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Resumo 

A infecção por Brucella ovis é uma das principais causas de perdas econômicas 
para a produção de ovinos no Brasil, tendo em vista que em carneiros ocasiona 
epididimite e esterilidade e em ovelhas pode ocasionar placentite. Esse agente 
bacteriano interfere ainda na nutrição fetal, e provoca o nascimento de cordeiros 
fracos e com baixo peso, além de poder causar a mortalidade perinatal. O 
diagnóstico clínico desta enfermidade é dificultoso, e os testes sorológicos mais 
utilizados para detecção de anticorpos contra B. ovis são IDGA, RFC e ELISA. 
Tendo em vista a necessidade de um teste eficiente para o diagnóstico da brucelose 
ovina, objetivou-se padronizar o ensaio imunoenzimático ELISA indireto utilizando 
um antígeno comercial de B. ovis. Foi utilizado o antígeno comercial do Kit para 
diagnóstico de Brucella ovis (Imunodifusão em Gel de Ágar) do Laboratório 
TECPAR, que consiste de proteínas e lipopolissacarídeos solúveis, extraídos da 
bactéria, amostra Reo 198 e, um antígeno de Brucella canis para comparar com os 
resultados do antígeno comercial.  Para escolha da melhor diluição a ser utilizada do 
antígeno comercial, utilizou-se proporções 1:50; 1:100; 1:200; 1:400 e 1:800. A 
diluição do antígeno de B. canis utilizada foi 1:200. Escolhendo a melhor diluição, 
foram testadas 40 amostras positivas sendo 3 delas cedidas por uma pesquisadora, 
comprovadamente positivas pelo IDGA, e o restante obtidas através da diluição dos 
controle positivos do kit comercial para diagnóstico de brucelose ovina do laboratório 
TECPAR, partida 001/14 fabricação JUL/14 e, partida 002/15 fabricação SET/15. 
Todas as amostras positivas passaram pelas seguintes diluições: Antígeno puro, 
diluições seriadas de 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600 e 1:3200 e, 40 
amostras comprovadamente negativas no teste Imunodifusão em Gel de Agarose 
(IDGA), cedidas por a mesma pesquisadora. O protocolo utilizado no ELISA indireto 
foi descrito anteriormente na literatura.  Dos resultados encontrados, o teste ELISA 
indireto demonstrou 12,5% e 17,5% de sensibilidade, utilizando antígeno comercial 
de B. ovis e de B. canis, respectivamente. Já a especificidade do ELISA indireto 
utilizando antígeno de B. canis foi de 100% e de B. ovis foi de 92,5%. Portanto, foi 
possível observar a capacidade do ELISA indireto utilizando antígeno comercial de 
Brucella ovis e antígeno de Brucella canis, observou-se que esse último obteve 
melhor desempenho como relação à sensibilidade e especificidade, no entanto, a 
indicação de realizar esse teste utilizando antígeno de B. ovis é mais recomendado 
por conta da especificidade antigênica. 

 

Palavras chave: Brucelose ovina, diagnóstico, ELISA. 
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Abstract 

Brucella ovis infection is a major cause of economic losses to sheep production in 
the country, considering that in sheep causes epididymitis and infertility in sheep and 
can cause placentitis. This bacterial agent interferes with fetal nutrition, and causes 
the birth of weak lambs and underweight, and can cause perinatal mortality. The 
clinical diagnosis of this disease is difficult, and the serological tests that are most 
commonly used to detect antibodies against B. ovis are AGID, RFC and ELISA. In 
view of the need for an efficient test for the diagnosis of ovine brucellosis, this study 
aimed to standardize enzyme immunoassay using a commercial ELISA antigen of B. 
ovis. We used the commercial antigen of Kit for the diagnosis of Brucella ovis (agar 
gel immunodiffusion) of TECPAR Laboratory, consisting of soluble proteins and 
lipopolysaccharides extracted from bacteria, Reo 198 sample and, a Brucella canis 
antigen to compare the results with the commercial antigen. To choose the best 
dilution for use of commercial antigen, it was diluted in the proportions: 1:50; 1:100; 
1:200; 1:400 and 1:800. The dilution of B. canis antigen used was 1: 200 .Choosing 
the best dilution, 40 positive samples were tested, of which 3 were given by a 
researcher, proven positive by the IDGA test, and the remainder obtained by dilution 
of positive control of the commercial kit for the diagnosis of ovine brucellosis 
TECPAR the laboratory, starting 001/14 and manufacturing JUL/14, and starting 
002/15 and manufacturing SET/15. All positive samples passed the following 
dilutions: Pure antigen, serial dilutions of 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 1:1600 
and 1:3200 and, 40 proved negative samples in immunodiffusion test in agarose gel 
(IDGA). The protocol for ELISA is described previously in the literature.From these 
results, the indirect ELISA test showed 12.5 % and 17.5 % sensitivity, using 
commercial antigen of B. ovis and B. canis, respectively. Specificity ELISA 's using B. 
canis antigen was 100 % and Brucella ovis was 92.5 %. So it was possible to 
observe the indirect ELISA capacity using commercial antigen Brucella ovis and 
antigen Brucella canis, it was found that the latter performed better as compared to 
the sensitivity and specificity, however, the indication to perform this test using 
antigen B. ovis is most recommended because of the antigenic specificity. 

 

Key words: ovine brucellosis, diagnosis, ELISA. 
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1 Introdução 

A brucelose ovina, também conhecida como epididimite dos carneiros, é uma 

doença infectocontagiosa, de caráter crônico, que afeta os ovinos provocando 

distúrbios de ordem reprodutiva. Tem como agente etiológico a Brucella ovis, que 

provoca abortos e placentite nas fêmeas, morte perinatal ou nascimento de 

cordeiros fracos, além de causar, nos machos, alterações testiculares, epidididimite, 

normalmente unilateral, e até mesmo atrofia testicular e baixa fertilidade (EMBRAPA, 

2006). 

O número de ovinos registrados no Brasil, em 2013, foi de 17,291 milhões de 

cabeças, o que representa aumento de 3,0% em relação ao efetivo de 2012. Em 

termos de participação regional, 56,5% dos animais estão na Região Nordeste, 

tendo como finalidade principal da criação, a produção de carne, além de leite e 

pele. O efetivo de ovinos que encontrava-se localizado na Bahia é de 16,9%, o qual 

teve aumento estipulado em 4,1% entre os anos de 2012 a 2013, gerando um 

crescimento de 4,8% na Região Nordeste (BRASIL, 2013). 

Tendo em vista o aumento da criação de ovinos, essa enfermidade apresenta 

considerável importância sob o ponto de vista econômico, pois pode estar presente 

nos rebanhos de maneira silenciosa e provocando prejuízos para a produção de lã, 

carne e leite (MINAS, 2006). Como trata-se de uma doença que interfere no sistema 

reprodutor dos animais, o baixo rendimento da fertilidade dos carneiros torna-se um 

grande problema, sendo necessário o descarte e substituição, recorrentes, dos 

reprodutores. Além disso, a taxa de prenhez e parição diminuem (BAIGUN et al., 

2000). 

A principal forma de transmissão, da Brucella ovis, é a venérea passiva, 

durante a monta natural, em que machos sadios se infectam ao cobrir ovelhas, que 

já foram cobertas por carneiros infectados. A transmissão pode ocorrer também de 

carneiro para carneiro, quando os machos dominantes cobrem os dominados e, 

transmitem o micro-organismo através da mucosa retal ou através da lambedura do 

prepúcio, e ainda indiretamente através da mucosa nasal e palpebral, através de 

ejaculações. As fêmeas podem eliminar o agente pelas descargas vaginais ou pelo 

leite, e através de secreções uterinas após o aborto (NOGUEIRA et al., 2006). 
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O diagnóstico realizado através de exame clínico ocorre através de palpação 

do epidídimo, que possui valor limitado, pois há animais que podem estar infectados 

no rebanho, mas serem assintomáticos, exame bacteriológico seminal, e métodos 

de diagnóstico indireto, que são muito utilizados, fundamentados em testes 

sorológicos, como imunodifusão em gel de ágar (IDGA), reação de fixação de 

complemento (RFC), ensaio imunoenzimático indireto (ELISAi) (NIELSEN et al., 

2008). O IDGA e a FC apresentam sensibilidade semelhantes, além de simples 

execução, e são técnicas preconizadas pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e 

Abastecimento (MAPA), segundo as normas contidas no projeto de Instrução 

Normativa que institui o Plano Nacional de Vigilância e Controle da Epididimite Ovina 

(NOGUEIRA et al., 2006).  

