculas de IgG, que sao bivalentes
(MINHARRO et al., 2005).

O 2ME desnatura a IgM pela destruigdo das pontes dissulfidricas,
minimizando as liga¢des inespecificas. (FERRI et al., 1977; TIMONEY et al., 1988).
Outra tentativa para diminuir as reagdes falso-positivas foi a utilizacdo de uma
amostra ndo mucdide de B. canis (M-) na preparagdo do antigeno, associada ao
tratamento prévio dos soros pelo 2ME. Isso levou a diminui¢do de resultados falso-
positivos para menos de 10% sem perda da sensibilidade da SAR — 2ME (DAMP et
al., 1973).

A SAL é o teste soroldgico classico para o diagnéstico da brucelose canina.
Fornecem os resultados em titulo (semiquantitativo) e muitas vezes utilizado para a
confirmagédo da SAR-2ME (CARMICHAEL; GREENE, 1998). Outro teste sorolégico
empregado para o diagndstico da brucelose por B. canis € a imunodifusao em gel de
agar (IDGA). Existe dois métodos de IDGA: o que utiliza antigenos de parede celular
(IDGA — LPS — B. canis e B. ovis) e o que utiliza antigenos de proteinas
citoplasmaticas (IDGA — PC — B. canis) (CARMICHAEL, 1990). O IDGA - LPS néo é
tao facilmente utilizavel quanto a SAR ou a SAL, pois a preparagcédo do antigeno e a
leitura dos resultados sdo mais complexos. Embora seja mais especifico do que a
SAR — 2ME, reacgdes cruzadas com outros microrganismos ainda podem ocorrer. O

teste de imunodifusao utilizando antigeno citoplasmatico (IDGA — PC), atualmente, &
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o método mais especifico para a detecgao de Brucella spp rugosas.

O IDGA - B. canis utilizado em paralelo com o IDGA — B. ovis aumenta a
eficacia e a confiabilidade do diagndstico sorolégico da brucelose canina, podendo
ser recomendado como teste confirmatério para o diagndstico da enfermidade
(MARASSI et al., 2004). Azevedo et al. (2004), sugerem que a concordancia regular
da fixagdo do complemento comparada a IDGA-ME, sugere a sua utilizagdo para o
diagnostico sorologico da brucelose canina por B. canis. No entanto, estudos futuros
de validacio utilizando como teste padrdo um método direto sdo necessarios, visto
que esta técnica ainda ndo é padronizada para o diagndstico da brucelose canina

por B. canis no Brasil.

Antigeno acidificado tamponado (AAT) é preconizado pelo PNCEBT e OIE
como teste padrao para triagem de B. abortus. O teste é preparado com o antigeno
na concentragdo de 8%, tamponado em pH &cido (3,65) e corado com o Rosa de
Bengala. E o teste de triagem do rebanho. A maioria dos soros de animais
bacteriologicamente positivos apresenta reagao a essa prova. Como podem ocorrer
alguns poucos casos de reagoes falso-positivas em decorréncia da utilizacdo da
vacina B19, sugere-se a confirmagado por meio de testes de maior especificidade
para se evitar o sacrificio de animais ndo infectados. E uma prova qualitativa, pois
nao indica o titulo de anticorpos do soro testado. A leitura revela a presenca ou a
auséncia de IgG1. Nas provas classicas de aglutinagao, reagem tanto anticorpos
IgM como IgG, enquanto que, nessa prova reagem somente os isotipos da classe
IgG1. O pH acidificado da mistura soro-antigeno inibe a aglutinagdo do antigeno
pelas IgM. O AAT detecta com maior precocidade as infecgdes recentes, sendo,

nesse aspecto, superior a prova lenta em tubos. (BRASIL, 2006).

Ja os métodos diretos como isolamento e cultura do agente trazem grandes
riscos de infec¢ao para o executor, pois este microrganismo pode se dispersar pelo
ar e ser inalado, desta forma, se faz necessario a utilizagdo de equipamento
adequados de protecdo (NEWBY et al., 2003; PROBERT et al., 2004). O diagndstico
da infeccdo por B. canis € normalmente realizado por isolamento do patégeno no
sangue, sémen, secregdes vaginais, urina e tecidos linfoides (GREENE;

CARMICHAEL, 2005). No entanto, o cultivo € demorado e fastidioso, como todos os
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membros do género Brucella que nao crescem facilmente em meio de cultivo, e a

cultura negativa ndo exclui auséncia do patégeno.

Atualmente, existem outros métodos para detecc¢ao da infeccao por Brucella
em caes, um destes € 0 ensaio de imunocromatografia, que € um teste rapido e
consiste na deteccdo qualitativa de anticorpos anti Brucella em amostras de soro ou
plasma de caes (KIM et al., 2007). No Brasil existe o teste comercial Brucelose Ab
Teste (Eco Diagnodstica®); este teste apresenta alta especificidade (100%) e
sensibilidade (95%). Entretanto, podem ocorrer resultados falsos positivos ou
negativos, desta forma nao é aconselhado para ser utilizado como teste de triagem e

sim como um teste apos utilizagao do teste AAT (WANKE et al., 2012).

Em relagdo a deteccéo de Brucella em outras espécies de animais como nos
bovinos varios testes sdo aplicados e estudos sao realizados no intuito de buscar

melhor técnica de controle e erradicagado da brucelose (BRASIL, 2006).

Diversos paises que erradicaram ou estdo em fase de eradicacdao da
brucelose, estado utilizando o teste de fixacdo de complemento (FC), pois é o teste
de referéncia para o transito internacional de animais recomendado pela OIE.
Apesar do FC detectar tanto IgG1 quanto IgM, o IgG1 é mais efetivo como fixador de
complemento; os animais infectados permanecem positivos por longos periodos e os
titulos de anticorpos fixadores de complemento permanecem mais elevados do que
nas provas de aglutinacdo. Nos animais vacinados, acima de 8 meses esses
anticorpos que fixam complemento desaparecem mais rapido do que os de
aglutinagao (BRASIL, 2006; POESTER, 2010; CHOTHE; SAXENA, 2014).

A prova de ELISA (indireta e competitiva) permite o processamento de um
grande numero de amostras simultaneamente e quando ha hemdlise na amostra,
nao afeta a viabilidade do soro (NOZAKI, 2004)

No I-ELISA, emprega-se como antigeno o LPS de B. abortus e como
conjugado utiliza-se anticorpo monoclonal anti-lgG1 bovina conjugado a peroxidase,
utiliza-se agentes quelantes como EDTA/EGTA para minimizar reagoes
inespecificas. O teste é de alta sensibilidade e especificidade semelhante a do AAT
(CHOTHE; SAXENA, 2014). No teste de C-Elisa, também ¢é utilizado como antigeno

imobilizado na fase soélida o LPS de B. abortus. O soro é misturado com anticorpo
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monoclonal especifico contra a cadeia “O” de B. abortus. Para detectar o anticorpo
monoclonal ligado ao antigeno imobilizado na fase sdlida do teste, utiliza-se um
conjugado de peroxidase-anti-lgG. Quanto maior a quantidade anti-cadeia “O” de
Brucella spp. no soro testado, maior sera a competicdo com o anticorpo monoclonal.
O teste é muito sensivel e especifico e recomendado pela OIE como teste
confirmatério para o diagnéstico assim como a fixagcdo de complemento (FC)
(BRASIL, 2006; CHOTHE; SAXENA, 2014).

Teste de polarizagdo de fluorescéncia (FPA) utiliza como antigeno o
polissacarideo “O” de B. abortus. A prova compara velocidades dos movimentos
aleatdrios das moléculas em solugao, que é o principal fator influente na velocidade
de rotagdo da molécula, sendo inversamente proporcional a ela. Havera formagao
dos complexos anticorpo-antigeno conjugado quando houver anticorpos no soro e a
velocidade de rotagdo sera inferior a do antigeno-conjugado isolado e com o auxilio
do equipamento de iluminagcdo por luz polarizada determina-se a velocidade de
rotagdo das moléculas. O teste é utilizado em soro e leite e € concluido em poucos
minutos, vem sendo utilizado em bovinos e existe intengdo de que seja inserido no
PNCEBT (BRASIL, 2006)

3.5.2 Diagnoéstico pela reacao em cadeia da polimerase

O método de reagao em cadeia pela polimerase (PCR) € um método de
deteccdo de DNA de patdégenos. Este tem sido amplamente aplicado pela rapidez,
sensibilidade e alta especificidade da técnica em detectar DNA, pois ndo depende
da viabilidade da bactéria (KEID et al., 2007a; HINIC, 2008; OLIVEIRA et al., 2010).
Nesta reacéao utiliza-se primers alvos de regides que identificam o género e espécies
de Brucella (VEMULAPALLI et al., 1999; MORENO et al., 2002; HINIC, 2008).

