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RESUMO
A brucelose ovina, causada pela Brucella ovis, € responsavel por elevadas perdas
econdmicas, com enormes prejuizos para a producao de 13, carne, leite e
fertilidade do rebanho. O objetivo do presente trabalho foi avaliar a frequéncia de
reacdes sorologicas para Brucella ovis, em ovinos de cabanhas da regido Centro-
Oeste do estado de Sao Paulo, que registram seus animais na Associacdao Paulista
dos Criadores de Ovinos, correlacionando os resultados obtidos na imunodifusdo
em gel de dgar sem 2-mercaptoetanol (ID s/2-ME), imunodifusdo em gel de agar
com 2-mercaptoetanol (ID ¢/ 2-ME) e ELISA, ao quadro clinico dos animais. Dos
1033 soros ovinos analisados, observou-se 12% de positivos a ID s/2-ME, 1,1%
de positivos a ID ¢/ 2-ME e 6% de reagentes considerados suspeitos pela técnica
de ELISA. Quando comparadas as provas de ID s/ 2-ME a ID ¢/ 2-ME e ID ¢/ 2-
ME a ELISA, observou-se uma variacdo de 83,23 a 87,54% e 91,16 a 94,32%,
respectivamente, de resultados concordantes. Uma vez que as reagdes no ELISA
foram somente suspeitas, ndo se pode afirmar que os animais sejam positivos. Os
melhores resultados, embora ndo estatisticos, foram observados com a ID s/ 2-ME
e ELISA. A aplicagdo associada da ID s/ 2-ME ao ELISA deve ser incentivada

para o diagnostico da brucelose ovina, por possibilitar resultados mais confiaveis.

Palavra-chave: Brucella ovis, imunodifusdo em gel de agar, ELISA, brucelose

ovina, 2-mercaptoetanol



NOZAKI, C.N. Serological enquiry of the ovine brucellosis in the breeding of the
Midwest region from Sao Paulo State, by Agar Gel Immunodifusion and ELISA
techniques. Botucatu, Sao Paulo State, 2003. Dissertagdo (Mestrado em Medicina
Veterinaria) — Faculdade de Medicina Veterindria e Zootecnia, Campus de

Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”.

ABSTRACT
Ovine brucellosis due to Brucella ovis is responsible to great economic losses
related to milk and meat production and decrease in reproductive performances.
The goal of this study is to evaluate the serological reactions frequency for
Brucella ovis to Paulista ovine bear association registered sheep at the midwest
region from Sao Paulo state, Brazil. Correlating the results of the immunodifusion
in agar gel without 2-mercaptoethanol (ID s/2-ME), the immunodifusion in agar
gel with 2-mercaptoethanol (ID ¢/2-ME), and ELISA to the clinic situation of the
animals. From 1033 analyses of ovine sera, was observed 12% of positive at ID
s/2-ME, 1,1% positives at ID ¢/2-ME and 6% considered reactive at ELISA
techniques. When compared the ID s/2-ME tests to ID c¢/2-ME test, and ID ¢/2-
ME to ELISA, was observed a variation from 83.23 to 87.54% and from 91.16 to
94.32% respectively, of concordant results. Once the reaction on ELISA was only
suspected, we can’t say that the animals were positives. The better results,
although was not statistically was observed comparing ID s/2-ME and ELISA.
The associated appliance of ID s/2-ME to ELISA shoud be incentivated to the

diagnostic of ovine brucelosis for being possible more confieble results.

Keywords: Brucella ovis, agar gel immunodifusion, ELISA, ovine brucellosis, 2-

mercaptoethanol.
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1- INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA

A brucelose ¢ uma doenga infecto-contagiosa cronica comum a
diversas espécies animais. Apresenta importancia consideravel sob o ponto de
vista econdmico, com enormes prejuizos para a produgdo de 13, carne, leite e
fertilidade do rebanho. E causada pela Brucella spp, bactéria gram-negativa
composta por uma membrana citoplasmatica interna, um espaco periplasmatico e
uma membrana externa (ME) composta por lipopolissacarideo (principal antigeno
de superficie da maioria das bactérias gram-negativas) e varias outras proteinas
principais. A superficie das bactérias do género Brucella varia segundo a fase em
que se encontram (lisa ou rugosa). Os lipopolissacarideos das cepas lisas (LPS-S)
sdo constituidos por lipideos A ou M, um oligossacarideo central e uma cadeia
polissacaridica mais exposta denominada cadeia O (MORIYON, 1988). O LPS da
cepa rugosa (LPS-R) ¢ basicamente similar ao das lisas, exceto pela auséncia da
cadeia O (BLASCO, 1990).

O agente etiologico da brucelose ovina ¢ Brucella ovis, espécie
rugosa que ¢ cultivada em ambiente de 10% de CO, para isolamento primario. A
B. ovis produz doenca clinica ou subclinica cronica em ovinos, caracterizada por
epididimite e subsequente diminuicdo de fertilidade em carneiros; em ovelhas,
causa abortos ocasionais. A existéncia de outras bactérias causadoras de
epididimite clinica dificulta o diagnodstico apenas por palpagdo testicular
(BLASCO ¢ BARBERAN, 1990).

Brucella ovis e a Brucella canis, que afeta caninos ¢ humanos,
sdo as Unicas integrantes do género que sdo patogénicas em forma rugosa. A
morfologia rugosa, confere a propriedade de autoaglutinar em solucgdes salina e
de acriflavina, dificultando sua utilizacdo em reagdes de soroaglutinagdo. Tem
sido detectado um so6 tipo de B. ovis. Esta espécie apresenta antigenicidade
cruzada com a B. canis, da qual pode-se diferenciar pela auséncia de urease. As
duas espécies reagem com soros padrdes monoespecificos para brucelas rugosas,
mas ndo com os soros monoespecificos contra brucelas lisas (GIL TURNES,

1998).



A relagdo antigé€nica entre brucelas nao lisas e organismos de
outros géneros ndo tem recebido a devida atencdo, mas ha relatos de reacdes
cruzadas entre a B. canis, e agentes como Pasteurella multocida, Actinobacillus
spp., Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus spp.,; estas reagdes cruzadas
parecem extender-se também para outras brucelas como B. ovis (CORBEL, 1985).

A ME de B. ovis contém 2 grupos de proteinas de membrana
que se classificam em maiores e menores e se acham estreitamente unidas ao LPS-
R. O primeiro grupo, denominadas grupo 2, sdo porinas e sdo formadas por
proteinas de 36-38 Kda. O grupo 3, compostos por proteinas de 25-27 Kda e 31-
34 Kda, encontram-se fortemente associadas ao peptideoglicano (EISTEN, 1999).