A dificuldade em ter um diagnóstico sorológico com boa especificidade e 

sensibilidade faz com que o diagnóstico para brucelose ovina seja sempre realizado 

com aplicação de duas ou mais técnicas para um resultado conclusivo, o que às 

vezes pode ser muito oneroso e demorado (NOZAKI et al., 2004). O ELISA indireto é 

um teste que apresenta alta sensibilidade e alta especificidade, sendo capaz de 

discriminar animais reagentes e não reagentes (PINHEIRO JUNIOR et al., 2009). 

O diagnóstico clínico não é indicado, pois outros micro-organismos também 

podem provocar epididimite palpável e nem todos os carneiros infectados com 

Brucella ovis desenvolvem esse sinal clínico (COLETO et al., 2003). Logo, faz-se 

importante padronização de uma técnica para diagnóstico, como o Ensaio 

Imunoenzimático Indireto, para obter-se testes confiáveis, rápidos e eficazes com 

bom desempenho da sensibilidade e especificidade para realização de diagnóstico 

seguro, contribuindo para traçar medidas que visam o controle e a prevenção mais 

eficientes. 

 

 

 

 



14 

 

2 Revisão de literatura 

 

2.1 Agente etiológico 

A brucelose é uma enfermidade de caráter infeccioso causado por bactérias 

pertencentes ao filo Proteobacteria, à subdivisão alpha-2 da classe Proteobacteria 

alfa, Ordem Rhizobiales, da família Brucellaceae, do gênero Brucella (MORENO et 

al., 2002; QUINN et al., 2005) que inclui as espécies: B. melitensis; B. abortus; B. 

suis; B. ovis; B. neotomae; B. canis; B. ceti sp. nov.; B. pinnipedialis sp. nov.; B. 

microti sp. nov.; B. inopinata sp. nov. (ICSP, 2013).  

As bactérias desse gênero são gram-negativos, cocobacilos, parasitas 

intracelulares facultativos, não são formadores de esporos, não são encapsuladas, e 

imóveis (GUL; KHAN, 2007). Não há especificidade quanto ao hospedeiro que 

infectam, no entanto existe uma predileção por determinada espécie animal. Assim, 

a B. abortus acomete preferencialmente bovinos, a B. suis suínos, a B. melitensis 

caprinos, a B. ovis ovinos e a B. canis canídeos (BRASIL, 2006).  

As colônias de cultivo primário apresentam aspecto que oriunda a 

classificação das espécies em lisas, como B. abortus, B. mellitensis, B. neotomae, B. 

suis, ou em rugosas como B. ovis e B. canis (CASTRO; GONZALES; PRAT, 2005). 

Essa classificação tem como base a composição bioquímica que os 

lipopolissacarídeos (LPS) de membrana possuem, estando relacionados diretamente 

à capacidade de virulência das espécies, sendo o principal antígeno de superfície de 

grande parte das bactérias Gram-negativas. Os lipopolissacarídeos das cepas lisas 

(LPS-S) são constituídos por lipídeos A ou M, um oligossacarídeo central e uma 

cadeia polissacarídica mais exposta denominada cadeia O (MARÍN et al., 1989). O 

LPS da cepa rugosa (LPS-R) é semelhante ao das lisas, exceto pela ausência da 

cadeia O (BLASCO,1990; CARVALHO JUNIOR et al., 2010).  
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2.2 Características de crescimento e morfologia 

A Brucella ovis é uma bactéria Gram-negativa, cocobacilo imóvel e não 

flagelada, de vida intracelular facultativa, não capsuladas, não esporuladas, possui 

tamanho de 0,5 a 0,7 de diâmetro, e 0,7 a 1,5  μm de comprimento, não formam 

endosporos e não possuem coloração bipolar (CORBEL et al., 1978, BURGESS, 

1982). Possui arranjos individuais, aos pares, cadeias curtas ou mesmo em 

pequenos grupos. Seu crescimento ocorre em meios alcalinos como, Trypticase Soy 

Agar, Ágar Sangue e Ágar Columbia, enriquecidos com 5 % a 10 % de sangue ou 

pode ser seletivamente isolada no meio modificado de Thayer-Martim (BROWN et 

al., 1973; ALTON et al., 1976). Requerem uma atmosfera de 10 % a 20 % de gás 

carbônico (CO2) no cultivo primário, mas a cepa pode ser isolada com CO2 

independente. Após três a cinco dias de incubação com temperatura de 34°C a 

37°C, as colônias tornam-se visíveis apresentando-se pequenas, circulares, com 

bordos regulares, opacas de cor, podendo variar do branco ao marrom (MEYER, 

1982; ALTON et al., 1988).  

Possuem sistema citocromo, e tem como aceptor final de elétrons o oxigênio 

ou nitrato, sendo assim nitrato redutase é produzida. As colônias, em ágar dextrose 

ou outro meio sem sangue irão apresentar-se transparentes, elevadas, convexas 

com bordos inteiros, lisos, além de superfície brilhante. Possuem coloração de mel, 

quando iluminadas (GOMES, 2007; ROBLES, 1998). A sobrevivência desses 

patógenos, na ausência de parasitismo, irá depender das condições ambientais 

(LAGE et al., 2008). Sendo assim, Brucella spp. podem possuir resistência no 

ambiente durante longos períodos, principalmente quando algumas condições como, 

pH, umidade e temperatura apresentam-se favoráveis (PESSEGUEIRO; BARATA; 

CORREIA, 2003). 

 

2.3 Características antigênicas 

A Brucella spp. é composta por uma membrana citoplasmática interna, um 

espaço periplasmático e uma membrana externa (ME), a qual é constituída por 

lipossacarídeos, que é caracterizado como o principal antígeno de superfície na 

maior parte das bactérias Gram-negativas, e possui também várias outras proteínas 
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principais. A virulência da Brucella spp. possui relação direta com a composição 

biológica e química dos lipopolissacarídeos que constituem a membrana. Logo, a 

Brucella ovis é classificada, antigenicamente, como rugosa, isso por conta da sua 

constituição química da parede celular, sendo, então, não virulenta aos humanos. A 

superfície das bactérias desse gênero possui variação conforme a fase em que se 

encontra que pode ser lisa ou rugosa. Os lipopolissacarídeos das cepas rugosas 

(LPS-R) são formados por lipídeos A ou M, oligossacarídeo central e ausência da 

cadeia polissacarídica mais exposta, que é denominada como cadeia O (BLASCO 

1990; MORIYON, 1988). Portanto, a cadeia de polissacarídeo O não recobre outros 

antígenos da superfície, deixando então outer membrane proteins (OMPs) expostos. 

O antígeno 29-kDa é constituído pelo Omp25 e Omp31, que codificam as proteínas 

maiores de membrana desse gênero (CASTRO et al., 2010; VISCAÍNO et al., 2001).  

Sendo, a Omp25 envolvida na invasão, replicação e sobrevivência da Brucella ovis 

no interior das células hospedeiras (CARO-HERNÁNDEZ et al., 2007; MARTÍN-

MARTÍN et al., 2008).  