Varios ensaios de PCR tém sido desenvolvidos para diferenciacido das
espécies e biovares de Brucella, baseado no tamanho dos fragmentos amplificados
(BRICKER; HALLING, 1994) associados as analises do polimorfismo dos fragmentos
de restricdo (RFLP) (DA COSTA, 1996) e do polimorfismo por amplificagao
randémica (RAPD) (SREEVATSAN et al., 2000).
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As regides alvos utilizadas codificam proteinas externas de membrana (omp
2b, omp2a, omp31 e bcsp 31) (BAILY et al.,, 1992; GUARINO et al., 2000), 16S
rRNA (HERMAN; RIDDER, 1992), 16S-23S regido inter-génica ITS (DA COSTA,
1996), gene ligado ao metabolismo do eritritol (BRICKER; HALLING, 1994) e
sequéncias de intersegcbes 1S711 (IS313/1S639), (BRICKER; HALLING, 1994;
REDKAR et al., 2001).

Os primers B4/B5 foram utilizados para amplificar uma sequéncia de 223
pares de base (pb) do gene que codifica a proteina periplasmatica imunogénica
BCSP31 especifica de Brucella spp. (FERNANDES, 2011). Estes tém sido
amplamente utilizados na detecgao do género Brucella por ser conservado em todas
as espécies. A PCR realizada utilizando estes primers B4/B5 foram testadas em
culturas puras de B. melitensis, B. abortus e outras bactérias gram-negativas. A
sensibilidade analitica observada foi de 20 bactérias/mL de suspensao bacteriana
analisada, n&o tendo sido observadas reagbes cruzadas com os outros
microrganismos utilizados. Entretanto, verificou-se que os primers B4/B5 também
amplificam DNA de Ochrobactrum anthropi, uma bactéria cuja infeccdo associada
em seres humanos ocorre com baixa frequéncia (CASANAS et al., 2001).

Outro alvo utilizado para detecgdo de bactérias do género Brucella e o
elemento de inser¢gao multipla IS711, que se baseia nas repeticoes in tanden no
elemento de insergao 711 (IS711), que é uma regido exclusiva de Brucella spp. que
pode variar em numero de copias de acordo com as diferentes espécies e biovares
(BRICKER; HALLING, 1994; VEMULAPALLI et al., 1999; MORENO et al., 2002).
Significativos esfor¢cos tém sido realizados no desenvolvimento do diagnéstico da

brucelose pelas técnicas moleculares.

Os primers B4 e B5 foram utilizados por Keid 2001, que propés uma PCR
para deteccdo de DNA de Brucella em sangue de caes naturalmente infectados.
Porém, mesmo apds inUmeras alteracdes na reacdo de PCR a autora descreve que
nao foi possivel a deteccdo de DNA de Brucella spp. em sangue total de céaes
naturalmente infectados, descrevendo que em muitos casos foi observado multiplos
fragmentos gerados na PCR, tornando impossivel a visualizagcdo de um fragmento
unico, referente ao esperado de 223 pares de bases, correspondente ao gene que
codifica uma proteina de 31kDa.
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O par de primers BMEII0987 para género codifica uma proteina agrupada em
uma regido de 21kDa no cromossomo Il com gene flyG que amplifica 152 pb, as
transpoases com significativa semelhanga para ORF no plasmideo de Rhizobium, a
regidao de 2,2 kb no cromossomo Il que contém ORFs que estdo envolvidas na
desnitrificacdo e incluem um regulador da transcricdo do CRP (RAJASHEKARA,
2004; HINIC, 2008).

Os primers BruAb2_0168 que amplificam 81pb corresponde ao gene para B.
abortus e codifica a proteina de membrana omp31 que foram escolhidas dentro de
regides dentro as ORFs omp371 que servem para a construgcao de iniciadores e

primers para espécie (HINIC, 2008).

Estes ensaios tém sido aplicados para a deteccdo de DNA bacteriano e
identificacdo das espécies, com uma amplitude de 10 a 100 fg de DNA gendmico,
equivalente a 10 a 7000 células por mL de sangue (LEAL-KLEVEZAS et al., 1995;
GUARINO et al., 2000; LEAL-KLEVEZAS et al., 2000) ou leite (RIJPENS et al.,
1996; ROMERO; LOPEZ-GONI, 1999; SREEVATSAN et al., 2000). Ensaios por
PCR convencional utilizando um par de primer ou varios pares (PCR-Multiplex) ou
até mesmo um coquetel de primers permitem a deteccdo de mais de uma espécie
ou biovares de Brucella (BRICKER; HALLING, 1994; SREEVATSAN et al., 2000).

A maioria dos métodos de PCR foi desenvolvida utilizando DNA de Brucella
preparado diretamente a partir de bactérias cultivadas ou extraido a partir da cultura.
A qualidade e a pureza do DNA de Brucella spp. € muito importante na realizagcéo
destes métodos, especialmente para os de PCR multiplex. Qualquer inibidor nas
amostras de DNA, de quaisquer fontes, pode limitar a utilizacdo destes métodos.
Reacgdes falso-negativas podem ocorrer através de um numero de mecanismos, tais
como amostras que contém EDTA ou RNase DNase, heme, heparina, fenol,
poliaminas, polissacarideos vegetais, urina, alginato de calcio e, provavelmente,
uma série de outros reagentes. Reagbes falso-positivas resultantes a partir de
contaminacdo de amostras ou amplicon transicdo também requerem atencao
(SREEVATSAN et al., 2000).
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3.5.3 Vacinagao

No Brasil, as vacinas utilizadas sdo as recomendadas pela Organizagéo
Mundial de Epizootias (OIE) nos programas de controle da brucelose sao as vacinas
atenuadas B19 e RB51.

Todo o processo de imunizagéo esta preconizado pelo Programa Nacional de
Controle e Erradicagao da Brucelose e da Tuberculose (PNCEBT), que adotou no
ano de 2001 a vacina B19 contra brucelose bovina para a vacinagdo em massa de
novilhas entre trés e oito meses de idade.

No ano de 2007 foi aprovada a Instrugdo Normativa (IN) DAS-MAPA n°® 13
(28/08/2007), que regulamentou o uso da vacina RB51 restringindo sua
administracdo para fémeas que nao foram vacinadas com a amostra B19 e para
fémeas adultas ndo reagentes aos testes sorolégicos em estabelecimentos de
criacdo com foco de brucelose (BRASIL, 2007).

A cepa vacinal B19 é a linhagem atenuada comumente utilizada na prevencéo
da brucelose bovina e é amplamente utilizada em campanhas de erradicagdo no
mundo todo. No entanto, a B19 apresenta trés grandes desvantagens: i- € virulenta
para o homem; ii- induz aborto quando administrada em fémeas gestantes; iii- a
presenca do seu LPS liso interfere com a discriminacado entre os animais infectados
e 0s vacinados durante os procedimentos de triagem imunologica (BRASIL, 2006).
Esta cepa tornou-se atenuada devido as mutagdes expontaneas, sendo uma delas a
delecao de 702 pb no gene do ery, o que a torna incapaz de metabolizar o eritritol.
Entretanto, em algumas situagbes tem a capacidade de causar aborto em bovinos.
As espécies pertencentes ao género Brucella utilizam preferencialmente a via
metabdlica do eritritol, promovendo o crescimento em meios ricos em eritritol
(SANGARI et al., 2000).

A amostra vacinal RB51 esta sendo utilizada como alternativa para a amostra
vacinal B19, como uma vacina para preven¢ao da brucelose e abortos em bovinos,
pois 0s animais vacinados com RB51 mostraram maior resisténcia a infeccdo e uma
diminui¢cdo da incidéncia de aborto quando foram experimentalmente infectados com
a amostra virulenta S2308 de B. abortus (SCHURIG, 1991; CHEVILLE et al., 1996).
Entretanto, Yazdi e colaboradores (2009) descreveram casos de aborto em vacas de
uma fazenda no Ira apds a vacinagdo com a amostra vacinal RB51.

A vacina RB51 quando utilizada em dose Unica, produz um efeito protetor em

bovinos similar a amostra B19, com a vantagem de ser menos patogénica para os
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seres humanos e poder ser diferenciada de isolados de campo. Porém, esta amostra
tem a desvantagem de ser resistente a rifampicina, um dos antibi6ticos usados no
tratamento contra a brucelose humana (WHO, 1997).