A resposta imune humoral em ovinos infectados naturalmente,
apresenta-se principalmente contra o LPS-R e contra as proteinas de membrana do
grupo 3, ambas expostas na superficie da Brucella e presentes no extrato salino
obtidos por calor (HS). O extrato salino contém determinantes LPS especificos
para B. ovis, mas também componentes antigénicos adicionais, alguns deles com
partes lisas e rugosas de outras brucelas (BLASCO, 1990). Animais com
epididimo-orquite, apresentam resposta sorologica mais intensa e dirigida contra
um maior numero de proteinas que naqueles sem sintomas, devido,
provavelmente, a uma maior estimulagdo antigénica (EISTEN, 1999).

A B. ovis infecta de forma natural exclusivamente a espécie
ovina, sendo o macho mais suscetivel a infec¢do que a fémea. Por outro lado a
raca Merino € mais resistente a infecgdo que as ragas Britanicas e suas cruzas, em
condigdes de exploragdo similares. Ainda que a resisténcia genética seja
importante, a diferenca de precocidade e atividade sexual entre as ragas poderia
ser um aspecto da diferenga na suscetibilidade (EISTEN, 1999).

A principal forma de transmissdo da Brucella ovis se da por via
venérea. A transmissdo entre os machos foi demonstrada ao saltarem uns sobre os
outros, diretamente (mucosa retal), ou indiretamente (mucosa nasal, palpebral e
prepucio), a partir de ejaculagdes.

A infeccao por ingestao de alimentos contaminados ndo parece

ter a importancia que se observa na brucelose de outras espécies domésticas, mas



foi comprovado que a bactéria pode ser recuperada de secre¢des uterinas de
ovelhas até 10 dias apds o aborto (GIL TURNES, 1998).

A B. ovis penetra nos animais suscetiveis através das mucosas
peniana, retal ou vaginal, podendo permanecer nelas por um més, multiplicando-
se lentamente, devido a propriedade de resistir a destruicdo intrafagocitaria. Ao
final do segundo més de infec¢do produz-se uma bacteremia e o agente localiza-se
nos orgdos sexuais, bago, rins e figado, onde, devido a ineficiéncia dos fagocitos
em sua destruicdo, produzem-se abscessos e reacdes inflamatorias cronicas,
caracterizadas por fibrose e calcificacdo. A bactéria se multiplica nos o6rgaos
afetados, sendo eliminada & medida que as células infectadas sao destruidas (GIL
TURNES, 1998).

O desenvolvimento da infeccdo difere substancialmente na
ovelha em relacdo ao macho. No macho, células inflamatorias aparecem no sémen
duas a oito semanas depois de infectados e a qualidade do sémen ¢ deteriorada;
lesdes palpaveis no epididimo desenvolvem-se aproximadamente nove semanas
pos-infeccdo (DEFRA, 2001). Na fémea vazia, B. ovis produz vaginocervicite e
endometrite, com uma consequente infertilidade temporaria. Na gestante, B. ovis
produz bacteremia e reaparece no trato genital a partir da segunda metade da
gestacdo, ocasionando placentite e morte fetal ou nascimento de cordeiros com
baixo peso e afetados por uma pneumonia supurativa ou com lesdes no rim ou
figado, que impedem sua sobrevivéncia.

Muhammed et al. (1974) relataram que ndo foi possivel o
isolamento de B. ovis da vagina de ovelhas apos 64 dias de infeccdo, entretanto,
observaram persisténcia no sangue por até 98 dias. A bacteremia foi detectada trés
semanas seguidas a infec¢do, de forma transitoria ou intermitente. A bactéria pode
ser excretada no leite de ovelhas prenhes infectadas (GRILLO et al., 1999).

A existéncia da brucelose ovina tem sido relatada em outros
paises da América Latina como Chile, onde observou-se 2,8% de animais
positivos (ROJAS et al., 1990a) e Argentina, com 4,3% de positivos (ROBLES et
al., 1993). Neste mesmo pais, Draghi-de-Benitez et al. (1984) detectaram 9,4% de

positivos em 737 fémeas e 16% positivos em 1096 machos. No Uruguai, Baigun,



Conigliaro e Luna. (2000) observaram que em 12 amostras testadas com teste
imunoenzimatico (ELISA) e imunodifusdo em gel de agar (ID), dez foram
positivas, uma suspeita € uma negativa.

No Brasil, a existéncia da brucelose ovina foi relatada ja ha
algum tempo, consequente a aquisi¢do de animais procedentes dos paises nos
quais a doenca ja foi diagnosticada (RAMOS et al., 1966). Fernandes et al. (1966)
relataram que a epididimite causada por B. ovis foi observada pela primeira vez
no Instituto de Pesquisa ¢ Experimentagao Agropecuaria do Sul por Ramos et al.
(1966), que detectaram por meio da técnica de imunodifusao em gel de agar (ID),
6,5% de positivos em 3.317 carneiros estudados.

A infeccdo por B. ovis tem sido demonstrada em muitos
carneiros jovens, sugerindo que estes animais, logo apds a puberdade, poderiam
ser altamente suscetiveis ao microorganismo. Os animais adultos sdo comumente
os mais infectados. De fato, tem-se observado que a incidéncia de alteracdes
testiculares e sorologia positiva para brucelose aumentam com a idade e com a
atividade sexual do animal (FICAPAL et al., 1998). Hajktos et al. (1987)
observaram casos de epididimite causada por B. ovis em carneiros maiores de dois
anos de idade, enquanto nos animais mais jovens era observada epididimite por
Histophilus ovis e Actinobacillus seminis. Este Gltimo agente pode dar reacdo
cruzada com B. ovis.

Webb et al. (1980), avaliando os procedimentos para o
diagnostico de B. ovis em carneiros infectados artificialmente, relataram a
presenca de células inflamatdérias em amostras de sémen de dois carneiros, duas
semanas pos inoculacdo e em todos os carneiros, apds oito semanas. B. ovis foi
isolada de s€émen de cinco carneiros quatro semanas apos a infec¢ao e em todos os
carneiros a partir da quinta semana. Todos os carneiros desenvolveram titulos
significantes para a fixagdo de complemento (FC) entre duas e nove semanas, mas
titulos flutuantes foram observados em varias semanas.

Dénes e Glavits (1994), na Hungria, isolaram B. ovis de 26
orgdos genitais de 55 carneiros que reagiram sorologicamente aos testes de ID e

ELISA. Trés dos 26 6rgaos eram derivados de carneiros positivos a ID mas



negativos ao ELISA, enquanto que 5 resultaram positivos ao ELISA e negativos a
ID; os demais, eram derivados de carneiros sorologicamente positivos em ambas
as técnicas.