 

2.4 Reservatório 

A Brucella spp. conforme determinadas condições podem ser transmitidas a 

outras espécies animais, no entanto há uma predileção, assim a espécie B. abortus 

acomete, preferencialmente, bovinos, bem com B. melitensis caprinos, B. suis 

suínos, B. ovis ovinos, B. canis canídeos (NOGUEIRA et al., 2006).  A Brucella ovis 

infecta, naturalmente, a espécie ovina, no entanto já houve confirmação da 

transmissão através de carneiros infectados, com esse agente etiológico, para 

cervos que eram criados no mesmo pasto, e também entre cervos contaminados 

(RIDLER et al., 2000; RIDLER et al., 2002). De forma experimental, há relatos de 

que caprinos jovens e adultos também podem ser infectados, no entanto são menos 

vulneráveis quando comparados aos ovinos, sendo a infecção, nos caprinos, de 

caráter leve e de breve duração (BURGESS et al., 1985). 
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2.5 Epidemiologia 

Descrita inicialmente por Buddle e Boyes (1953), na Nova Zelândia, a 

infecção tem atual distribuição cosmopolita e tem sido diagnosticada em 

praticamente todos os países em que a ovinocultura representa atividade de grande 

interesse econômico (SPENCER e BURGUESS, 1984; ESTEIN, 1999). A B. ovis 

possui cadeia epidemiológica semelhante às espécies brucélicas, sendo assim, a 

principal forma de infecção é o animal que está contaminado, podendo ser apenas 

reservatório ou animal enfermo, que irão contaminar o pasto, água e alimentos 

através de excreções e secreções corporais, que serão eliminadas através do trato 

do sistema reprodutor, leite, anexos fetais, e urina, constituindo, então, as formas de 

eliminação da bactéria (LIRA; MEGID, 2009). A brucelose ovina possui relatos em 

vários países da Europa, América do Norte e Latina, Oceania e também países que 

possuem a prática da produção de ovinos como principal atividade (WHO, 2006). 

A doença, anteriormente relacionada na Lista B das enfermidades de 

declaração obrigatória, segundo a Organização Mundial de Saúde Animal 

(OIE,2006), agora está incluída na lista única, a qual desde o ano de 2006 substituiu 

as Listas A e B sendo, então uma enfermidade de notificação compulsória. A 

probabilidade dos animais se infectarem depende da via de infecção, da dose 

infectante e de algumas características intrínsecas dos animais, como idade, raça e 

sexo (BLASCO, 1990; BARBERAN, 1997; BURGESS, 1982). O alto percentual de 

machos sororeagentes reforça a importância na epidemiologia da doença, pois o 

agente pode ser eliminado pelo sêmen de animais contaminados por até dois anos 

após infecção, além de infectar um grande número de fêmeas (AZEVEDO et al., 

2004a).  

A idade também constitui um fator importante na epidemiologia da doença, 

em que animais mais velhos são mais afetados, e machos impúberes são 

contaminados através da urina de animais doentes, a bactéria penetra através de 

mucosas (oral, nasal, conjutival) e por via subcutânea por meio de lesões de 

continuidade (ALTON et al., 1988; BULGIN, 1983; TAMAYO et al., 1989). As fêmeas 

são mais acometidas com idade entre 1 e 4 anos, mas são mais resistentes à 

infecção do que os machos. A susceptibilidade pode estar relacionada à raça, pois 

alguns animais são mais precoces à atividade sexual, e o tamanho do rebanho 
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também pode ser um grande fator, pois o aglomerado de animais facilita a 

disseminação do agente bacteriano (PINHEIRO JUNIOR, 2009). 

A B. ovis causa uma doença que possui distribuição mundial, e promove 

prejuízos econômicos em países que têm a ovinocultura bem desenvolvida 

(ROBLES et al.,1998). Vários estados do Brasil são acometidos pela Brucella ovis, 

sendo que o Rio Grande do Norte, ao ser realizado o teste IDGA, 35% dos animais 

foram reagentes (103 animais de um total de 290). Estudos sobre frequência do 

agente etiológico na Bahia foram realizados na Microrregião de Juazeiro e no 

Recôncavo sendo, respectivamente, encontrado os valores 0,72% e 3,28%. Os 

animais que foram reagentes ao IDGA no estudo realizado na região do recôncavo 

baiano, não apresentaram alterações no epidídimo, além de serem negativos para 

B. abortus através do Teste do Antígeno Acidificado Tamponado (ARAÚJO et al., 

2013; SILVA et al., 2009). 

 

2.6 Transmissibilidade 

A brucelose ovina pode ter transmissão através do contato direto com animais 

contaminados e também via transplacentária, além da contaminação indireto, que 

pode ocorrer com a ingestão de água e alimentos contaminados (CASTRO; 

GONZALEZ; PRAT, 2005), fômites e também quando realizada a inseminação 

artificial (BRASIL, 2006). A bactéria penetra no organismo por diversas vias, como, 

respiratória, digestiva, mucosas (prepucial, conjuntival, e vaginal), e pele, caso tenha 

alguma lesão (BRASIL, 2006), sendo que a principal forma de transmissão, para os 

ovinos, é a venérea passiva, em que machos sadios se infectam ao cobrirem 

ovelhas previamente cobertas por carneiros já infectados. A transmissão também 

ocorrer de carneiro para carneiro, quando os machos dominantes “cobrem” os 

dominados, ou através da lambedura do prepúcio. A principal fonte de infecção para 

o rebanho é o macho infectado, sendo o sêmen a principal via de eliminação do 

patógeno. Ovelhas infectadas excretam o agente nas descargas vaginal e no leite. 

Carneiros persistentemente infectados excretam o agente, no sêmen, por um 

período que pode variar entre 2 a 4 anos, de maneira intermitente (CFSPH, 2007). A 

bactéria na fêmea não persiste por muito tempo, sendo seu papel menos importante 
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como foco de infecção quando comparada com o reprodutor que permanece 

infectado por toda a sua vida (PAOLICCHI et aI., 1991, PAOLICCHI et al., 2000). 

 

2.7 Patogênese e sinais clínicos 

A capacidade da Brucella spp. em causar doença requer algumas etapas 

críticas durante a infecção . A brucelose invade células epiteliais do hospedeiro, 

permitindo que a infecção ocorra através de superfícies mucosas. A Brucella ovis 

entra no organismo do hospedeiro através das mucosas do trato digestivo, genital ou 

nasal, conjuntiva ocular ou por soluções de continuidade da pele. A mucosa 

orofaringeana é a principal via de infecção, além da mucosa genital (NELSON; 

COUTO, 2010). Em seguida, o agente é fagocitado, principalmente, pelos 

macrófagos e são carreados até os linfonodos, onde multiplicam-se e podem 

permanecer por muito tempo, de semanas a meses.  Depois da infecção, as células 

do sistema mononuclear fagocitário, sobretudo macrófagos, ligam-se à bactéria 

através de receptores específicos ou com a ajuda dos anticorpos opsonizantes. 

Assim, o agente infeccioso é interiorizado, digerido e suas frações antigênicas são 

expostas na superfície da membrana celular. Em seguida, a Brucella spp. multiplica-

se e são transportadas até os linfonodos regionais, em que se multiplicam 

novamente e causam bacteremia que culmina pela colonização dos órgãos alvos 

(útero gravídico da ovelha e epidídimo dos carneiros) (SHIN; CARMICHAEL, 1999).  

Após a multiplicação inicial, a bactéria atinge a corrente sanguínea através do 

ducto torácico, dentro dos macrófagos ou livres no plasma. Podem ocorrer vários 

períodos de bacteremia. Depois se difundem para os tecidos do hospedeiro, 

colonizando principalmente órgãos constituídos por células do sistema mononuclear 

fagocitário, como, baço, fígado e linfonodos (principalmente os supra mamários), 

onde podem acarretar alterações inflamatórias e anatomopatológicas caracterizadas 

por granulomas difusos levando à hepatomegalia, esplenomegalia e, às vezes, 

hiperplasia linfóide (BISHOP et al., 1994). Uma vez ingressado o patógeno no 

animal, e colonizado os linfonodos regionais, onde se multiplicam de maneira ativa, 

irão circular pelo sangue durante 60 a 70 dias, provocando bacteremia, e depois de 

se instalarem em alguns órgãos, 30 dias depois da infecção finalmente atingem os 
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órgãos genitais (PAOLICCHI, 2001). A brucelose ovina pode ser caracterizada por 

vários graus de epididimite e orquite em carneiros, com consequências no potencial 

da fecundidade dos carneiros, abortos ocasionais nas ovelhas e aumento da 

mortalidade perinatal dos cordeiros (CLEMENTINO et al., 2007).  