O elemento de inser¢do, denominado IS7711, € um fragmento de 842 pb
delimitado por repeticées imperfeitas de 20 pb que interrompe a sintese da cadeia
O, quando inserido no gene wboA, o qual esta envolvido na sintese da cadeia-O de
Brucella spp. (VEMULAPALLI et al., 1999). Este elemento esta presente em cinco ou
mais cdpias no genoma de Brucella spp., sendo estavel em numero e posi¢ao no
cromossomo (BRICKER; HALLING, 1994). Entretanto, diferengcas no numero de
elementos foram relatadas, como o biovar 1 de B. abortus que possui sete copias
(OUAHRANI et al., 1993).

A vacinacdo € de responsabilidade do médico veterinario, que deve estar
cadastrado no servigo oficial e no Mato Grosso do Sul a agéncia responsavel é a
IAGRO.

Até o momento n&o existe uma vacina contra a brucelose canina, entretanto
varios estudos estdo sendo desenvolvidos no intuito do desenvolvimento de vacinas.
Uma destas vacinas candidatas sdo as DNA recombinante baseda no gene
BLSOmp31 (CLAUSSE et al., 2013) e da proteina recombinante baseada no gene
VirB7 e VirB9 (POLLAK et al. 2015) sendo estas vacinas capazes de induzir uma
resposta imune protetora.

Para os caes as tentativas terapéuticas em brucelose canina sao
qguestionaveis em funcao da localizagao intracelular do microrganismo (MEGID et al.,
2000). Os antibioticos convencionais ndo sdo capazes de combater a bactéria

adequadamente, o que requer a utilizacdo de antibidticos com boa permeabilidade.
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Resumo. A brucelose ¢ uma zoonose infecto-contagiosa, de ampla distribui¢do geografica,
ocasionada por bactérias coco-bacilos, gram-negativas pertencentes ao género Brucella. Os
animais quando infectados estdo sujeitos a problemas reprodutivos, tais como: abortamentos,
nascimento de crias fracas e baixa fertilidade. Objetivou-se com este estudo detectar a
prevaléncia de anticorpos contra Brucella spp. em caes de 18 propriedades rurais da regido do
Pantanal Sul Matogrossense. Para isso, amostras de soro de 147 cdes foram analisadas por
meio de aglutinacdo rapida em placa com Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) para
pesquisar cepas lisas (Brucella abortus) e 117 amostras de cdes para pesquisa de cepas
rugosas (Brucella canis), foi realizada a Imunodifusdo em Gel de Agarose (IDGA). Das
amostras analisadas 23 reagiram, resultando em uma soropositividade de 6,83,% para (IDGA)
e 10,20% soropositivos no teste de Antigeno Acidificado Tamponado (AAT). Os resultados
obtidos ndo demonstraram significincia estatistica entre a positividade entre sexo e raga,
sendo ambos expostos a infec¢do por brucelose. Entretanto, foi possivel detectar a presenca de
anticorpo anti-Brucella spp. em cdes da regido do Pantanal Sul Matogrossense.

Palavras-chave: Brucelose canina, IDGA, AAT, Zona rural.

Abstract. Brucellosis is na infectious zoonotic disease, widely distributed, caused by gram-
negative bactéria belonging to the genus Brucella. The infected animals are subject to
reproductive disorders, such as abortion, birth broods and low fertility. The objective of this
study was to detect the prevalence of antibodies to Brucella spp. in dogs from 18 farms of
Pantanal of Mato Grosso do Sul. For this, serum samples from 147 dogs were analyzed by
rapid plate agglutination with buffered acidified antigen (BAA) to find smooth strains
(Brucella abortus), and 117 samples from dogs were submitted to agar gel immunodiffusion
(AGID) to find rough strains (Brucella canis). Of the total analyzed samples, 23 were
seroreagents, being 6.83% in the AGID test and 10.20% in the BAA test. The results showed
no statistical significance between seropositivity and gender and race. However, it was
possible to detect the presence of anti-brucella antibodies spp. dogs in the Pantanal of Mato
Grosso do Sul.

Keywords: Canine brucelosis, IDGA, AAT, Countryside.
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INTRODUCAO

A brucelose ¢ uma zoonose infecto-contagiosa, de ampla distribuicdo geografica,
ocasionada por bactérias gram-negativas, intracelulares facultativas pertencentes ao género
Brucella, que infectam os animais domésticos, silvestres ¢ seres humanos (NICOLETTI,
1989). De acordo com a Food and Agriculture Organization (FAO), a World Health
Organization (WHO) e Office international de Epizooties (OIE), a brucelose ¢ uma das mais
importantes zoonoses disseminada no mundo (GARCIA-CARRILLO, 1987) e ¢ responsavel
por perdas econdmicas na produ¢do animal em consequéncia dos distirbios reprodutivos,
principalmente nos tropicos € em paises com pouco investimento nas areas de produgdo
pecuaria, com alta incidéncia (POESTER et al., 2009).

Atualmente, dez espécies sdo descritas com base na classificacdo da interagdo com
hospedeiro, sendo estas: B. melitensis (caprinos, bovinos, ovinos, canideos e humanos), B.
abortus (bovinos bubalinos, cervideos, canideos e humanos), B. ovis (ovinos e cervideos), B.
suis (suinos, humanos, bovinos, canideos ¢ murino), B. neotomae (ratos do deserto), B.
microti (roedor Microtus arvalis), B. canis (canideos ¢ humanos) (SCHOLZ et al., 2008),
B.ceti (golfinhos e baleias), B.pinnipedialis (focas e ledes-marinhos) (FOSTER et al., 2007) e,
mais recentemente, B. inopinata (humanos) (SCHOLZ et al., 2010).

As bactérias do género Brucella sdo divididas em dois grandes grupos morfologicos,
de acordo com a composi¢do bioquimica do lipopolissacarideo (LPS) da membrana celular,
sendo caracterizadas por colonias lisas ou rugosas. Estas caracteristicas também estdo
diretamente relacionadas a algumas espécies, e estd associada com a viruléncia de B. abortus,
B. melitensise e B. suis que apresentam morfologia do tipo lisa e quando estas apresentam
caracteristicas rugosas ou mucoide, tornam-se menos patogé€nicas. Entretanto as espécies B.
ovis € B. canis apresentam morfologia de colonia permanentemente do tipo rugosa ou
mucoide colonial (BRASIL, 2006).

A brucelose canina ¢ considerada uma zoonose de importancia em satde publica
(CARMICHAEL; KENNEY; 1968), causada por B. canis. Os canideos domésticos e
silvestres sdo mais susceptiveis, ocasionando nestes hospedeiros perdas reprodutivas como
abortos em fémeas gestantes e epididimites e orquites em machos (MEGID et al., 2007).

Brucella canis foi descrita pela primeira vez por Carmichael (1966) em Nova Jersey,
EUA, em cdes da raca Beagle com historico de abortamento. No Brasil foi relatada pela
primeira vez em Minas Gerais (GODOY et al., 1976). Com ampla distribui¢do geografica,

esta doenca ja foi relatada em varios paises, Japao, Franca, Estados Unidos da América,
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China, entre outros paises da América do Sul, do Oriente Médio, Africa e Asia (DI et al.,
2014).

O diagnostico da brucelose nos animais e seres humanos baseia-se na cultura
bacteriologica, os testes de triagem sorologica de rotina, teste de aglutinacdo pelo antigeno
acidificado tamponado (AAT), teste de aglutina¢do do soro prova lenta (SAT) e os ensaios de
absorcdo imunoenzimaticos (ELISA). Os antigenos destes testes sdo derivados de amostras
lisas de Brucella, como B. abortus, utilizados principalmente para o diagnostico da brucelose
bovina. Portanto, este teste ndo detecta anticorpos contra infecgdes por B. canis, uma vez que
esta espécie ndo possui a cadeia O do lipopolissacarideo (LPS) da parede celular completa,
formando coldnias de fenotipo rugoso, aspecto mucdide (ALTON et al., 1988). Os testes
sorologicos utilizados para o diagnostico da brucelose canina utilizam antigenos preparados
com amostras rugosas de Brucella spp., B. canis ou B. ovis, ¢ os testes mais utilizados sdo:
teste de aglutinacdo (SAR) ou imunodifusdo em gel de agar (IDGA).