O diagndstico sorologico na espécie ovina se aplica,
prioritariamente, como um critério de prova em massa, o que explica o fato de no
diagnostico individual a aplicacdo de varios testes interpretados em conjunto, se
constituir uma norma habitual (CASAS OLASCOAGA, 1976). Estes critérios sdo
especialmente validos nesta espécie, onde as amostras lisas (ndo causam
epididimite nos machos) e as rugosas geram quadros clinicos diferentes. A elei¢ao
do método a se utilizar deve incluir boa sensibilidade e especificidade que
garantam eficacia (ROJAS et al., 1990b).

Meétodos clinicos e bacterioldégicos ndo sdo adequados para a
deteccdo da doenga em um niimero muito grande de ovinos, pois ambos falham ao
detectar todos os animais infectados. Varios métodos soroldgicos tem sido usados
para detectar anticorpos contra B. ovis, incluindo imunodifusdo em gel de agar
(ID), fixagdo de complemento (FC), hemaglutinacio indireta (HI),
imunofluorescéncia indireta e ELISA (VIGLIOCCO et al., 1997).

A ID baseia-se na formacdo de complexos antigeno-anticorpo
que se insolubilizam e precipitam no gel, podendo ser visualizados sob a forma de
linhas de precipita¢do; apresenta sensibilidade e especificidade aceitaveis, sendo
de facil execucdo e interpretacdo (GIL TURNES, 1998), porém, deve-se ter
cuidado com o armazenamento do antigeno utilizado na prova. Nunez-Torres et
al. (1998), relataram que o antigeno protéico de extrato salino, utilizado na ID,
armazenado a -20°C, apresentou um declinio na sensibilidade de 91%, 61% e 3%
apos 7, 14 e 21 dias; quando estocado e armazenado a 4°C, a sensibilidade reduziu
em 81%, 79% e 0%, respectivamente. A eficicia do gel de agarose decaiu
gradualmente durante seis dias depois de preparado. Recomendam que o antigeno
de extrato salino seja utilizado por até sete dias depois de reconstituido.

A FC, utilizada isoladamente ou associada com palpagdo genital
e exame bacterioldogico do sémen, tem sido relatada como satisfatoria para

erradicagao da brucelose ovina (HUGHES e CLAXTON, 1968; RIS, 1974).



Entretanto, a FC apresenta a desvantagem de ser complexa ja que requer uma
rigorosa padronizagdo e titulacdo dos reagentes (devem ser altamente labeis),
apresenta fendmeno de prozona e tem uma menor sensibilidade e especificidade
que o ELISA e a ID, n3o sendo também compativel com o uso de soros
hemolisados (ESTEIN, 1999). Adicionalmente, a inativacdo do soro pelo calor
para uso no teste de FC pode destruir alguns anticorpos (ALTON, 1978). Para
Worthington, Stevenson e Lisle (1985), a soropositividade de carneiros infectados
negativos a FC ¢ muito alta entre os animais cronicamente infectados. Resultados
falso negativos foram observados por Bulgin (1990), o qual relata que de nove
carneiros eliminando B. ovis no sémen, seis resultaram negativos a FC e ELISA.

Marin et al. (1989) em carneiros infectados com B. ovis
examinados pelas técnicas de ID e FC, observaram que alguns animais foram
negativos a ID e positivos a FC e vice-versa. Por esta razao, indicam a utilizagdo
de ambos os testes para um diagnostico confirmatorio. Ficapal et al. (1998)
observaram um aumento de 55,1% na sensibilidade, quando os resultados aos
testes de ID e FC eram avaliados juntos. Além destas técnicas, também tem
adquirido bastante destaque o ELISA indireto (RAHALEY et al., 1983; CHO e
NIILO 1987, WEST et al., 1993). A prova de ELISA supera em sensibilidade e
especificidade as provas citadas anteriormente e permite o processamento de um
grande numero de amostras simultaneamente. Adicionalmente, a hemdlise e a
anticomplementariedade do soro ndo afetam a reacdo (EISTEN, 1999).

A comparacao de ID, FC e ELISA, utilizando antigeno protéico
de extrato salino, demonstraram melhor resultado individual para o teste de
ELISA, entretanto, alguns soros testados foram positivos na ID porém, negativos
ao teste de ELISA (BLASCO, 1990). Os melhores resultados tem-se obtido pela
combinacdo da ID e ELISA, com sensibilidade de 100%.

Além dos testes soroldgicos, o historico do rebanho e o quadro
clinico do animal, também devem ser levados em consideracdo ao se interpretar o
resultado dos testes soroldgicos.

Cho e Niilo (1987) analisando a sensibilidade e a especificidade

do ELISA para diagnodstico de B. ovis, relataram que o ELISA apresentou 75



resultados positivos e quatro reagdes suspeitas, enquanto a FC revelou 64
resultados positivos, 13 suspeitos e dois negativos. O ELISA foi considerado o
teste mais especifico, mais sensivel e tecnicamente com mais vantagem que a FC.

Eisten, Baldin ¢ Bowden (2002) utilizaram antigeno HS para
prova de ELISA e obtiveram sensibilidade de 96,2%.

Marin et al. (1989) compararam ID, FC e ELISA para B. ovis
usando diferentes extratos antigénicos, tendo constatado melhor sensibilidade com
ELISA (97,6%), seguida da ID (96,4%) e do teste de FC (92,7%), sendo que a ID
detectou duas amostras positivas que foram negativas ao ELISA. Todos os testes
apresentaram 100% de especificidade, quando se utilizou amostras de soros de
carneiros livres de B. ovis.

Rojas et al. (1990b), comparando a FC com a ID, com o teste
imunoenzimatico em papel de nitrocelulose (EIAn), com antigeno celular ¢ EIAn
com antigeno fracionado, obtiveram, respectivamente, 44,2%, 100% e 100% de
sensibilidade e 100%, 98,5% e 98,1% de especificidade para os testes.

Sensibilidade de 97,1% foi caracterizada na ID realizada com
soros de 69 carneiros infectados naturalmente com B. ovis e especificidade de
100% foi obtida com 200 amostras de soros de carneiros de propriedades livres de
B. ovis (ROBLES, 1998).

Através das técnicas de ID ¢ FC, Bermudez et al. (1978), em um
estabelecimento de Pelotas-RS, caracterizaram uma positividade de 43,5% em
carneiros ¢ de 32,8% em rufides. Observaram também que essa positividade
aumentava com a idade, sendo de 16% em machos dentes de leite e de 71% nos de
boca cheia. Magalhaes Neto et al. (1991), no Rio Grande do Sul, detectaram 12%
de reatores soroldgicos a prova de ID e 2,8% positivos ao exame clinico e
sorologico.