O principal sinal clínico nos machos é a baixa qualidade seminal, com 

redução na concentração total e da proporção de espermatozóides viáveis, além de 

reação inflamatória na bolsa escrotal e reações sistêmicas como febre, taquipnéia e 

depressão. Quando a síndrome desaparece, é possível verificar através da 

palpação, alterações no epidídimo (epididimite) unilateral ou bilateral, testículos com 

tamanhos diferenciados e aumento do tamanho da bolsa escrotal. No entanto, 

mesmo que a B. ovis esteja associada à epididimite, alguns carneiros infectados não 

desenvolvem epididimite palpável. A inflamação no epidídimo pode ocorrer mesmo 

sem sinais clínicos visíveis, possibilitando a palpação das túnicas da bolsa escrotal, 

que podem apresentar espessamento, fibrose, e aderências entre as túnicas visceral 

e parietal, e os testículos podem estar atrofiados (GOMES, 2007; NOGUEIRA et al., 

2006).  

Nas ovelhas é comum ocorrer placentite, má formação fetal, aborto, 

nascimentos de cordeiros fracos ou debilitados e natimortalidade. Pode-se observar 

também o aumento do período da estação de monta com repetição de cios (superior 

a 45 dias) (BLOOD et al., 1989). Em ovelhas jovens ocorre endometrite e 

vaginocervicite, tendo como consequência infertilidade temporária (HOMSE et al., 

1995). A bactéria irá colonizar o epidídimo e células inflamatórias aparecerão no 

sêmen em cerca de 2 a 8 semanas pós  infecção, e então a qualidade seminal 

começa a ser deteriorada. Lesões palpáveis desse órgão serão detectadas a partir 

de 9 semanas. O início da sintomatologia clínica dessa enfermidade caracteriza-se 

por febre, dispneia, desgaste físico, e inflamação dos órgãos do sistema reprodutor, 

que pode apresentar-se de forma crônica ou aguda (MEGID; MATHIAS; ROBLES, 

2010, RADOSTITS et al., 2002).  

Em casos agudos pode-se observar aumento de volume dos órgãos 

acometidos, isso ocorre devido ao processo inflamatório instalado, podendo ocorrer 

obstrução dos canais do epidídimo, o que irá possibilitar bloqueio da passagem de 

sêmen, além disso, os testículos também podem ser atingidos. Em casos crônicos a 
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inflamação delimita-se à cauda do epidídimo, mas os testículos terão tamanhos 

diminuídos e os sintomas podem regredir, no entanto animais reprodutores 

permanecem infectados (ISHIZUKA et al., 2010). 

 

2.8 Diagnóstico 

A Imunodifusão em Gel de Agarose (IDGA), é considerada pelo MAPA 

(Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento) como teste padrão de triagem 

para diagnosticar a brucelose ovina, sendo os animais positivos, a esse método, 

submetidos para confirmação através do teste de Fixação Complemento. Há outros 

testes que podem ser usados para o diagnóstico dessa enfermidade, como Ensaio 

Imunoenzimático (ELISA) indireto e competitivo, e técnicas moleculares como 

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR), e o diagnóstico clínico obtém melhor 

resultado quando associado aos métodos laboratoriais (BRASIL, 2006). A B. ovis 

pode ter diagnóstico realizado utilizando-se fundamento clínicos, mas sempre 

associado a critérios bacteriológicos, bem como, sorológicos, pois alguns animais 

podem estar infectados e não apresentarem alterações (FICAPAL et al., 1998; 

GENNERO et al., 2004). 

 

2.8.1 Diagnóstico Clínico 

No Brasil o primeiro diagnóstico clínico de brucelose, provocada pelo agente 

Brucella ovis, foi consolidado por RAMOS et al. (1966), que realizaram inquérito com 

3.317 reprodutores ovinos machos, sendo observado lesões clinicas no epidídimo e 

confirmação com isolamento e identificação do agente bacteriano. BOBLEL et al. 

(1972), isolou pela primeira vez esse agente etiológico no estado do Rio Grande do 

Sul. Mesmo que a B. ovis  esteja associada à epididimite, alguns carneiros 

infectados não desenvolvem essa alteração de maneira palpável (GOMES, 2007). 

Logo, o exame clínico não é considerado o suficiente para obter um diagnóstico 

seguro, no entanto, pode ser utilizado em associação com o isolamento da B. ovis 

do sêmen, além de resultados positivos nas provas sorológicas, devendo-se levar 

em consideração os dados epidemiológicos do rebanho (CLEMENTINO et al., 2007). 
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O exame clínico pode, eventualmente, revelar alterações dos testículos e 

epidídimo e freqüentemente observam-se alterações no espermograma. Nem todos 

os animais infectados apresentam os sinais clínicos característicos e a enfermidade 

deve ser diferenciada de traumas ou de outros agentes infecciosos como 

Actinobacillus seminis, A. actinomycetemcomitans, Histophilus ovis, Haemophilus 

spp., Corinebacterium psudotuberculosis ovis, Chlamydophila abortus que também 

podem causar epididimite (NOGUEIRA et al., 2006; BULGIN et al., 1983).  

Na realização de exame clínico, poucos animais podem apresentar sinais da 

infecção por B. ovis, logo o diagnóstico não é específico, pois a epididimite pode ser 

causada por outros micro-organismos, devendo então sempre ser associada a outra 

técnica (KOVÁCOVÁ et al., 2007). A brucelose ovina determinada por exame clínico 

possui baixo valor para realização do diagnóstico da infecção, pois há a existência 

de animais que não apresentam sintomatologia clínica (BAIGUN et al., 2000; 

MIYASHIRO et al., 2003; ARSENOULT et al., 2004). Essa bactéria pode provocar 

infecção subclínica, logo, para que um animal seja considerado negativo, além do 

exame clínico, deve ser realizado o exame bacteriológico seminal ou testes 

sorológicos, como IDGA, FC e ELISA, que são os mais utilizados em muitos países, 

inclusive no Brasil (NIELSEN et al., 2008). 

 

2.8.2 Diagnóstico Laboratorial 

O diagnóstico laboratorial consiste no isolamento e identificação da B. ovis 

através de meios seletivos. Além disso, exames sorológicos e técnicas moleculares 

também possibilitam diagnóstico seguro (CLEMENTINO et al., 2007).  

 

2.8.2.1 Isolamento e Identificação 

O isolamento e a identificação de Brucella possibilita um diagnóstico definitivo 

e pode ajudar na epidemiologia e também no monitoramento, tornando possível o 

progresso do programa de vacinação (CORBEL et al., 2006). O método de 

diagnóstico mais confiável da doença é estabelecido mediante o isolamento do 

patógeno em animais com suspeita. No entanto, possui limitada sensibilidade, além 
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de custo alto e dificuldade do isolamento, o que torna inviável a aplicação deste 

exame em grande escala para campanhas de controle. Pode ser utilizado vários 

materiais para o isolamento, como sêmen, urina, secreção vaginal ou de leite. A 

temperatura ótima para crescimento da B. ovis é de 37ºC, sendo a temperatura ideal 

entre 20ºC a 40ºC e o  pH ótimo  é  entre 6,6 a 7,4 (BLASCO et al., 1990).  

Nas provas bioquímicas é catalase positiva, geralmente oxidase positiva e 

quimiorganotróficas. Grande parte das cepas requerem meios de cultivo seletivo e 

complexo, contendo aminoácidos, tiamina, nicotinamida e íons de magnésio. 

Algumas cepas podem ser induzidas ao crescimento em meio mínimo, contendo 

sais de amônio como única fonte de nitrogênio. O crescimento é promovido pela 

adição de soro ou sangue. Não produzem indol, não liquefaz a gelatina ou soro 

coagulado, não lisam hemácias, não produzem metil carbinol (Teste de Voges-

Proskauer), vermelho de metila negativo (GOMES, 2007).   