No Brasil, a maioria dos trabalhos estad relacionada com a deteccdo de anticorpos
contra Brucella. Em estudo realizado por Azevedo et al. (2003) no estado de Sao Paulo,
detectaram 0,84% e 2,2% de cdes positivos, utilizando duas provas sorolégicas, mercapto
etanol e reacdo de fixagdo de complemento, respectivamente. No estado do Rio de Janeiro
Maia et al. (1999) encontraram 25,7% e na Bahia, detectaram 37% de positividade nos caes
estudados. Por Almeida et al., (2001), no estado de Minas Gerais, foi encontrada 4,9%.
Aguiar et al. (2005), encontrou 3,6% de animais, positivos no estado de Rondonia, Bezerra et
al. (2012) em Ilhéus (BA), 3,2% em Ilhéus e 4,3% em Itabauna animais positivos para
anticorpos anti- B.canis, Dorneles et al. (2011) detectaram uma prevaléncia de 44,53% de
soropositividade nos caes, em Umuarama (PR), 13,04% de animais positivos.

Os cades também podem se infectar com B. abortus e B. suis, entretanto, pouco se sabe
sobre B. suis em canideos Ramamoorthy et al. (2011); em relagdo a B. abortus,esta espécie
pode persistir em descargas vaginais de cdes por tempo superior a 42 dias apos o parto ou
abortamento (BAEK et al., 2003), sendo a descarga vaginal e os restos de abortos dos caes
doentes os materiais de maior risco na transmissao do agente para os outros cdes e animais de
producdo. Os cdes também podem eliminar B. abortus nas fezes e urina, porém este evento ¢
de pouca importancia para a disseminagdo da bactéria, em razdo da baixa bacteremia e do
curto periodo de eliminagdo (FORBES, 1990; MEGID et al., 2007).

O Pantanal Sul Matogrossense apresenta um fluxo intenso de animais domésticos e
silvestres, o que pode contribuir para a disseminagdo do agente Brucella spp. Nao existe

estudos realizados nesta regido para investigar Brucella sp. Nesse sentido, objetivou-se com
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este estudo detectar a frequéncia de anticorpos contra Brucella spp. em caes da regido do

Pantanal Sul Matogrossense.

MATERIAL E METODOS
Origem das amostras

Foram colhidas 167 amostras de sangue total de cdes de 18 propriedades rurais da Sub
regido Nhecolandia (18° 59° 15 S; 56° 37° 03”’), regido central do Pantanal Sul
Matogrossense, durante o periodo de agosto de 2013 a julho de 2014. As colheitas foram
realizadas em caes aparentemente sadios, de ambos os sexos, com idade e raca variadas. Apés
assepsia da pata com alcool iodado, foram coletados através de puncdo da veia radial 3 ml de
sangue sem anticoagulante. As amostras de sangue foram centrifugadas (2000 xg/15min) e os
soros obtidos foram armazenados a -20°C no Laboratério de Biologia Molecular e Imunologia
da Universidade Catolica Dom Bosco, Campo Grande-MS, para posterior utilizagdo.
Respeitaram-se as normas do Comité de Etica da Universidade Catélica Dom Bosco, Campo
Grande — MS, na utilizagdo de animais em pesquisa com parecer favoravel (protocolo n°.
001/2013) para a execugdo do presente trabalho.

O tamanho da amostra foi determinado considerando a prevaléncia de 10% de
animais infectados (baseado no valor de referencia bibliografica da prevaléncia média
reportado da doenga em cédes) Truong (2011). Assim, o nimero minimo de animais, com
precisdo absoluta de 5% e intervalo de confianga de 95%, a ser examinado foi de 167, de

acordo com a equagdo descrita por Sampaio (2002) a seguir:

n= 1,962 x Pesp (1- Pesp)

d2
Onde: n = tamanho da amostra; Pesp = prevaléncia esperada; d* = precisdo absoluta desejada.
Diagndstico Sorolégico

A pesquisa de anticorpos anti-B. abortus e B. canis foi realizada no laboratério

SINOVA-Biotech de Universidade Catolica Dom Bosco (UCDB), Campo Grande — MS,

utilizando-se os testes do Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) e o teste de Imunodifusdo
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em Gel de Agar (IDGA), respectivamente. O antigeno usado no AAT consistiu de uma
suspensao celular inativada de B. abortus, amostra 1119-3, e o kit de IDGA o antigeno foi o
lipopolissacarideos e proteinas de B. ovis, amostra Reo 198, ambos produzidos pelo Instituto
de Tecnologia do Parana (TECPAR)., As técnicas foram realizas de acordo com as instrugdes
do fabricante. As leituras dos resultados foram realizadas, trés minutos para o0 AAT e 24, 48 ¢
72 horas para IDGA, em sistema de iluminagdo indireta e fundo escuro. Os resultados de

IDGA foram considerados pela leitura final, com 72 horas de incubag@o das amostras.

Para analise das variaveis estudadas (raga - definida, sem raga definida; sexo - macho e
fémea), foram utilizados testes estatisticos do Odd Ratio para avaliar a dispersdo das

frequéncias, utilizando o programa BioEstat. versdo 5.0 (Belém, Para, Brasil).

RESULTADOS

Das 167 amostras de soros de cées colhidas, apenas 117 foram analisadas pela prova
de IDGA e 147 pela AAT. Dos 117 soros testados, 6,83% (8/117) (IC 95% = 5,98% — 7,67%)
foram positivos para os anticorpos anti - B. canis, pelo teste IDGA. Em relagéo ao teste AAT,
constatou-se que em 10,20 % (15/147) (IC 95% = 5,8% — 15,0%) dos cées foram positivos.

A populagdo canina investigada no estudo foi composta por animais de ambos os
sexos, ¢ dos 23 animais soropositivos (9/15) eram machos e (6/15) fémeas no teste AAT; e
(3/8) machos e (5/8) fémeas no teste de IDGA, portanto analisando-se o sexo como possivel
fator de risco associado a soropositividade para B. abortus e B. canis, ndo foi observada
diferenga estatistica (p=0,9032) e (p=0,3993) respectivamente, ou seja, machos e fémeas
estdo expostos ao mesmo risco de infeccdo na populacdo estudada. Neste estudo também nao
foi possivel associar (p=0,7301) a soropositividade de B. canis e ou B. abortus com a raga,
considerado como outro possivel fator de risco, (3/15) raca definida e (12/15) sem raga
definida no teste do AAT e no teste de IDGA, (4/8) raca definida e (4/8) sem raca definida.

A busca de anticorpos contra os agentes causadores da brucelose canina ¢ relatada
por varios autores, que encontraram valores semelhantes a frequéncia observada neste estudo,
corroborando aos dados obtidos por Bezerra, et al. (2012), no Estado da Bahia 3,4%
(22/638), Vasconcelos et al. (2008) e Fernandes et al. (2011) no Estado da Paraiba (2,35%),
(3,11%) (6/193), respectivamente, Ferreira et al. (2007) no Estado do Rio de Janeiro (2,53%)
e Cavalcanti et al. (2006) no Estado da Bahia (5,88%), Aguiar et al., 2005 (3,6%, 11/304).

Outros valores de frequéncia expressivos foram relatados por Keid et al. (2004) no estado de
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Sdo Paulo (33,91%), Maia et al. (1999) no Rio de Janeiro (25,70%) e Melo et al. (1998) na
Bahia (37,00%); Vargas et al. (1996) (77,2%) e menos expressivos por Reis et al. (2008) e
Moraes et al. (2002) ambos no Estado de Sao Paulo, obtiveram frequéncias de 0,80% e
0,84%, respectivamente.

A variagdo da frequéncia observada na detecg¢do de anticorpos anti-B. canis relatados
por diversos pesquisadores pode estar correlacionada ao delineamento experimental e ao
proprio teste empregado para o diagnostico. No teste IDGA utiliza-se como antigeno LPS de
B. ovis, que muitas vezes pode resultar em falso positivo, pois o antigenio de superficie ¢
comum a outras espécies de bactérias, além disso, IDGA ¢ um teste de baixa sensibilidade
analitica e pode ocorrer falha na detecgédo precoce de infecgdes cronicas (KEID et al., 2004).

Em relac@o ao teste AAT constatou-se que 10,42 % dos caes foram positivos. Os caes
podem ser infectados e desenvolvem sinais clinicos, até mais severos, quando infectados por
B. suis e B. abortus ¢ Brucella mellitensis (WOLDEMESKEL, 2013).

As formas de infecgdes de cdes por B. abortus e ou B. suis ¢ acidental e geralmente
resulta do contato estreito de cdes com animais domésticos e silvestres infectados,
principalmente em areas rurais (MEGID et.al., 2006). Estes animais se infectam por contato
ou ingestdo de produtos de origem animal, restos placentirios ou de fetos abortados
infectados (FORBES, 1990; CARMICHAEL; GREENE, 1998; AZEVEDO et al., 2003;
BAEK et al., 2003; MEGID et al., 2007; CORRENTE et al., 2010). Em relagdo a raca ¢ sexo
ndo foi observado diferenga significativa, apesar da brucelose canina ter sido descrita,
principalmente, em animais de raca e fémeas.