Ramos et al (1992a), observando 112 carneiros vasectomizados
no municipio de Santana do Livramento, relataram através do teste de ID, 48
reacdes positivas. No municipio de Uruguaiana-RS, Ramos et al. (1992b),
isolaram B. ovis dos epididimos de 18 (81%) de um total de 22 animais

sorologicamente positivos.



Magalhaes Neto e Gil Turnes (1996), comprovaram através da
ID que, de 1.638 ovinos machos, pertencentes a 76 estabelecimentos criadores, de
20 municipios do Estado do Rio Grande do Sul, 220 tinham anticorpos contra B.
ovis ¢ 160 apresentavam manifestacdes clinicas de epididimite, detectando-se a
doenca em 46% dos estabelecimentos que utilizavam monta natural e 48% dos
que utilizavam inseminagdo artificial. A soropositividade da infec¢ao foi 12,6%
nos carneiros mantidos em condi¢des de campo, 11,7% nos rufides e 17,7% nos
carneiros mantidos em regime de cabanha.

A informacgao sobre a importancia da doenca em outros Estados
¢ muito escassa. Marinho e Mathias (1996) testaram soros de ovinos pertencentes
a 18 rebanhos de 15 municipios do Estado de Sdo Paulo, mediante as técnicas de
imunodifusdo, fixagdo de complemento e teste imunoenzimatico indireto, sendo
todos negativos. A FC e a ID revelaram boa especificidade, mas o ELISA indireto
apresentou resultados falso-positivos.

O emprego de agentes redutores de ponte de enxofre como o 2-
mercaptoetanol (2-ME), vem sendo utilizado rotineiramente no diagndstico de
brucelose bovina. O 2-ME degrada a configuracao da imunoglobulina M (IgM),
impedindo-a de exercer sua atividade aglutinante, enquanto a classe de
imunoglobulina G (IgG) ndo sofre qualquer alteragdo em presenca desta
substancia. A prova de 2-ME ¢ util para detectar infectados cronicos (humanos e
animais). Nos animais infectados, os anticorpos IgG (ME-resistentes), persistem
por mais tempo e alcancam titulos mais altos que os anticorpos IgM (ME-
suscetiveis) (CASAS OLASCOAGA, 1976), no entanto, animais que estejam em
inicio de infeccdo, onde ha predominio de IgM, ndo podem ser detectados
(NIELSEN e DUNCAM, 1990).

O tratamento dos soros com solugcdo de 2-mercaptoetanol (2-
ME) tem como fungdo inibir as reagdes inespecificas decorrentes de IgM,
melhorando a especificidade da prova, sem perda de sensibilidade, sendo indicado
no diagndstico de soroaglutinacdo rapida (SAR) em cartdo para brucelose canina
(CARMICHAEL, 1969). Os anticorpos IgM, com configuracdo de pentamero,

degradam-se em cinco unidades semelhantes, pela reducdo da cadeia dissulfito



(devido a compostos que contém radical tiol como o 2-ME). Estas subunidades
perdem a atividade de anticorpos plurivalente e se comportam como anticorpos
univalentes. Quando combinam-se com o antigeno, ndo originam complexos
suficientemente grandes para precipitar (o que acontece na ID) ou aglutinar (como
na SAR) (ANDERSON et al, 1964).

Moraes (2000), estudando a prevaléncia de anticorpos anti-
Brucella canis em cdes da microrregido da serra de Botucatu, observou 202
(18,84) animais reagentes ao teste de ID, porém quando estes soros foram
submetidos ao tratamento com 2-ME apenas nove (0,84%), resultaram também,
reagentes ao teste. Resultados discrepantes também foram observados por Keid
(2001), pesquisando B. canis em caes atendidos no Hospital Veterindrio da
Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da Universidade de Sao Paulo e
de canis comerciais, observou que 43 (44,79%) amostras positivas ao teste de ID
s/ 2-ME, 6 resultaram positivas e 37 negativas a ID ¢/ 2-ME; 12 positivas e 31
negativas a hemocultura e 11 positivas e 32 negativas ao PCR. Dentre as seis
amostras positivas na ID ¢/ 2-ME, cinco resultaram positivas ¢ uma negativa a
hemocultura. Das 16 amostras positivas na PCR a ID ¢/ 2-ME diagnosticou cinco
positivos e de 80 (83,33%) animais negativos na PCR, a ID ¢/2-ME diagnosticou
um positivo. O autor concluiu que, em relacio a hemocultura, a ID s/ 2-ME
apresentou alta sensibilidade e baixa especificidade, ja a ID ¢/ 2-ME apresentou
alta especificidade e baixa sensibilidade, sendo os resultados positivos aceitos
como confirmatorios, porém, nos negativos, persistindo a suspeita de infecgao.

Koerich e Vaz (2002), comparando antigenos (Ag) utilizados no
diagnostico de B. ovis, para verificar se ha diferencas entre padroes de bandas em
eletroforese em gel de poliacrilamida, relataram que a utilizagdo de Ag de
diferentes origens no diagndstico, podem levar a diferencas quanto a reacao
produzida, mesmo quando utilizava a mesma cepa bacteriana e a mesma técnica
de producdo. Observaram uma variacdo na concentracdo protéica, levando ao
aparecimento de linhas de precipitacdo extra, devido a diferenca na quantidade de
proteinas, dificultando os resultados dos diagndsticos. Os Ag para B. ovis

atualmente produzidos, apresentam uma variabilidade entre partidas, para estes



autores isto gera dificuldades para padronizagdo de diagndstico e inibe a producao
comercial destes antigenos.

As infec¢des causadas por B. ovis estdo amplamente
disseminadas no Rio Grande do Sul e nos paises dos quais se importam
reprodutores. Mesmo nao havendo informagdo sobre a prevaléncia da doenga em
outros estados brasileiros, como o Rio Grande do Sul um estado importador e
exportador de reprodutores, deve ser exigida a realizacdo de testes de brucelose
ovina. Estas comprovagdes salientam a importancia do estabelecimento de rotinas
de deteccao da doenga nos reprodutores comercializados no Estado (GIL
TURNES, 1998). A dificuldade de se ter um diagnostico sorologico com boa
especificidade e sensibilidade, que possa ser interpretado individualmente, faz
com que o diagnéstico para brucelose ovina seja sempre realizado com a
aplicacdo de duas ou mais técnicas para um resultado conclusivo, o que as vezes
pode ser muito oneroso e demorado.