O isolamento bacteriano é uma técnica de diagnóstico demorada e nem 

sempre eficiente, pois a bactéria é eliminada de forma intermitente no sêmen de 

animais contaminados (BAIGÚN et al., 2000; WORTHINGTON; STEVENSON, DE 

LISLE, 1985), mas pode não ser eliminada no sêmen de carneiros que possuem 

alterações epididimárias, o que pode ocasionar a  obtenção de resultados falso-

negativos neste teste, exigindo que o mesmo seja realizado de forma seriada para 

uma maior confiabilidade. O crescimento bacteriano pode ser observado no período 

de 3 a 4 dias pós- incubação, e após 7 dias pode-se obter a confirmação de um 

resultado negativo (BURGESS, 1982).  

 

2.8.2.2 Sorologia  

A brucelose ovina tem diagnóstico realizado, geralmente, através de provas 

sorológicas, sendo as mais utilizadas as de Imunodifusão em Gel de Agarose 

(IDGA), Fixação de Complemento (FC) e ensaio imunoenzimático (ELISA) indireto 

ou competitivo (ROBLES, 1998). Estudos comparativos demonstraram que o teste 

de ELISA é mais sensível (97,6%) quando comparado ao de IDGA (96,4%) e ao de 

FC (92,7%) (MARÍN et al., 1989). O IDGA além de sensibilidade alta possui 

especificidade de 100% (TECPAR, 2008). Os testes sorológicos existentes para B. 
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ovis podem ter falhas, as quais, geralmente, estão relacionadas à sensibilidade 

apresentada. Essas dificuldades no diagnóstico da enfermidade explicam o motivo 

pelo qual a brucelose ovina tem diagnóstico geralmente realizado mediante o 

emprego de duas ou mais técnicas para a obtenção de um resultado conclusivo, o 

que pode exigir custo alto e ser demorado (GIL TURNES, 1998). O IDGA é 

recomendado pelo MAPA como teste padrão de triagem, sendo os animais 

reagentes a esse método de diagnóstico submetidos a FC para confirmação dos 

resultados. Os métodos que são classificados como indiretos, baseados em testes 

sorológicos, são largamente utilizados em programas que visam controle e também 

erradicação da brucelose ovina (BRASIL, 2006). 

 

2.8.2.2.1 Imunodifusão em gel de agarose (IDGA) 

O IDGA é um método de diagnóstico indireto que apresenta sensibilidade 

semelhante à Fixação Complemento, no entanto sua execução é mais simples. De 

acordo com as normas contidas no projeto de Instrução Normativa, que institui o 

Plano Nacional de Vigilância e Controle da Epididimite Ovina do MAPA, para 

certificar propriedades livres ou para fins de trânsito, carneiros não castrados, com 

idade superior a 6 meses, devem ser testados com o teste de rotina, IDGA, que é 

um teste de triagem, e caso seja positivo o teste confirmatório a ser utilizado é a FC 

(BRASIL, 2006; NOGUEIRA et al., 2006).  

Esse método de diagnóstico tem como base o uso de lipopolissacarídeos 

(LPS) e proteínas específicas da parede celular de cepas de Brucella como 

antígenos. Logo, permite a detecção de anticorpos em soros de animais 

contaminados (BLASCO et al., 1984). A dificuldade em se obter um diagnóstico 

sorológico que tenha boa especificidade e sensibilidade, que possa ser interpretado 

individualmente, faz com que o diagnóstico conclusivo para a brucelose ovina seja 

associado à utilização de mais de uma técnica, o que dificulta por conta do tempo e 

dos custos (NOZAKI, 2004).  
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2.8.2.2.2 Fixação de complemento (FC) 

O teste FC é amplamente utilizado para a realização da confirmação, de 

testes positivos, no diagnóstico de brucelose em diferentes espécies animais 

(FERREIRA et al., 2003). A Fixação de Complemento é uma forma diagnóstico 

utilizado para identificação de anticorpos, com especificidade alta, da classe IgG 

(PESSEGUEIRO; BARATA; CORREIA, 2003).  

A sensibilidade da FC é de 88%, e a especificidade é de 100% (GARIN-

BASTUJI, 2006). No entanto há algumas desvantagens, como a subjetividade na 

interpretação de baixo título, pode não funcionar quando o soro estiver hemolisado, 

podendo coagular durante a inativação, há a necessidade de uma elevada 

quantidade de reagentes, e há também a dificuldade na distinção de animais 

doentes e de vacinados, bem como há a existência do fenômeno de pré-zona, em 

que ocorrem reações negativas em diluições séricas inferiores, isso pode acontecer 

por conta do excesso de anticorpo (BLASCO, 2001; BLASCO, 2002). 

 

2.8.2.2.3 Ensaio imunoenzimático (ELISA) 

O Ensaio Imunoenzimático (ELISA) baseia-se em reações antígeno-anticorpo, 

que são detectáveis através de reações enzimáticas.  Esse método indireto de 

diagnóstico tem como característica um elevado valor de especificidade e 

sensibilidade. Existe alguns tipos de ELISA, como o ELISA indireto e o competitivo. 

A sensibilidade dos testes IDGA e ELISA indireto são parecidas e pode ser maior do 

que o FC (OIE, 2015; ESTEIN, 2002).  

No ELISA indireto visa-se buscar anticorpos contra o antígeno B. ovis. Se 

houver, no soro a ser testado, a presença de anticorpos ocorrerá a ligação antígeno-

anticorpo, que será detectada após a adição de um anticorpo, anti-IgG (Conjugado) 

dirigido contra imunoglobulinas da espécie, a qual é ligada à peroxidase. O uso de 

um substrato a base de Peróxido de Hidrogênio (H2O2) proporcionará coloração 

amarelada se ocorrer reação antígeno-anticorpo. Já o ELISA competitivo, em que, 

no soro, a presença de anticorpos, a ser testado, é revelada pela competição com 

um anticorpo específico (mono ou policlonal) dirigido contra o antígeno. O resultado 
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será obtido pela adição do conjugado, no entanto a coloração ocorrerá nos poços 

onde não há presença de anticorpos. Mesmo que o soro esteja hemolisado, e 

utilizando-se pequena quantidade, os resultados são bons (COELHO; DÍEZ, 

COELHO, 2014; EISTEN, 1999; JAQUES et al., 1998; MARTINS, 2012;).  

Os testes ELISA tornaram-se técnicas padronizadas para pesquisa e para o 

diagnóstico de algumas enfermidades, pois oferecem alta especificidade e 

sensibilidade, sendo de simples execução, necessitando de poucos equipamentos, 

no entanto, os resultados podem variar entre laboratórios dependendo da 

metodologia utilizada (CORBEL; ELBERG; COSIVI, 2006). Tem como vantagem o 

grande número de amostras que podem ser analisadas ao mesmo tempo, reduzindo 

então o período de resultados e custo, além de ser quantitativos, simples e 

requerem pequenos volumes de amostras. As técnicas de diagnóstico ELISA e 

IDGA são mais confiáveis quando utilizadas juntas, pois proporcionam a detecção 

de B. ovis com maior sensibilidade (NOZAKI et al., 2004).  

O ELISA indireto pode ser utilizado como contribuição para as políticas de 

erradicação, pois é um teste que oferece a eficácia de demonstrar ausência de 

infecção em uma população de animais, individualmente (OIE, 2015). De acordo 

com Greve et al. (2011) essa técnica apresenta-se eficaz quando relacionado ao 

histórico clínico, podendo ser proposto como um teste de diagnóstico capaz de 

detectar um número maior de animais reagentes, facilitando o controle e 

colaborando para a prevenção de rebanhos suspeitos da brucelose ovina. 