Com este estudo foi possivel observar a presenga de anticorpos circulantes contra as
espécies de Brucella dos mofortipos liso e rugoso nos cédes avaliados. A area de estudo
caracteriza-se por atividade econdmica predominante pecuaria (ALHO; LACHER, 1991) ¢ a
presenga de animais domésticos e silvestres pode propiciar a presenga do agente infeccioso
para estas populacdes de animais. Desta forma, se faz necessario a adocdo de medidas

sanitarias para preven¢ao e controle da brucelose canina nesta regido.
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VARIAVEIS  DESCRICAO ANIMAIS
IDGA ATT
+ - p OR  IC (95%) + y P OR IC (95%)
SEXO MACHO 76 9 92 0,7301 0,9032 0,5835-
0,145 3,9731  0,8493- 17,908
6 16,9402
FEMEA 5 33 6 40
RACA RD 4 22 0332 03692 0,0885- 3 23 1,1848 0,9130 0,367-
1 1,5945 18,978
SRD 4 91 12 109

Com a realizagdo deste trabalho foi possivel detectar anticorpos contra Brucella spp.

em amostras de soro de cdes domésticos da regido do Pantanal Sul Matogrossense, utilizando

os métodos soroldgicos como Antigeno Acidificado Tamponado (AAT) e Imunodifusdo em

Gel de Agarose (IDGA).
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CAPITULO 2

Deteccao e identificacio de Brucella spp. em cies domésticos da regido do Pantanal Sul
Matogrossense.
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Resumo: A brucelose ¢ uma zoonose infecto-contagiosa, de ampla distribui¢do geografica,
ocasionada por bactérias coco-bacilos, gram-negativas pertencentes ao género Brucella. Os
animais quando infectados estdo sujeitos a problemas reprodutivos, tais como: abortamentos,
nascimento de crias fracas e baixa fertilidade. Objetivou-se com este trabalho, detectar e
identificar espécies de Brucella que infectam cdes em area endémica para Brucelose. Para
isso, foram colhidas amostras de sangue, com anticoagulante, de 168 cdes domiciliados na
regido do Pantanal Sul Matogrossense. As amostras de sangue foram submetidas a extragao
de DNA e a reacdo em cadeia da polimerase (PCR). Das 168 amostras analisadas foi possivel
detectar 44,64% (73/168) de animais positivos nos primers B4/B5, 41,68% (70/168) de
animais positivos com os primers IS711, que sdo primers para Brucella spp. e 10,71%
(18/168) de amostras positivas com os primers BruAb_0168 para B. abortus. Também foram
testados primers especificos para B. canis, entrantanto ndo obteve-se amostras positivas. Com
o estudo foi possivel detectar a presenca de DNA de Brucella spp. em amostras de sangue de
animais provenientes de area endémica para brucelose.

PALAVRAS-CHAVE: Brucella canis, Brucella abortus, PCR, caninos.

Abstract: Brucellosis is an infectious zoonotic disease of wide geographic distribution,
caused by bacteria coco-bacilli, gram-negative bacteria of the genus Brucella. When infected,
animals are subject to reproductive problems such as: abortion, birth of weak off spring and
low fertility. The purpose of this work was to detect and identify Brucella species that infect
dogs from a endemic area for brucellosis. For this, blood samples were collected, with
anticoagulante, from 168 dogs resident in the Pantanal of Mato Grosso do Sul. Blood samples
were subjected to DNA extraction and polymerase chain reaction (PCR). Of the 168 samples
analyzed it was possible to detect 44.64% (73/168) of positive animals in primer B4/BS5,
41.68% (70/168) of positive animals in primer IS711, both genus-specific, and 10.71%
(18/168) of positive samples in the primer BruAb 0168,B. abortus-specific. Also wetested
specific primers for B. canis, however there was no positive samples. With this study it was
possible to detect the presence of DNA Brucella spp. in blood samples of animals from
endemic area for brucellosis.

KEYWORDS: Brucella canis, Brucella abortus, PCR, canine.
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INTRODUCAO

A brucelose ¢ uma enfermidade infectocontagiosa de carater cronico, causada por
bactérias do género Brucella, que acomete o homem e diferentes espécies animais (ALTON et
al., 1976). Sao bactérias intracelulares facultativas que necessitam de um hospedeiro para sua
sobrevivéncia. Existem diferentes espécies de Brucella, as quais exibem preferéncias por

hospedeiros e diferem quanto a gravidade da doenca causada (HIRSH; ZEE, 2003).

Os caes domésticos e selvagens sdo infectados por Brucella canis, a qual é descrita em
um numero limitado de animais, sendo os canideos domésticos e silvestres os mais
susceptiveis. Entretanto, os cdes podem também ser infectados por B. abortus, B. suis, e B.
mellitensis, sendo que B. abortus ¢ a mais relatada (MIRANDA et al., 2005; CASTRILLON-
SALAZAR etal, 2013).

Geralmente, os métodos de diagnostico para brucelose canina baseiam-se na
biotipagem classical, testes soroldgicos e técnicas moleculares (KEID et al, 2007;
OLIVEIRA et al., 2010). O sangue total ¢ um material biolégico muito usado na deteccao de
Brucella spp. devido ao carater cronico da doenca e o fato de que a bacteremia perdura por

tempo prolongado (KANG et al., 2014 ).

Sobre os métodos de diagndstico, o isolamento da bactéria tem suas desvantagens
pois Brucella é um organismo de crescimento lento que requer um periodo de incubagdo
prolongado e subculturas cegas, isso também pode representar riscos ao laboratorista que
trabalha com o microrganismo. Os métodos sorologicos mais utilizados baseiam-se em
técnicas de aglutinacdo e/ou precipitagdo contra antigenos de B. ovis ou B. canis, pois estas
espécies compartilham antigenos de superficie e s3o utilizadas para o diagnostico da
brucelose canina (KEID, 2006). Entretanto, estes testes apresentam desvantagens como baixa
sensibilidade e especificidade. Existem outros métodos propostos para deteccdo da infeccao
no cao, incluindo ensaios de imunocromatografia (KIM et al., 2007a) e método de Reagdo em

Cadeia pela Polimerase (PCR).

Uma variedade de técnicas que utilizam a deteccdo de DNA tém sido desenvolvidas,
como a PCR e suas variagdes. A PCR ¢ uma alternativa pela rapidez e sensibilidade da
técnica em detectar DNA, os primers utilizados sdo responsaveis pela especificidade dos

resultados (KEID et al., 2007), mas apresentam algumas limitagdes como custos elevados.
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MATERIAL E METODOS

Amostras

Foram coletadas 168 amostras (116 machos e 52 fémeas) de sangue de cdes com sexo,
idade e raca variados e domiciliados na regido do Pantanal, conhecida como Subregido
Nhecolandia (18°59” 15 S; 56° 37° 03°°). As amostras foram processadas para o teste direto
da reagdo em cadeia da polimerase PCR. Foram analisados os 168 animais com a utilizacdo
de cinco pares de primers para detecgdo de DNA de Brucella spp., B. abortus e B. canis.
Todo o experimento laboratorial foi realizado no laboratério SINOVA-Biotech de
Universidade Cato6lica Dom Bosco (UCDB), Campo Grande — MS. Respeitaram-se as normas
do Comité de Etica da Universidade Catdlica Dom Bosco na utilizagio de animais em
pesquisa com parecer favoravel (protocolo n°. 001/2013) para a execuc¢do do presente

trabalho.

Extracido de DNA de amostras de sangue total

A extracdo do DNA das amostras dos caes, foi realizada conforme Elisei et al. (2010).
A concentragdo e o grau de pureza do DNA extraido foram determinados por

espectrofotometro (Biodrop®), sob absorbancia de 260 nm e eletroforese.

Reaciio de amplificacio do DNA

Ap0s a extragdo do DNA gendmico foi realizada PCR com primers que amplificam a
regido do gene da B-globina com a finalidade de confirmar a qualidade da preparagdo do
DNA através da amplificacdo de um fragmento de 118 pb e, apos, foi realizada outra técnica
de PCR, que foi processada utilizando os primers como descrito por Garcia-Yoldi et al.

(2006), Hinic et al. (2008) e Baily et al (1992) (Tabela 1).

Como controle positivo das reacdes da PCR foi utilizado DNA gendémico de B.
abortus S2308 e B. canis SG 771; gentilmente cedidos pelas pesquisadoras Dra. Gracia Maria

Soares Rosinha e Dra. Lara Borges Keid, respectivamente.