A instrucdo de servigco N° 07/78 do Ministério da Agricultura,
que normatiza os requisitos sanitarios minimos para participa¢do de animais em
exposicoes, feiras e outras aglomeracdes, exige para ovinos € caprinos atestado de
exame negativo a soroaglutinagdo contra brucelose, tanto pela técnica rapida ou
lenta ou pelo card test (BRASIL, 1978), técnicas que ndo detectam animais
infectados por B. ovis (SUAREZ et al., 1988).

De fato, a brucelose ovina continua sendo uma doenca de
expressiva importancia, em cujo controle ndo tem havido progresso, desde que foi
diagnosticada no Rio Grande do Sul (MAGALHAES NETO e GIL TURNES,
1996). Devido a possibilidade de infec¢des subclinicas por B. ovis, recomenda-se
que para um animal ser considerado negativo, além do exame clinico deve ser
realizado um exame sorologico (FC, ID, ELISA) e/ou bacterioldgico de sémen. A
ID, considerada de alta sensibilidade e especificidade (HILBINK et al., 1993), ¢
um teste de facil execucdo pelos veterinarios com recursos limitados de
laboratério, que permite a deteccdo de portadores antes de seu ingresso na
reproducao, medida de controle essencial que tem demonstrado sua eficacia no

controle da doenca (BURGESS, 1982).



O Estado de Sao Paulo possui 43 cabanhas que registram seus
animais na Associac¢do. Esta producdo vem se desenvolvendo bastante nos ultimos
anos, com o conseqiiente surgimento de vérias outras cabanhas que compram
animais deste Estado e principalmente do Rio Grande do Sul. Tem-se verificado a
ocorréncia de animais positivos ao teste de imunodifusao em gel de dgar em soros
de ovinos encaminhados para diagnostico, porém desconhece-se a situacdo atual
desta doenca em tal regido e a correlagdo destes achados com a clinica dos

animais (ASPACO - Associacdo Paulista dos Criadores de Ovinos).



OBJETIVOS



2 - OBJETIVOS

2.1. Geral
O objetivo do presente trabalho foi avaliar a freqliéncia de
reagdes sorologicas para B. ovis, em ovinos de cabanhas da regido Centro-Oeste

do Estado de Sao Paulo, que registram seus animais na ASPACO.

2.2. Especifico

- Avaliar a soropositividade da enfermidade nas cabanhas do
Estado.

- Comparar os resultados de ID com e sem 2-ME com ELISA

- Correlacionar os resultados positivos na ID com e sem 2- ME
com o quadro clinico dos animais.

- Correlacionar os resultados positivos no ELISA com o quadro

clinico dos animais.



MATERIAL E METODOS



3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - MATERIAL

3.1.1. Animais
Foram colhidas, no total, 1033 amostras de soro sanguineo de
ovinos, tanto machos como fémeas, em 11 cabanhas visitadas, conforme

representa o quadro 1.

Quadro 1 - Numero de amostras colhidas e de propriedades visitadas, segundo o

municipio da regido centro-oeste do estado de Sao Paulo.

Municipio Populagao total Total de amostras N° propriedades
de animais colhidas visitadas
Jau 300 113 2
Avaré 517 171 2
Bauru 200 84 1
Botucatu 2039 665 6
Total 3056 1033 11

3.1.2. Antigenos

3.1.2.1. Para a prova de Soroaglutinacdo Rapida em Placa com
Antigeno Acidificado Tamponado (TAAT), corado pelo Rosa Bengala, utilizou-se
antigeno produzido pelo Instituto Tecnoldgico do Parand (TECPAR), constituido
por suspensao celular inativada de B. abortus, na concentracdo de 8% pH 3,65,
corado com rosa bengala.

3.1.2.2. Antigeno para a Prova de Imunodifusdo em Gel de Agar
(ID): utilizou-se antigeno HS de Brucella ovis produzido pelo TECPAR*.

* Gentilmente cedido por Jorge Bacilla do Instituto de Tecnologia do Parana.



3.2. - TECNICAS

3.2.1. Soroaglutinagdo Rapida em Placa com Antigeno Acidificado Tamponado
(TAAT), corado pelo Rosa Bengala, com base em Mac Millan (1990).

O soro e o antigeno permaneceram por 30 minutos em
temperatura ambiente, antes da realizacdo da prova. As reagdes foram realizadas
em placas de vidro quadriculada, depositando-se 30 pL do soro a ser testado e, em
seguida, depositando-se ao lado, 30 uL do antigeno.

A homogeneizagdo do soro e antigeno foi realizado com bastao
de vidro, formando circulos de 2 cm de didmetro. Durante 4 minutos, foram
realizados movimentos circulares na placa, a razdo de 10 a 20 movimentos por
minuto, sendo a leitura realizada ao final deste periodo.

Os resultados foram interpretados a partir de reagdes de
aglutinacdo, indicada pela presenca de grumos nas amostras positivas e auséncia

nas negativas.

3.2.2. Prova de Imunodifusdo em Gel de Agar (ID s/ 2-ME) [(protocolo utilizado
de acordo com as recomendacdes do Instituto Tecnologico do Parand —
TECPAR)].

Preparou-se o gel e o tampao borato, conforme ANEXO 1. Apos
a completa dissolugdo pelo calor, foram distribuidos 15 mL do gel em placas de
petri descartaveis de 90 x 15 mm de didmetro, sem ranhuras no fundo,
permanecendo em temperatura ambiente até sua solidificacdo e armazenados a 2-
8°C por, no minimo, 30 minutos e, no maximo, 24 horas. No momento do uso, o
gel foi perfurado com moldes de 6 mm de didmetro e 2,5 mm de distancia entre as
bordas, formando um pogo central e os outros seis distribuidos em torno deste,
tendo cada pogo capacidade de 35 uL de material. Apos a retirada do agar, os
pocos foram imediatamente preenchidos com soros positivos, soros a testar e
antigeno.

Os soros reagentes positivos (soro padrao), foram depositados

nos orificios superiores e inferiores ao orificio central, no qual foi depositado o



antigeno. Os soros a testar, foram depositados nos quatro orificios laterais do
molde. As placas foram mantidas em camara imida, em temperatura de 25°C.

As leituras foram realizadas com 24, 48 e 72 horas, utilizando
sistema de iluminagdo com luz indireta e fundo preto. O resultado final foi obtido
ao final de 72 horas, considerando-se como positivo soros pertencentes aos
orificios que apresentaram a formagdo de linhas de precipitagdo que se uniam em
um angulo de 90° as linhas do soro controle positivo e negativo onde ndao houve
formagdo de linhas. Reagdo suspeita foi considerada quando se observava uma

linha com tendéncia de precipitagdao dentro do orificio.