 

2.8.2.3 Técnicas moleculares (PCR) 

O diagnóstico da epididimite dos carneiros é realizado por meio de exame 

clínico, testes sorológicos e através da bacteriologia. Devido às limitações 

apresentadas pelas técnicas, o diagnóstico é geralmente obtido através da aplicação 

de duas ou mais técnicas para que possa ser alcançado um resultado conclusivo, 

logo estudos têm sido direcionados para a aplicabilidade e adequação do 

diagnóstico através de técnicas moleculares. A Reação em Cadeia da Polimerase 

(PCR) é uma técnica molecular que tem sido utilizada como ferramenta diagnóstica 

aplicável, pois é sensível, pouco onerosa, quando comparada ao isolamento e 
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identificação do agente bacteriano, rápida, simples de ser realizada e permite o 

diagnóstico específico do agente infeccioso (BRICKER, 2002; COSTA, 2010; OIE, 

2015). 

Essa técnica tem demonstrado possuir sensibilidade semelhante ou até 

mesmo superior, quando comparada ao cultivo microbiológico para Brucella ovis, 

além de possibilitar identificação rápida do patógeno em amostras de urina e 

também de sêmen (MANTEROLA et al., 2003; NOZAKI, 2004; SAUNDERS et al., 

2007; XAVIER et al., 2010).  

O teste de PCR pode ser utilizado como um teste complementar, ajudando a 

melhorar a capacidade para diagnosticar carneiros infectados com B. ovis, além de 

ser possível diferenciar se a epididimite foi causada por outras bactérias 

(MANTEROLA et al., 2003). Com o advento do sequenciamento das principais 

espécies de Brucella, métodos biomoleculares têm sido estudados, pois a finalidade 

é a obtenção de um diagnóstico específico, de forma que seja possível determinar a 

espécie do agente etiológico presente na amostra analisada (COSTA, 2010).  

O diagnóstico da B. ovis por PCR é realizado para detectar a presença de 

DNA brucélico em uma amostra (BRICKER, 2002). Existe um tipo de PCR, espécie-

específica, que amplifica uma determinada região gênica, a qual tem ocorrência 

específica em B. ovis, mas a frequência gênica dessa região é inferior quando 

comparada à regiões que utilizam técnicas gênero-específicas, e isso é importante, 

pois pode haver redução quanto à sensibilidade do teste espécie-específico 

(XAVIER et al., 2010).  

Dentre os tipos de reação de PCR mais comuns tem-se a RT-PCR (Reverse 

Transcriptase Chain Reaction), essa reação é composta pela transcrição reversa e a 

amplificação, há também a Multiplex PCR, em que mais de um segmento genômico 

é amplificado em uma única reação, cada um com seu par de primers específico, 

podendo verificar gênero, espécie bacteriana e diferenciar de outros agentes. A 

técnica de PCR, quando comparada com o diagnóstico sorológico, tem como 

vantagens alta especificidade e sensibilidade, os resultados são mais rápidos, e 

oferece menor risco (COELHO, 2014). 
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2.9 Controle e prevenção 

Um dos motivos de grande importância de desarranjos reprodutivos em 

animais é a infecção por micro-organismos do gênero Brucella. Os prejuízos 

econômicos provocados por esses agentes vão além dos problemas relacionados ao 

sistema reprodutor. A condenação de carne e leite é um dos principais motivos de 

perdas, para as indústrias, assim como, barreiras internacionais são postas ao 

comércio dos produtos de origem animal, além da redução no preço desses 

produtos e derivados, bem como gastos maiores para instalação de programas para 

controle e prevenção, além de pesquisas (JARDIM et al., 2006). 

A manutenção da B. ovis no rebanho é o carneiro contaminado, ele também é 

responsável pela transmissão dentro do rebanho e de um pasto para outro. Logo, o 

controle dessa enfermidade tem como base a eliminação de carneiros que 

apresentarem diagnóstico bacteriológico ou sorológico positivos, pois se eles 

permanecerem no rebanho continuará disseminando a bactéria e infectando os 

demais animais, tanto machos, quanto fêmeas (ESTEIN, 1999).  

A vacinação é o método mais econômico e prático para controlar essa 

enfermidade em áreas que apresentam prevalências médias e altas (ROBLES, 

2004). A maioria das vacinas utilizadas tem demonstrado serem eficientes contra a 

infecção pela B. ovis, mas há a desvantagem de induzir a produção de anticorpos 

indistinguíveis aos produzidos pela infecção natural, dificultando, assim, o 

diagnóstico sorológico (BLASCO et al., 2002). No entanto, o Programa Nacional de 

Sanidade de Caprinos e Ovinos não prevê a vacinação de ovinos contra a brucelose 

ovina, e nem o tratamento, sendo o ideal a ser realizado o descarte dos reprodutores  

(BRASIL, 2006).  

A vacina viva de B. melitensis Rev 1 é  considerada a melhor dentre as 

disponíveis, sendo utilizada uma única dose de 1 mL (109 unidades formadoras de 

colônia) por via subcutânea ou 25-30 l por via conjuntival em fêmeas com idade 

entre 3 a 5 meses, o que confere imunidade de longa duração. A vacinação através 

da via conjuntival apresenta a vantagem de minimizar a intensidade da reação 

cruzada da vacina com os testes sorológicos. Quando aplicada em animais na idade 

recomendada, as reações adversas são mínimas. Não há informações suficientes 
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que recomende a vacinação de reprodutores adultos, e a restrição quanto ao uso de 

Rev 1 é a impossibilidade de se  utilizar em países que são livres de B. melitensis e 

endêmica para B. ovis (OIE, 2015; BLASCO, 1990).  

O manejo e a regularidade da limpeza das instalações são fatores muito 

importantes para o controle dessa enfermidade. O sistema extensivo e a 

ovinocultura de subsistência , sendo que no primeiro método de criação os animais 

permanecem soltos em áreas grandes e o produtor não realiza qualquer forma que 

seja de controle reprodutivo ou sanitário, é o perfil predominante nas regiões Norte e 

Nordeste do Brasil (LEITE, 2000; SOUZA et al., 2007). Logo, faz-se necessária a 

adoção de medidas sanitárias que visam o controle e prevenção para evitar a 

propagação da doença (SILVA et al., 2003).  

Portanto, é importante estabelecer como medidas de controle a identificação 

e eliminação de animais contaminados, doentes ou portadores, além do bloqueio da 

introdução de novos animais infectados no rebanho. Sendo assim, é fundamental a 

existência de métodos diagnósticos que sejam eficientes, rápidos e viáveis de serem 

executados (COSTA, 2010), sendo eles realizados através da combinação do 

exame clínico, isolamento da bactéria de amostras de sêmen e de tecidos e 

detecção de anticorpos anti-B. ovis em soro sanguíneo (ALTON et al., 1988; 

GRILLÓ et al., 1999).  

A maioria dos criadores de ovinos desconhece a importância da exigência de 

documentos sanitários para a compra dos animais. A falta dessa documentação 

predispõe o rebanho a riscos, podendo ser introduzidos diversos agentes infecciosos 

relevantes, bem como a B. ovis. O trânsito entre rebanhos e regiões diferentes, além 

da baixa frequência de quarentenário pode ser considerado importantes fatores 

contribuintes para a disseminação de doenças (GOUVEIA et al., 2009). Nos locais 

que possuem programas de controle, a prevalência dessa enfermidade é baixa, no 

entanto, a erradicação é difícil de ser almejada (BLASCO, 1990).   
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3 Objetivo 

 

3.1 Objetivo geral 

Padronizar um ensaio imunoenzimático indireto utilizando um antígeno 

comercial para diagnóstico de B. ovis. 

 

3.2 Objetivos específicos 

- Padronizar um antígeno comercial utilizado para IDGA no diagnóstico da brucelose 

ovina; 

- Comparar os ensaios imunoenzimáticos indiretos com antígenos diferentes de 

Brucella ovis e Brucella canis; 

- Estudar o desempenho dos testes quanto à sensibilidade e especificidade.  
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4 Metodologia 

O estudo foi realizado no laboratório de Doenças Infecciosas (LDI) do Hospital 

Universitário de Medicina Veterinária da Universidade Federal do Recôncavo da 

Bahia (UFRB), durante o mês de junho de 2015. 

 

4.1 Amostras 

Foram utilizadas 40 amostras de soro de ovinos, comprovadamente negativas 

no teste Imunodifusão em Gel de Agarose (IDGA), cedidas pela pesquisadora Msc. 