Tabela 1. Descricdo dos primers utilizados para realizacdo da técnica PCR.
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Amplico

Primer Espécie Sequéncia (5’ - 3%) n Regido Referéncias
BMEII0987f CGCAGACAGTGACCATCAAA Cromossom , .
Brucella spp. 152 pb oll Garcia-Yoldi
BMEII0987r GTATTCAGCCCCCGTTACCT P et al., 2006
BRO0953f B. canis, GGAACACTACGCCACCTTGT Cromossom ) .
B.suis e 272 pb ol Gareia-Yoldi
BRO09S3r ' GATGGAGCAAACGCTGAAG p et al., 2006
B.neotomae polA
IS711f Brncell GCTTGAAGCTTGCGGACAGT 63 ob . Hinic et al.,
IS711r rucetia spp- GGCCTACCGCTGCGAAT p s 2008
BuAb2 0168/  , . = GCACACTCACCTTCCACAACAA . 3, | Hinicetal,
Brudb2 0168r CCCCGTTCTGCACCAGACT P P 2008
B4f TGGCTCGGTTGCCAATATCAA Baily et al.,
BS5r Brucellaspp- G GCTTGCCTTTCAGGTCTG 223pb besp 31 1992

Os produtos obtidos na amplificacdo foram submetidos a eletroforese a 100V por 40

minutos em gel de agarose a 1,5%, corado com brometo de etidio e visualizado em

transluminador sob luz ultravioleta foto documentado em equipamento digital interligada ao

MultiDoc — It. Digital Imaging System — UVP.

RESULTADOS E DISCUSSAO

No presente estudo foi possivel verificar apresenca de DNA de Brucella sp. no sangue

periférico de cdes residentes em fazendas do Pantanal, que ¢ uma area endémica para

brucelose bovina. Das 168 amostras de sangue coletadas de cdes no Pantanal, todas foram

processadas e a prevaléncia amostral com os diferentes primers esta representada na tabela 2

Tabela 2 Primers utilizados, nimero e percentual de animais positivos.

Primers Numero de animais positivos  Percentual de animais positivos
B Globina 168 (168/168) 100%
BMEII0987 1 (1/168) 0,60%

B4/B5 73 (73/168) 43,45%

IS711 70 (70/168) 41,67%
BruAb2 0168 18 (18/168) 10,71%

BRO00953
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Foram avalidos trés pares de primers género especifico e dois pares que amplificam as
epécies de B. canis, B. suis e B.abortus. Devido ao elevado grau de semelhanga genética entre
as espécies de Brucella, especialmente do ponto de vista genotipico, o género Brucella ¢
monofilético com similaridade acima de 97% do seu genoma total entre as espécies. Essa
similaridade genética tem dificultado o desenvolvimento de uma PCR simples para detectar
ou identificar as espécies de Brucella e essa dificuldade ¢ maior ainda entre as espécies B.

canis e B. suis (GARCIA-YOLDI et al., 2006; HINIC et al., 2008).

Desta forma, a busca de regides mais especificas no genoma de Brucella ¢ um dos
propositos de varios autores como Hinic ef al., (2008), que visam a utilizacdo do elemento de
inser¢do IS711, especifico para o género Brucella. Esse elemento de inser¢do pode variar
entre as espéceis em numero de repeticdes e entre os genes que estdo localizados no
cromossomo II. Além disso, o IS711 pode servir como alvo para identificagdo de espécies.

O primer BMEII0987, utilizado para identificar género, revelou a caracteristica de
patogenicidade em seres humanos na comparacdo do genoma para B. canis. Ainda, a maioria
dos sequenciamentos realizados com estudos de B. canis foram idénticos a B. suis com
excecao de trés ORFs (Garcia-Yoldi et al., 2006).

Para a espécie de B. abortus, o gene que codifica a proteina omp31 do primer
BruAb2 0168 foi utilizado e, para identificar B. canis,o gene localizado no cromossomo I que

codifica a proteina polA do primer BR0O0953.

100ph <«—— “81pb

Figura 1. Eletroforese do produto de PCR - Agarose 2%. (1) Marcador molecular 100 pb
(Invitrogen®). Com os primers BruAb2 0168, (2-5) amostras positivas de caes para B. abortus; (6):
Controle positivo; (7): Controle negativo.
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Os resultados obtidos com este trabalho corroboram com os dados sobre infecgdes de
Brucella spp. em cdes, que variam entre 0,84% e 57,1% de prevaléncia (MORAES et al.,
2002; MEGID et al., 1999). Entretanto, essas prevaléncias podem sofrer alteracdes de acordo
com a populacdo de cdes estudada e a técnica de diagndstico empregada. Estudos sobre a
brucelose canina sdo rescentes, pois € uma doenga de baixa prevaléncia. Portanto, com o
aumento da industria pet e alto valor agregado as ragas caninas, alguns surtos de brucelose em

caes fez com que este tema se tornasse importante nos tltimos anos.

Os primeiros ensaios empregando a PCR para o diagnostico da brucelose utilizaram
primers género-especifico capazes de identificar as bactérias do género Brucella. Um dos
primers utilizados foi o B4/B5, que amplifica uma fragmento de 223 pb do gene. Este gene
codifica uma proteina periplasmatica imunogénica BCSP31 especifica em Brucella spp. Esse
primer vem sendo empregado por diversos outros autores com o objetivo de detectar Brucella
spp. em uma extensa diversidade de substratos de origem bioldgica, como visceras, leite e
sangue, devido a sua alta especifidade e sensibilidade (BAILY et al., 1992). Entretanto, em
estudos realizados por Keid (2001), que propds a detecgdo de DNA de Brucella em sangue de
cdes naturalmente infectados utilizando os primers B4 e B5, relatou que ndo foi possivel a
detecgdo e presenga de DNA de Brucella spp. Em muitos casos, a PCR gerou multiplos
fragmentos, tornando impossivel a visualizacdo de um sinal tnico de um fragmento de 223
pares de bases. Essa observagdo também foi visualizada neste estudo, entretanto, em alguns
animais foi possivel visualizar apenas uma banda uUnica de aproximadamente 223 pb

correspodente ao esperado.

Das amostras amplificadas com o par de primers B4/B5, trés produtos que
apresentaram melhor concentragdo (ng/ul) e auséncia de bandas inespecificas foram
selecionados e sequenciados. No sequenciamento obtido dos isolados dos caes, apenas 110 pb
apresentaram 100% de identidade com gene bcesp 31 de B. abortus (best hits acesso nr
CP008774.1] e-value 3e-49).

Entretanto, quando realizado o alinhamento das sequéncias com outras espécies de
Brucella (B. canis nr acesso CP007629 e B. suis nr acesso CP009096) que tem os cdes como

hospedeiros foi possivel observar também uma alta homologia, como mostra a figura 2.
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Figura 2. Alinhamento multiplo de sequencias do gene bscp 31 de Brucella. Brucella sp. (isolado de cées -

animais 03, 09 e 11) e B. canis, B. abortus e B. suis do GenBank.

Além do alinhamento multiplo também foi possivel realizar a analise filogenética

utilizando o programa MEGA 6.0, método de Neighbor-joining, modelo Jukes-Cantor, para

verificar a posi¢do dos isolados de caes entre as espécies de Brucella. (Figura 3).

Devido ao grau de conservagdo do gene besp 31 e o tamanho do fragmento obtido ndo

foi possivel determinar a espécie mais proxima dos isolados dos cdes e sim que todos os

isolados sdo pertencentes ao género Brucella.
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Animal_11

93% Animal_03

BCSP 31 B. suis_CPO09096

Animal 09

BCSP 31 B. canis_CPOO78

BCSP 31 Bordetella pertussis CAE 447841.1

Figura 3. Filogenia de Brucella spp. utilizando-se o gene besp 31, pelo método de Neighbor-
joining, modelo Jukes-Cantor Bootstrap 1000.

Ha varios relatos na literatura de cdes que co-habitam areas rurais endémicas para
B.abortus. Back et al. (2003), diagnosticaram por sorologia ¢ PCR cées de area rural que
mantinham contato com bovinos também positivos para B. abortus, na Coréia do Sul. Em
Alfenas-MG, Almeida et al. (2004) relataram a presenca de anticorpo anti-B. abortus em
2,8% (18/635), em caes da regido urbana. No estudo de Aguiar et al. (2005), caes de ambiente
rural e urbano do municipio de Monte Negro, Ronddnia, obtiveram uma prevaléncia baixa de
0,3% (1/304), confirmado pelo teste 2-ME. Em um relato de caso, um cao foi atendido no
Centro Veterinario de Bauru — SP com sintomatologia clinica, sendo positivo por sorologia e
PCR (MEGID et al., 2007).