3.2.3. Prova de Imunodifusio em Gel de Agar modificada (ID ¢/ 2-ME)

Os soros foram tratados com 2-ME (LISLE ¢ CARMICHAEL,
1974). Todos os soros foram submetidos ao tratamento com 0,2 M de 2-
mercaptoetanol (1,41 mL de 2-mercaptoetanol para 100 mL de agua destilada).
Dessa forma, a quantidade de 100 uL de soro foi adicionada 100 uL da solugdo de
2-ME 0,2 M, permanecendo em reacdo durante 30 minutos, apds o qual 35 pL
dos soros tratados foram submetidos a ID e interpretados de forma idéntica a

descrita no item anterior.

3.2.4. Teste de ELISA

Uma vez que o ELISA ¢ o teste preconizado pela OIE como
alternativa para a FC (OIE, 2003), foi considerado neste estudo como “teste
padrdo”.

O teste de ELISA foi realizado utilizando CHEKIT- Brucella
ovis test (Bommeli Diagnostics)*, de acordo com protocolo recomendado pelo
fabricante da seguinte maneira:

Foram depositados nos pogcos 200 pL das amostras a testar e
controles pré-diluidos a 1:200 e incubados por 90 minutos a temperatura de 18-25

°C, em camara umida.

* Gentilmente cedido pelo Laboratoério Intervet de Boxmeer - Netherlands.



ApOs a incubagdo foram realizadas duas lavagens da placa e foi
adicionado 200 pL do conjugado pré-diluido a 1:200, sendo novamente incubado
por 60 minutos a temperatura de 18-25 °C, em camara imida.

ApOs a realizacdo de duas novas lavagens, foi adicionado 200
uL de cromdgeno em cada pogo. Apos 15-30 minutos, a reacao foi interrompida
por adi¢do de 50 uL de solucao stop em cada pogo da placa. A leitura foi realizada
em leitor de ELISA Multskan, utilizando comprimento de onda de 405 nm.

Os calculos para positividade e negatividade basearam-se na formula:
Valor (%) = (DOamostra — DOnegativo / DOpositivo = DOnegativo) X 100%, onde DO =
densidade optica. A formula e interpretacdo dos resultados foram baseados no
preconizado pelo laboratorio produtor, sendo que para valores < 10%, a amostra
foi considerada negativa, valores entre 10-50%, a amostra foi classificada como
suspeita e > 50%, a amostra era caracterizada como positiva.

Em todos os testes foram utilizados soros sabidamente positivos

e negativos como controles de reacao.

3.3. - DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

3.3.1. Amostragem

O tamanho da amostra foi obtido a partir de um intervalo de
confianga de 95% com um erro esperado de 10%. Foram definidos para estudo os
municipios da regido centro-oeste que possuiam cabanhas cadastradas na
ASPACO, envolvendo, desta forma, os municipios de Botucatu, Jau, Bauru e
Avaré. Os animais foram escolhidos aleatoriamente para um resultado mais

diversificado.

3.3.2. Colheita do material
A colheita do material foi realizada apds assepsia local, com alcool
iodado. O sangue foi colhido através de venopung¢ao jugular, utilizando-se sistema

a vacuo estéril sem anticoagulante (Vacuttainer), com agulha 21G, retirando-se,



aproximadamente, 10 mL de sangue por animal. Esse material foi mantido em
posicdo de descanso por, no maximo, 24 horas, para a formacdo do coagulo,

visando a obteng¢ao do soro.

3.3.3. Obtencao e armazenamento do soro
Apoés a retragdo do coagulo e liberacdo do soro, as amostras
foram identificadas, aliquotadas em tubos tipo eppendorf® e conservadas em

freezer (-20°C), até a realizagdo das provas soroldgicas.

3.3.4. Provas sorologicas

Todas as amostras colhidas foram submetidas a prova de
soroaglutinacdo em placa com antigeno acidificado tamponado corado por Rosa
Bengala (TAAT), para o descarte de uma possivel infeccdo por B. abortus. Em
todos os soros foram realizadas as provas de ID em gel de dgar sem 2-ME, ID
com 2-ME e ELISA.

As provas foram realizadas no Laboratério de Imunologia
Aplicada as Enfermidades Infecciosas dos Animais do Departamento de Higiene

Veterinaria e Saude Publica da FMVZ - UNESP/Botucatu, Sao Paulo.

3.4 - INQUERITO EPIDEMIOLOGICO

Foi aplicado um questionario epidemioldégico em todas
propriedades avaliadas, incluindo informagdes relativas a idade e procedéncia dos
animais, aquisi¢ao de novos animais, conhecimento sobre a doenca, observacao de
abortos, nascimentos de crias fracas ou alteragdes escrotais, uso de quarentena no

rebanho e freqiiéncia de realizacao de exames sorologicos (Anexo 2).



3.5- EXAME CLINICO DOS ANIMAIS
Todos os machos foram submetidos a palpacdo dos testiculos e

epididimo, observando-se o tamanho e consisténcia do 6rgao.

3.6 - ANALISE ESTATISTICA DO DADOS

Para andlise dos resultados os animais foram classificados em
positivos, suspeitos e negativos em todos os testes, sendo avaliada a associagdo
entre os resultados das provas, considerando-se os limites de 95% de confianga
para a propor¢do binomial de concordancia, cujos valores foram expressos em

porcentagem (Norman e Streiner, 1994).



RESULTADOS



4 - RESULTADOS

4.1 — Resultados obtidos na prova de Soroaglutinacio com Antigeno

Acidificado Tamponado (TAAT).

Todos os 1033 soros submetidos a prova de soroaglutinagdo com antigeno
acidificado tamponado, resultaram negativos ao teste.
Os resultados entre os diferentes métodos diagnosticos para a

Brucella ovis estdao demonstrados nas tabelas 1 a 7.



4.2 - Resultados obtidos nos testes de ID s/ 2-ME, ID ¢/ 2-ME e ELISA

Tabela 1 — Ovinos submetidos & prova de Imunodifusio em Gel de Agar sem 2-
mercaptoetanol (ID s/ 2-ME), aplicado ao diagnostico de brucelose por B. ovis,

segundo o municipio de origem e a natureza dos resultados. Botucatu, 2003.