Gabriela dos Santos Santana, do setor de Clínica de Grandes Animais da UFRB, e 

40 amostras de soro de ovinos positivas, sendo 3 delas cedidas pela mesma 

pesquisadora, comprovadamente positivas pelo IDGA, e o restante obtidas através 

da diluição dos controle positivos do kit comercial para diagnóstico de brucelose 

ovina do laboratório TECPAR®, partida 001/14 fabricação JUL/14 e, partida 002/15 

fabricação SET/15. Todas as amostras positivas passaram pelas seguintes 

diluições: Antígeno puro, diluições seriadas de 1:50, 1:100, 1:200, 1:400, 1:800, 

1:1600 e 1:3200. Sendo o total de amostras testadas igual a 80. 

 

4.2 Ensaio imunoenzimático indireto (ELISAi) 

4.2.1 Diluição dos antígenos 

Para escolher a diluição a ser utilizada, foi realizada a padronização da 

diluição, utilizando um antígeno comercial composto por proteínas e 

lipopolissacarídeos solúveis, extraídos da bactéria B. ovis, amostra Reo 198, 

produzido pelo Instituto de Tecnologia do Paraná (TECPAR®), diluindo-os em 

tampão carbonato bicarbonato (pH 9,6) nas diluições de 1:50; 1:100; 1:200; 1:400 e 

1:800. Todas as diluições foram testadas utilizando o branco, controle negativo, 

controle positivo 1:100 e controle positivo 1:200. Para a diluição do antígeno de B. 

canis, cedido pelo Laboratório de Doenças Infecciosas da UFRB, foi utilizado a 

diluição 1:200, como descrito por Lucero et al. (2002), adaptado. 
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4.2.2 Padronização do Ensaio Imunoenzimático (ELISA) indireto 

Foi utilizado o antígeno submetido à padronização da diluição, do laboratório 

TECPAR, Partida: 001/14 e data de fabricação: JUL/14, e Partida: 002/15 e data de 

fabricação: SET/15, e um antígeno produzido através da cepa bacteriana de Brucella 

canis. Sendo empregado o protocolo descrito por Putini et al. (2008), modificado, em 

que foram utilizadas placas de poliestireno do fundo chato (COSTAR® 3590) com 96 

poços cada.  

Para a sensibilização foi utilizado antígeno comercial, na diluição de 1:800 em 

tampão carbonato-bicarbonato pH 9,6. Depois de diluído, as placas foram 

sensibilizadas adicionando-se 100µl do antígeno diluído em cada poço da placa, 

colocando-a em câmara úmida e incubada “Over night” durante o período de 16 a 18 

horas sob temperatura de 4 a 8°C. Ao passar esse período, os poços foram lavados 

por duas vezes com solução de Phosphate Buffer Solution-T-20 (PBS-T). 

Posteriormente, foi adicionado 200µl de uma solução de PBS-T com leite desnatado 

(Molico) a 5% para realização do bloqueio de sítios livres reativos e, sendo as placas 

incubadas, novamente, em câmara úmida, por 2 horas a 37°C.  

Em seguida, a placa foi lavada uma vez com PBS-T, adicionando-se aos 

poços 50µl dos soros testes dos animais, posteriormente, diluídos em solução de 

PBS-T e leite desnatado a 1% na diluição de 1:100 e, a placa foi, novamente, 

incubada por uma hora a 37°C. Depois desse período, os poços foram lavados cinco 

vezes com PBS-T e foi adicionado, em cada poço, 50µl do conjugado anti-IgG ovina 

produzida em coelho marcado com peroxidase, diluído em PBS-T na proporção de 

1:10.000.  

A placa foi levada novamente para incubação por 1 hora a 37°C. 

Posteriormente, a placa foi lavada cinco vezes e, sendo adicionado 50µl da solução 

reveladora, que é composta por 4mg de OPD (ortophenylene-diamine) com 

presença de H²O² diluído em 10ml de tampão citrato pH 5,1 e 30µl de água 

oxigenada. Após adicionar essa substância, a placa foi colocada em caixa escura, 

fora do contato direto com a luz, durante 15 minutos. Passado esse tempo, a reação 

foi interrompida sendo adicionado 25µl de Ácido Sulfúrico (H2SO4) e, levado para 

realização da leitura em uma leitora de ELISA com filtro de 490 nm de comprimento 
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de luz. Para a padronização do ELISA indireto utilizando um antígeno de uma cepa 

de Brucella canis foi utilizada a diluição 1:200 em tampão carbonato-bicarbonato pH 

9,6, sendo usado 50 µl do antígeno, e o protocolo utilizado foi o mesmo. 

 

4.2.3 Estudo Estatístico 

Foi realizado estudo através do ponte de corte, sensibilidade, especificidade e 

valores preditivos negativo e positivo. 

 

4.2.3.1 Cálculo do ponto de corte - “ cut-off ” 

O ponto de corte foi definido através da fórmula da média de Densidade 

Óptica das amostras de soro ovino não reagentes + 2 x desvio padrão (FREY et al., 

1998).  

 

4.2.3.2 Cálculo de sensibilidade, especificidade, valores preditivos negativo e 

positivo 

Os valores da sensibilidade e da especificidade foram realizados utilizando-se 

os resultados obtidos do ELISA, sendo as fórmulas utilizadas definidas por Mathias 

et al. (1998). Em que a sensibilidade foi encontrada através da divisão de amostras 

sorológicas reagentes ao teste pelo total de amostras testadas, multiplicada por 100. 

E, a especificidade foi obtida através da divisão de amostras de soro não reagentes 

pelo número total de amostras testadas multiplicadas por 100. Já os valores 

preditivos das amostras negativas e positivas foram calculados de acordo com o 

valor do ponto de corte definido. 
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5 Resultados 

 

De acordo com os valores da Densidade Óptica (D.O.), observados na Figura 

01, não houve diferença significativa entre as diluições realizadas. Sendo escolhida, 

então, a diluição 1:800 com o intuito de otimizar o uso do antígeno comercial, do 

laboratório TECPAR, para diagnóstico da B. ovis, possibilitando sua utilização em 

baixa quantidade, não interferindo na sua eficácia e aumentando a sua capacidade 

no teste ELISA indireto, visando o aproveitamento para testar um maior número de 

amostras. 

 

 

 

 

 

O ponto de corte definido para o ELISA indireto utilizando o antígeno 

comercial de B. ovis foi de 0,185 e para o de B. canis foi de 0,166 (Quadro 01). 

Utilizando esses pontos de corte, pôde-se observar que a D.O. das 40 amostras 

positivas testadas no teste ELISA indireto, usando o antígeno comercial de B. ovis,  

5 apresentaram-se positivas. Já as 40 amostras negativas testadas, com o mesmo 

antígeno, 35 foram não reagentes. 

Figura 01. Demonstração dos valores obtidos na diluição do antígeno comercial para diagnóstico 

de Brucella ovis. 
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Quando testadas as mesmas amostras utilizando o antígeno de B. canis, das 

40 positivas 7 foram reagentes no ELISA indireto e, as amostras negativas, todas 

mostraram-se não reagentes.  

 

Média + 2DP Ponto de corte 

ELISA com antígeno de B. canis 

0,1330 +  2 X 0,016493 

 

0,166 

ELISA com antígeno de B. ovis 

0,1304 +  2 X 0,027188 

 

0,185 

 

Nos resultados das Densidades Ópticas, obtidos através do ELISA indireto, 

em que utilizou-se antígeno comercial de B. ovis, foi observado que as amostras 

positivas obtiveram, de acordo com o ponto de corte, baixa quantidade de amostras 

reagentes, tendo D.O. que variaram de valores extremos, como 0,3560 a valores 

inferiores, como 0,0670 (Figura 02).  

 

Figura 02. Resultados de amostras positivas através da utilização de um antígeno comercial 

de B. ovis. 

Quadro 01. Definição do ponto de corte. 
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Já nos resultados das amostras negativas, utilizando o mesmo antígeno 

comercial de B. ovis, pôde-se observar que a D.O. foi abaixo do ponto de corte 

(0,185), demonstrando maior quantidade de amostras não reagentes (Figura 03), 

quando comparadas às reagentes das amostras positivas.  