A identificacdo de canideos infectados é importante, uma vez que esses animais
podem servir como fonte de infecgdo ao eliminar as bactérias no meio ambiente associada as
excrecOes como urina, fezes, secrecdes vaginais, ejaculados e fetos abortados (FORBES,
1990; BAEK et al., 2003; MEGID et al., 2007). A presenca de B. abortus em descargas
vaginais de cadelas aos 42 dias pos-parto ou abortamento foi relatada por Baek et al., 2003. A

descarga e os restos de abortos das cadelas infectadas sdo considerados fatores de risco na
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transmissdo do agente entre os cdes, os animais de produgdo e silvestres (FORBES, 1990;
BAEK et al., 2003; MEGID et al., 2007).

O contato entre os animais domésticos e silvestres através da utilizacao de pastagens e
fontes de agua influencia na dinadmica das doencas infectocontagiosas. Ha presenca de caes
co-habitando com os bovinos em um sistema de produgdo extensivo, sendo que as pastagens
nativas sdo as principais bases de alimentos para os ruminantes domésticos ou silvestres e a
contaminacdo deste pasto pode ser fonte de infeccdo para os animais (LACERDA, 2008;
SANTOS, 2002).

O Pantanal Sul Matogrossense tem apresentado alta prevaléncia de focos de brucelose
em bovinos (CHATE et al., 2009), portanto, as estratégias de vigilancia e controle da doenga
tornam-se uma tarefa extremamente dificil, devido a riqueza e abundancia de espécies de
mamiferos que habitam essa regido. Com isso o desenvolvimento de programas de controle e
vigilancia epidemiologica deve contemplar, obrigatoriamente, ambas as espécies de animais
domésticas e silvestres (MUMA et al., 2011).

Vale ressaltar que a sazonalidade climatica (periodos de cheia e seca) neste ambiente
gera clusters que proporcionam a transmissdo de patdgenos devido ao agrupamento de
animais em locais secos na época das cheias ou a concentracdo de animais nos reservatorios
de 4gua na seca (CHATE et al., 2009).

O monitoramento da brucelose deve ser feito durante um longo periodo de tempo em
espécies silvestres e domésticas, a fim de caracterizar os fatores que envolvam a transmissao e
persisténcia de Brucella spp. nas populagdes animais do Pantanal Sul Matogrossense e a
definicdo destes hospedeiros. Com a execugdo deste trabalho foi possivel inferir que ocorre a
presenga de B. abortus em amostras de sangue em cdes domésticos do Pantanal Sul

Matogrossense, utilizando a técnica de PCR.
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CONSIDERAGOES FINAIS

Com a realizagao deste trabalho foi possivel detectar anticorpos contra Brucella
spp. em amostras de soro de caes domésticos da regidao do Pantanal Sul
Matogrossense, utilizando os métodos soroldégicos como Antigeno Acidificado
Tamponado (AAT) e Imunodifusdo em Gel de Agarose (IDGA).

Foi possivel identificar a presenga de B.abortus em amostras de sangue em

caes domésticos do Pantanal Sul Matogrossense, utilizando a técnica de PCR.
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APENDICE

APENDICE 1 - Tabela de resultados
Quantificagao

1 0932 27.47 + +
3 1.509  41.50 + + + + +

7 2417 1415 + +

9 1.931  12.44 + + + +

11 3.645 5512 + + +

13 1.783 145.7 + +

15 4.815 18.93 + + + +

17 0.736  30.60 + +

19 -8.262  7.136 + +

25 11.684 14.22 + +

27 3.282  25.89 + +




62

28 3.315  20.05 + +

30 2.286  60.44 +

32 1.767 119.8 +

36 1.955  34.80 + + +

38 6.524 14.17 + +

40 1.998  22.02 +

44 16.336  28.76 +

46 1.461 60.24 +

48 1.541 59.85 +

50 2.738  5.127 + +

64 0.696 25.24 + + +
! dentificacdo das amostras
% raz&o entre absorbancias registradas a 260 e 280nm
concentragcao de DNA em pg/ml
resultados da BGlob
resultados da PCR BMEII0987
resultados da PCR I1S711
resultados da PCR B4B5
resultados da PCR BruAb2_0168
resultados da PCR BR00953
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82 1.529 11.55 + + +

84 1.492 187.9 +

86 1.483  33.78 + + +

90 1.046  68.01 + +

92 1167  48.95 + +

94 1.288  53.68 + +

96 1.802 3147 + +

98 1.333  39.99 + + +

100 1.501 17.98 + +
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102 1.302  47.45 + +

104 1.613  36.82 + +

106 1.330 88.65 + +

108 1.673  49.72 + +

110 1.389  57.12 + +

112 1.259  34.00 + + +

114 1.021 96.67 + +

116 1100 54.94 + +

118 0.965 139.2 +

120 0.620 102.8 + +

122 0.907 68.18 + +

124 1.017  58.29 + +

126 1.195  48.97 + + +

128 1.127 17.70 + + +

130 1.231 64.05 + + +

132 1.474  37.34 + + + +

134 1.170 82.52 + + +

136 1.481 55.39 + + +

138 1.217 50.49 + + +
! dentificacdo das amostras
2 razdo entre absorbancias registradas a 260 e 280nm
concentragcao de DNA em pg/ml
resultados da BGlob
resultados da PCR BMEII0987
resultados da PCR I1S711
resultados da PCR B4B5
resultados da PCR BruAb2_0168
resultados da PCR BR00953
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139 1474  49.73 + + + +

141 1.457  31.88

143 1.384  36.05

145 1486  61.13 +

147 1.501 89.85

149 1402  59.33

151 1.593 107.4

153 1.545  82.18

155 1.568  55.85

157 1.624  44.25

159 1.628  38.89

161 1.652  45.60

163 1.386  43.10

165 1.689 154.5

167 1.721 136.0 +

. 168 1602 7987 o+
169 1.673 131.7

171 (citrato) 1.523 78.65 +
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APENDICE 2 - NORMAS DA REVISTA

Brazilian Journal of Veterinary Research and Animal Science (Impresso) B2

Diretrizes para Autores

Normas editoriais

O periddico Brazilian Journal of Veterinary Research and Animal Science ¢ uma publica¢io
trimestral, vinculada a Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia da Universidade de
Sdo Paulo e conta com o apoio da Fundacdo de Medicina Veterinaria (FUMVET). Destina-se
a publicar trabalhos cientificos sobre medicina veterindria e ciéncias afins. Os trabalhos
encaminhados para publicagdo sdo submetidos a aprovacdo da comissdo editorial, com
assessoria de especialistas da area (peer review). A lista de colaboradores (relatores) €
publicada no ultimo fasciculo do volume/ano. Os trabalhos cujos textos necessitarem de
revisdes ou correcdes que ndo puderem ser feitas pelos editores serdo devolvidos aos autores.
Os aceitos para publicacdo tornam-se propriedade dessa revista. Os autores sdo responsaveis
pelos conceitos e informacgdes neles contidos. Os trabalhos que tiverem a utilizagdo de
animais deverio apresentar a aprovagdo do protocolo experimental por Comité de Etica.
Qualquer que seja o tipo do trabalho devera ser inédito e destinar-se exclusivamente a esse
periddico.

Os trabalhos para publicacao deverdo ser submetidos no portal de revistas da USP no URL:

http://www.revistas.usp.br/bjvras

Artigo completo
1 - Ser escrito em lingua inglesa.

2 - Limitar-se a0 maximo de dez paginas digitadas, ndo sendo contadas apenas as paginas
onde constem tabelas e ilustragdes.

3 -Usar somente nomenclaturas oficiais e abreviaturas consagradas, ndo empregando
abreviaturas no titulo do artigo.

4 — Ser estruturado dentro dos seguintes itens: a) Introdugdo; b) Materiais e Métodos; c)
Resultados; d) Discussdo (se conveniente, ¢ possivel a associagdo dos topicos “Resultados” e
“Discussdao”); e) Agradecimentos; f) Referéncias; g) Resumo/Palavras-chave;
Abstract/Keywords.

5 - Apresentar, obrigatoriamente, dois resumos, nos idiomas inglés e portugués, ndo devendo
ultrapassar 250 (duzentas e cinquenta) palavras, seguidos das palavras-chave/Keywords,
limitadas a cinco, que correspondem a palavras ou expressoes que identificam o conteudo do
artigo.
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Nota de Pesquisa / Relato de Caso
1 - Ser escrita em lingua inglesa.
2 - Limitar-se a0 maximo de trés paginas digitadas.

3 —Usar somente nomenclaturas oficiais e abreviaturas consagradas, ndo empregando
abreviaturas no titulo do artigo.