MUNICIPIO ID s/ 2-ME
POS (%) NEG(%) SUSP(%)
JAU 10 (8,8) 99 (87,6) 04 (3,5)
AVARE 09 (5,3) 158 (92,4) 04 (2,3)
BAURU 07 (8,3) 75 (89,3) 02 (2,4)
BOTUCATU 98 (14,7) 539 (81,0) 28 (4,2)
TOTAL 124 (12,0) 871 (84,3) 38 (3,7)

Das 1033 amostras testadas, 871 (84,3%) ndo apresentaram a
formacdo de linhas de precipitagdo ao teste de ID s/ 2-ME, em 124 (12,0%)
ocorreu a formacdo de linhas de precipitagdo com identidade e em 38 (3,7%),

houve a formagao de linhas de reagdo fraco positiva (suspeitas).



Tabela 2 - Ovinos submetidos a prova de Imunodifusdo em Gel de Agar com 2-
mercaptoetanol (ID ¢/ 2-ME), aplicado ao diagnostico de brucelose por B. ovis,

segundo o municipio de origem e a natureza dos resultados. Botucatu, 2003.

MUNICIPIO ID ¢/ 2-ME
POS (%) NEG(%) SUSP(%)
JAU 0 (0,0) 113 (100) 0 (0,0)
AVARE 0 (0,0) 171 (100) 0 (0,0)
BAURU 0 (0,0) 84 (100) 0 (0,0)
BOTUCATU 11(1,7) 651 (97,9) 3(0,4)
TOTAL 11(1,1) 1019 (98,6) 3(0,3)

Das 1033 amostras testadas, 1019 (98,6%) ndo apresentaram a formagao
de linhas de precipitacio ao teste de ID ¢/ 2-ME, em 11 (1,1%) ocorreu a
formagao de linhas de precipitagdo com identidade do soro e em trés (0,3%),

houve a formacao de linhas de reagdo fraco positiva (suspeitas).



Tabela 3 — Ovinos submetidos ao teste de ELISA, aplicado ao diagnostico de
brucelose por B. ovis, segundo o municipio de origem e a natureza dos resultados.

Botucatu, 2003.

MUNICIPIO ELISA
POS (%) NEG(%) SUSP(%)
JAU 0 (0,0) 105 (93,0) 8 (7,0)
AVARE 0 (0,0) 166 (97,0) 5(3,0)
BAURU 0 (0,0) 76 (90,4) 8 (9,6)
BOTUCATU 0 (0,0) 625 (93,9) 40 (6,1)
TOTAL 0 (0,0) 972 (94,0) 61 (6,0)

Das 1033 amostras testadas, 972 (94,0%) ndo apresentaram nenhuma
reacdo ao teste de ELISA, sendo consideradas negativas; em 61 (6,0%) ocorreram
reacdes, consideradas fracas, segundo interpretacdo sugerida pelo fabricante,
sendo estas amostras classificadas como suspeitas ao teste. Nao houve nenhum
resultado positivo ao teste, no entanto, em todos os municipios foram observados

animais suspeitos ao teste.



4.3 — Resultados comparativos dos testes utilizados

Tabela 4 — Resultados comparativos obtidos na prova de Imunodifusdo sem 2-
mercaptoetanol (ID s/ 2-ME) frente a Imunodifusdo com 2-mercaptoetanol (ID ¢/
2-ME), em soros ovinos procedentes de cabanhas da regido centro-oeste do

Estado de Sao Paulo. Botucatu - SP, 2001-2003.

ID ¢/ 2-ME ID s/ 2-ME Total de
POS NEG SUSP amostras
POS 11 0 0 11
NEG 110 871 38 1019
SUS 3 0 0 3
TOTAL 124 871 38 1033

Dentre as amostras positivas ao teste de ID s/ 2-ME somente 11
resultaram igualmente positivas e trés suspeitas, sendo as demais consideradas
negativas ao teste de ID ¢/ 2-ME. Todas as amostras negativas a ID s/ 2-ME
resultaram igualmente negativas na ID ¢/ 2-ME, enquanto que as suspeitas na ID

s/ 2-ME resultaram negativas na ID ¢/ 2-ME.



Tabela 5 — Resultados comparativos obtidos na prova de Imunodifusdo sem 2-

mercaptoetanol (ID s/ 2-ME) frente ao ELISA, em soros ovinos procedentes de

cabanhas da regido centro-oeste do Estado de Sao Paulo. Botucatu - SP, 2001-

2003.
ELISA ID s/ 2-ME Total de
POS NEG SUSP amostras
POS 0 0 0 0
NEG 117 820 35 972
SUS 7 51 3 61
TOTAL 124 871 38 1033

Dentre as amostras positivas na ID s/ 2-ME, 117 foram

negativas e sete suspeitas ao teste de ELISA. Das amostras suspeitas a ID s/ 2-

ME, 35 foram negativas e trés suspeitas ao teste de ELISA. Dentre as amostras

negativas na ID s/ 2-ME, 820 foram igualmente negativas e 51 foram suspeitas ao

teste de ELISA.



Tabela 6 — Resultados comparativos obtidos na Imunodifusio com 2-
mercaptoetanol (ID ¢/ 2-ME) frente ao ELISA, em soros ovinos procedentes de
cabanhas da regido centro-oeste do Estado de Sao Paulo. Botucatu - SP, 2001-

2003. Total de amostras.

ELISA ID ¢/ 2-ME Total de

POS NEG SUSP amostras
POS 0 0 0 0
NEG 11 958 3 972
SUS 0 61 0 61
TOTAL 11 1019 3 1033

Dentre as amostras que resultaram positivas ao teste de ID ¢/ 2-
ME todas resultaram negativas ao teste de ELISA. Das amostras suspeitas na ID
¢/ 2-ME, trés foram negativas ao teste de ELISA. Dentre as amostras negativas ao
teste de ID ¢/ 2-ME, 958 foram também negativas enquanto que e 61 resultaram

suspeitas ao teste de ELISA.



4.4 - Analise estatistica
A andlise estatistica foi realizada comparando-se os testes

quanto ao nivel de concordancia entre eles.

Tabela 7 - Limites de concordancia entre as provas utilizadas, considerando-se o
total de amostras de soros de ovinos procedentes de cabanhas da regido centro-

oeste do Estado de Sdo Paulo, Botucatu - SP, 2001-2003.