 

 

 

 

 

O antígeno de B. canis demonstrou que a sua capacidade em detectar 

amostras positivas, para o diagnóstico da brucelose ovina, não foi tão relevante 

(Figura 04), quando comparado aos resultados das Densidades Ópticas que as 

amostras negativas, testadas com esse mesmo antígeno tiveram, pois de acordo 

com o ponto de corte obtido (0,166), demonstraram resultados viáveis, uma vez que 

demonstrou negatividade de todas essas amostras testadas (Figura 05).  

 

Figura 03. Resultados de amostras negativas através da utilização de um antígeno comercial 

de B. ovis. 
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São parâmetros substanciais para a definição de um determinado teste 

diagnóstico, a sensibilidade e a especificidade. Logo, quanto maior for a 

sensibilidade, maior será a capacidade de distinguir entre os animais suspeitos da 

doença aqueles que realmente estão doentes. E, quanto maior a especificidade do 

Figura 04. Resultados de amostras positivas através da utilização de um antígeno de B. 

canis. 

 

Figura 05. Resultados de amostras negativas através da utilização de um antígeno de B. 

canis. 
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teste, maior será a sua capacidade em distinguir os animais que são sadios e não 

apresentam a doença (GREINER; GARDNER, 2000). Assim, o teste ELISA indireto 

demonstrou 12,5% e 17,5% de sensibilidade, utilizando antígeno comercial de B. 

ovis e de B. canis, respectivamente. Já a especificidade do ELISA indireto utilizando 

antígeno de B. canis foi de 100% e de B. ovis foi de 92,5% (Tabela 01).  

 

 

 

 

 

 

Os valores preditivos calculados, para as amostras testadas no ELISA 

indireto, demonstraram  17,5% e 12,5%, das amostras positivas utilizando  antígeno 

de B. canis e B. ovis, respectivamente, demonstrando a probabilidade dos soros de 

ovinos positivos para brucelose ovina serem realmente positivos. Já o valor preditivo 

das amostras negativas de B. canis foi de 100% e de B. ovis foi de 92,5%, atestanto 

resultados altos de animais comprovadamente negativos (Tabela 02) .  

 

 

Tabela 01 - Valores de sensibilidade, especificidade e ponto de corte. 
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Tabela 02 - Valores preditivos de amostras positivas e negativas. 
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6 Discussão 

  

A diluição elegida do antígeno comercial para diagnóstico de B. ovis, nesse 

estudo, foi de 1:800, diferente do utilizado por Greve et al.  (2011) que foi de 1:200, 

no entanto, observa-se que eles utilizaram as diluições apenas nas proporções 1:25, 

1:50, 1:100 e, 1:200, diferente do que foi usado nesse estudo, uma vez que foram 

testadas mais proporções com aumento da diluição. Provavelmente se esses 

autores tivessem testados mais diluições, teriam observado que não haveria 

diferença significativa entre as diluições e escolheriam a maior diluição, tendo em 

vista que a eficiência do antígeno não seria comprometida. 

 

O uso compartilhado de antígenos entre as espécies B. canis e B. ovis 

viabiliza a utilização deles, uma vez que esses agentes possuem proteínas de 

superfície semelhantes, sendo possível a realização do diagnóstico da brucelose 

ovina (AZEVEDO et al., 2004b). Ao utilizar um antígeno comercial de B. ovis pôde-

se observar que a especificidade do teste ELISA indireto foi alta. Um teste de 

diagnóstico deve ter alta especificidade, levando em consideração a importância de 

verificar ausência de uma enfermidade, pois quanto mais elevada for a 

especificidade de um teste, maior será a chance de que os animais sadios, a serem 

analisados, sejam excluídos pelo mesmo. Além disso, testes específicos são mais 

vantajosos quando o intuito é a confirmação da enfermidade, e quando há falso-

positivos em um método de diagnóstico, porque a conduta pode acarretar riscos ao 

paciente, bem como, prejuízos aos criadores, sendo que no caso da brucelose ovina 

os animais terão que ser descartados, sendo os testes altamente específicos 

importantes para minimizar esse erro (MENEZES; SANTOS, 1999). 

 

No entanto, o presente trabalho não demonstrou bom desempenho com 

relação à sensibilidade, sendo necessário a importância de um teste de triagem mais 

sensível, como, por exemplo, a Imunodifusão em Gel de Agarose, podendo o teste 

ELISA indireto padronizado, com antígeno comercial de B. ovis, ser eficiente como 

teste confirmatório para a brucelose ovina, pois apresentou alta especificidade 

sendo capaz de eliminar animais falso-positivos. Segundo Greve et al. (2011) a 

sensibilidade está relacionada com a capacidade do teste ser positivo se o animal 
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estiver infectado, sendo assim, Myers e Siniuk (1970) encontraram em seu trabalho 

que o IDGA apresenta 96,4% de sensibilidade. 

 

Apesar do melhor desempenho do antígeno de B. canis, com relação a 

especificidade, a indicação do ELISA indireto utilizando antígeno de B. ovis é mais 

recomendada pela especificidade antigênica que ele proporciona. Jorge (2007) 

verificou em seu estudo, que antígenos de extrato de uma linhagem de B. canis 

apresentaram resultados diferentes para animais doentes e animais saudáveis, mas 

com desempenho inferior ao estudo com antígeno comercial de B. ovis, porém os 

resultados apresentaram-se satisfatórios, sendo a sensibilidade e especificidade, 

respectivamente, 93,33% e 88,88%. Diferente desse estudo em que a sensibilidade 

obtida com o antígeno de B. canis foi de 17,5% e especificidade de 100%. 

 

Greve et al. (2011) concluiu que o ELISA indireto realizado através de um 

antígeno comercial de B. ovis (Reo 198) diluído apresentou 100% e 95,6% de 

sensibilidade e especificidade, respectivamente, demonstrando eficácia maior para o 

reconhecimento de animais sorologicamente positivos. No entanto, esses resultados 

foram diferentes do presente trabalho, isso pode ter acontecido devido a utilização 

de controles positivos comerciais e amostras de soro positivas no IDGA, serem 

utilizados em diluições seriadas, pois o teste pode não ter identificado quantidade de 

anticorpo suficiente para demonstrar positividade, devido as diluições. 

 

 

 

 

. 
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7 Conclusão 

 

A Brucella ovis e a Brucella canis não possuem a cadeia O de LPS, sendo, 

então, rugosas, e apresentam antigenicidade cruzada, podendo então, antígenos 

dessas espécies serem utilizados para diagnóstico da brucelose ovina. No teste 

ELISA indireto utilizando antígeno comercial de B. ovis e antígeno de B. canis, 

observou-se que esse último obteve melhor desempenho com relação à 

sensibilidade e especificidade, no entanto, a indicação de realizar esse teste 

utilizando antígeno de B. ovis é mais recomendado por conta da especificidade 

antigênica.  

A padronização dessa técnica confere resultados satisfatórios para a distinção 

de animais não infectados, tendo alta especificidade, podendo ser o teste ELISA 

indireto utilizado como método confirmatório, sendo associado ao IDGA que possui 

alta sensibilidade, e colaborar, de maneira eficaz e otimizando o tempo, nos 

programas que visam o controle e erradicação da brucelose ovina. 
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Perspectivas 

 

- Utilização de amostras comprovadamente positivas para realizar melhor avaliação 

do parâmetro sensibilidade, tendo em vista que a utilização de controles positivos de 

um teste para diagnóstico de brucelose ovina pode ter influenciado nos resultados 

obtidos; 

 

- Realização de testes de triagem e confirmatório para comprovação, das amostras 

sorologicamente positivas e negativas, de brucelose ovina, a serem utilizadas na 

padronização do teste ELISA indireto; 

 

- Comparar o teste IDGA com o teste ELISA indireto para avaliar a efetividade, de 

ambos os testes, como métodos eficazes de diagnóstico dessa enfermidade. 
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