4 - Nao devem ser subdivididos em se¢des separadas (Introducdo, Materiais e Métodos etc),
mas devem apresentar, obrigatoriamente, dois resumos (Portugués e Inglés), com palavras-
chave/keywords, conforme descrito na apresentagdo de artigo completo, além de referéncias.

Artigos de revisao

S6 poderdo ser publicados por especialistas de renome a convite da comissdo editorial. Nao
devem ser subdivididos em se¢des separadas (Introducdo, Materiais e Métodos, etc.), mas
devem apresentar, obrigatoriamente, dois resumos (Portugués e Inglés), com palavras-
chave/keywords, conforme descrito na apresentagdo de artigo completo, além de referéncias.

Apresentacio dos trabalhos

1 - Digitacgao: obrigatoriamente, em formato A4 (21,0 x 29,7cm), espago 1,5, margens de 2,5
cm, fonte Times New Roman tamanho 12 e numeragdo consecutiva das paginas. Todas as
Ilustragdes devem conter titulo, fonte e, caso necessario, legenda. O texto dos artigos deve ser
apresentado utilizando-se as extensdes: doc, rtf ou odt;

2 - Pagina de rosto: clemento obrigatorio, onde deve conter o titulo do artigo (Portugués e
Inglés), nomes por extenso dos autores, instituigdes de origem e endere¢o de email de todos
os autores.

3 - Tabelas: devem ser numeradas em algarismos arabicos e encabecadas por um titulo,
seguido de local ¢ data. Na montagem das tabelas seguir: IBGE. Normas de apresentagio
tabular. 3. ed. Rio de Janeiro: IBGE, 1993. 61 p. O limite de tabelas por trabalho ¢ de cinco.
Em casos excepcionais, conhecida a opinido da comissdo editorial, este nimero podera ser
ultrapassado. No texto devem ser indicadas pela palavra tabela (por extenso).

4 - Tlustracées (fotografias, graficos, quadros, desenhos ou esquemas): devem ser numeradas
consecutivamente com algarismos arabicos e citadas no texto. As ilustracdes devem ser
identificadas com o titulo e fonte. Fotos devem ter resolugdo minima de 300 dpi’s. As
legendas de ilustragdes coloridas devem estar referenciadas somente por setas, simbolos e
pontos quando publicadas em preto e branco. Os graficos devem trazer sempre os valores
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numéricos que lhes deram origem. Desenhos e esquemas devem apresentar boa qualidade
técnica e artistica. Para citar as ilustragdes no texto indicar a nomenclatura por extenso
conforme segue: se estiver entre parénteses utilizar letra maiuscula na inicial da palavra, ex:
(Figura 1) e minusculas se estiver inserida no texto, ex. figura 1. Indicar junto ao titulo da
ilustracdo o local e data. Logo abaixo da ilustracdo indicar a fonte de origem mesmo sendo de
autoria propria. As ilustracdes serdo publicadas coloridas na revista eletronica, na revista em
papel serdo publicadas em preto e branco. Desta forma, recomendamos cuidados especiais
para que seja possivel uma boa leitura da imagem mesmo em preto e branco.

5 - Agradecimentos: a critério dos autores.

6 - Referéncias: As referéncias sdo organizadas por ordem alfabética e reunidas no final do
trabalho. Sao digitadas com espacamento simples, alinhadas a esquerda e ndo devem ser
justificadas. Devem ser relacionados todos os autores, ndo usar a expressao et al. Os titulos de
periddicos devem ser mencionados por extenso. As referéncias devem seguir a normalizagdo
da Associagdo Brasileira de Normas Técnicas (ABNT) NBR 6023, que deve ser consultada
para outros tipos de documentos aqui ndo exemplificados.

Exemplos de Referéncias:
Periddico

KOTZEKIDOV, P.; BLOUKAS, J. G. Effect of protective cultures and packaging film
permeability on shelflife of sliced vacuum-pocked cooked ham. Meat Science, v. 42, n. 3, p.
333-345, 1996. Disponivel em:
<http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0309174095000380>. Acesso em: 15 jun.
2014. doi: http://dx.doi.org/10.1016/0309-1740(95)00038-0.

Livro

HALLIWELL, R. E. W.; GORMAN, N. T. Veterinary clinical immunology. London: W. B.
Saunders, 1989. 548 p.

Autor diferente para livro e capitulo

FENNER, W. R. Avaliacdo neurologica dos pacientes. In: ETTINGER, S. J. Tratado de
medicina interna veterinaria. 3. ed. Sdo Paulo: Manole, 1992. p. 577-606.

Mesmo autor para o livro e capitulo

THORTON, H. Deleterius changes in meat. In: THORTON, H. Aspects of meat inspection.
London: Thindall & Cassel, 1973. p. 63-72.

Tese

BIRGEL, E. H. Estudo do quadro eritrocitario de caprinos (Capra hircus, L.) normais
criados no Estado de Sdo Paulo: influéncias de fatores raciais, sexuais, etarios e alimentares.
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1973. 92 f. Tese (Livre Docéncia) - Faculdade de Medicina Veterinaria ¢ Zootecnia,
Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 1973.

Evento

OLIVEIRA, C. A. Hormonoterapia em cadelas e gatas. In. CONGRESSO BRASILEIRO DE
REPRODUCAO ANIMAL, 9., 1991, Belo Horizonte. Anais... Belo Horizonte: Colégio
Brasileiro de Reproducdo Animal, 1991. p. 100-111.

Livro eletronico

POORE, M. H. Alternative feeds for beef cattle. North Carolina: North Carolina
Corporative Extension Service, 1994. Disponivel em: <http://www.ces.ncsu.edu/drought/dro-
28.html>. Acesso em: 23 abr. 2007.

Artigos de periédicos eletronicos

MENDONCA JR., C. X.; MARTINS, A. P.; MORI, A. V.; SILVA, A. B.; MORI, C. S. Efeito
da adicao de oleo de peixe a dieta sobre o desempenho e niveis de lipides plasmaticos e de
colesterol no ovo de galinhas poedeiras. Brazilian Journal of Veterinary Research and
Animal Science, V. 37, n. 1, 2000. Disponivel em:
<http://www.revistas.usp.br/bjvras/article/view/5854>. Acesso em: 31 jan. 2001. doi:
http://dx.doi.org/10.1590/S1413-95962000000100014.

7 - Citagoes: utilizar o Sistema Autor Data, conforme ABNT NBR 10520. As citagcdes devem
ser apresentadas no texto e subordinar-se a forma (AUTOR, data), como no exemplo
(SANTOS, 2001). Quando a citagdo estiver inserida no texto utilizar letra minuscula, ex.:
Santos (2001).

Exemplo de citagdes:

Um autor - sobrenome do autor e data:

Valberg (1996) ou (VIEIRA, 1991).

Dois autores - sobrenome dos autores e data:

Strunk e White (1979) ou (STRUNK; WHITE, 1979).

Trés autores — para referéncia que possui trés autores, citar os trés autores no texto.

Volpato, Gongalves-de-Freitas e Jorddo ou (VOLPATO; GONCALVES-DE-FREITAS;
JORDAO, 2006).

Quatro ou mais autores - sobrenome do primeiro autor com a expressao et al. sem italico.

Carvalho et al. (2003); Zogno et al. (2004) ¢ Addo et al. (2007). ou (CARVALHO et al.,,
2003; ZOGNO et al., 2004; ADDO et al., 2007).
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Tarifa de publicagdo: A tarifa de publicagdo de R$ 400,00 sera cobrada do autor indicado
para correspondéncia, por ocasido da aprovacdo do artigo. Se houver necessidade de
impressao em cores, as despesas correrdo por conta do autor.

Condic¢odes para submissao

Como parte do processo de submissao, os autores sdo obrigados a verificar a conformidade da
submissdo em relacdo a todos os itens listados a seguir. As submissdes que ndo estiverem de
acordo com as normas serdo devolvidas aos autores.

1. A contribuicdo ¢ original e inédita, e ndo estd sendo avaliada para publicagdo por outra
revista; caso contrario, deve-se justificar em "Comentarios ao editor".

2. O arquivo da submissao deve estar em formato Microsoft Word, OpenOffice ou RTF.

3. URLs das referéncias devem ser informadas.

4. O texto de estar em espago 1,5; usar uma fonte de 12-pontos; empregar italico em vez
de sublinhado (exceto em enderegos URL).

5. O texto deve seguir os padroes de estilo e requisitos bibliograficos descritos
em Diretrizes para Autores, na pagina da Revista.

Politica de Privacidade

Os nomes e enderegos informados nesta revista serdo usados exclusivamente para os servigos
prestados por esta publicacdo, ndo sendo disponibilizados para outras finalidades ou a
terceiros.