TESTES LIMITES DE CONCORDANCIA (%)
INFERIOR SUPERIOR

ID s/ 2-ME x ID ¢/ 2-ME 83,23 87,54

ID s/ 2-ME x ELISA 77,22 82,13

ID ¢/ 2-ME x ELISA 91,16 94,32

ID s/ 2-ME= imunodifusio sem 2-mercaptoetanol
ID ¢/ 2-ME= imunodifusdo com 2-mercaptoetanol

Pela associacdo entre as respostas das provas analisadas observou-se
melhor concordancia (variagdo de 91,16% a 94,32%) entre as provas de ID ¢/ 2-
ME e ELISA. Moderada concordancia (variag¢do de 83,23% a 87,54%) foi
observada entre as provas de ID s/ 2-ME e ID ¢/ 2-ME, seguida de uma baixa
concordancia (variacdo de 77,22% a 82,13%) entre as provas de ID s/ 2-ME e
ELISA.



4.5 — Resultados do inquérito epidemiolégico

a) Aquisi¢do dos animais e uso de quarentena

Das 11 propriedades analisadas, em 72,7% os -criadores
adquiriram animais de propriedades vizinhas, enquanto 27,3% adquiriram animais
provindos da regido Sul. Destas propriedades em apenas 45% se faziam o
isolamento dos animais, quando adquiridos, por aproximadamente uma semana,
enquanto que em 55%, introduziam-se os animais junto ao rebanho,

imediatamente apos a aquisi¢ao.

b) Conhecimento da doenga

Dentre as propriedades estudadas, 54,5% dos produtores
possuiam algum conhecimento sobre a brucelose ovina e o seus danos ao rebanho
ou, pelo menos, j4 haviam ouvido a respeito, enquanto 45,5% ndo tinham
informagdo sobre a doenca ou achavam que se tratava do mesmo agente da

brucelose bovina.

¢) Quadro clinico dos animais: histdrico de aborto ou epididimite

Dos proprietarios, 55% relataram historico de abortamento ou
nascimento de crias fracas e 45% nunca foi observado qualquer caso de aborto.
De todas as propriedades, nenhuma apresentou histérico de animais com
epididimite.

Dos animais reagentes (considerados positivos e/ou suspeitos),
que pertenciam as propriedades com historico de abortamento, 53,7% (87/162)
foram reagentes a prova de ID s/ 2-ME, 85,7% (12/14) a prova de ID ¢/ 2-ME ¢
67,2% (41/61) ao teste de ELISA. Dos animais reagentes (considerados positivos
e/ou suspeitos), que pertenciam as propriedades que ndo tinham histérico de
abortamento, 46,3% (75/162) foram reagentes a prova de ID s/ 2-ME, 14,3%
(2/14) a prova de ID ¢/ 2-ME e 32,8% (20/61) ao teste de ELISA. Os resultados

podem ser observados na tabela 8.



Tabela 8 — Resultados obtidos (total de amostras), quanto ao nimero de animais
reagentes as provas soroldgicas aplicadas no estudo, frente ao nimero de
propriedades com histérico de abortamento e/ou nascimento de crias fracas, em
ovinos procedentes de cabanhas da regido centro-oeste do Estado de Sao Paulo,

Nos anos de 2001-2003.

Numero de IDs/2-ME  ID ¢/ 2-ME ELISA
Propriedades
Com historico 87 (53,7%) 12 (85,7%) 41 (67,2%)
Sem historico 75 (46,3%) 2 (14,3%) 20 (32,8%)
TOTAL 162 (15,7%) 14 (1,3%) 61 (6,0%)

d) Realizacao de testes soroldgicos

Das 11 propriedades apenas em uma realizava-se exames
periddicos para diagndstico da brucelose ovina, cinco delas realizavam exames
sorologicos somente na aquisigdo dos animais ou para participagdo em

exposicoes.

e) Faixa etaria dos animais

Dentre os animais reagentes ao teste de ID s/2-ME, tanto
positivos como suspeitos, 73% se encontravam na faixa etaria de dois a quatro
anos, 20% possuiam menos de dois anos de idade e 7% mais que quatro anos.

Quando avaliados frente ao teste de ID c¢/2-ME, nove (64,3%)
dos 14 animais considerados suspeitos e/ou positivos, pertenciam a faixa etaria de
dois a quatro anos e cinco (35,7%) possuiam menos de dois anos de idade.

Ao teste de ELISA, 52 (85,2%) dos animais considerados
suspeitos pertenciam a faixa etdria de dois a quatro anos de idade, enquanto oito

(13,1%) inferiores a dois anos e um superior a quatro anos de idade.



4.5 — Resultado do exame clinico dos animais
Todos os animais avaliados apresentaram-se normais
quando submetidos ao exame clinico. A palpagdo escrotal, nenhum animal

apresentou alteragdes quando avaliados.



DISCUSSAO



5 - DISCUSSAO

Neste estudo ndo se observou nenhum animal reagente a prova
de TAAT. Resultados concordantes foram observados por Marinho e Mathias
(1996), em ovinos do estado de Sdo Paulo. Ja Viegas et al (1980), no estado da
Babhia, utilizando a prova de soroaglutinagdo rapida, observaram um percentual de
3% de positividade para B. abortus, em 162 ovinos avaliados.

Observou-se neste estudo, 12% de positividade ao teste de ID s/
2-ME, resultado discordante quando comparado ao elevado percentual observado
por Bermudez et al. (1978), no RS, que relataram 43,5% de positividade em
carneiros e 32,8% em rufides, e por Silva et al (2001), os quais analisando 30
rebanhos em 13 municipios do Rio Grande do Norte, obtiveram um percentual de
34% de animais positivos a ID.

Resultados semelhantes aos deste estudo foram observados por
Magalhdes Neto et al. (1991), os quais ao examinarem 822 carneiros de 54
rebanhos do RS, obtiveram 12% reagentes ao teste de ID. Positividade similar foi
observada por Magalhdes Neto e Gil Turnes (1996), que encontraram, no Rio
Grande do Sul, 13,4% de positividade em 1638 carneiros examinados, utilizando
antigeno produzido pelo Centro Panamericano de Zoonoses (CPZ).

Os resultados deste experimento sdo também semelhantes aos
relatados por Ramos et al. (1992c¢), em Santana do Livramento, os quais avaliando
1.483 soros de carneiros, encontraram um percentual de 16,92% de positivos
sorologicamente ao teste de ID, utilizando antigeno HS REO 198, produzido pelo
Instituto de Pesquisa Desidério Finamor.

Contrariamente, Marinho ¢ Mathias (1996), ao avaliarem 850
soros de ovinos do estado de Sao Paulo, ndo observaram nenhum animal reagente
a ID. Esta diferenca pode ser decorrente da diferenca no antigeno, uma vez que os
autores utilizaram uma amostra 63/290 de B. ovis.

Os resultados deste estudo também diferem dos encontrados em
outros paises. Robles et al. (1993), na Argentina, constataram 15 (4,3%) animais
positivos, em 345 carneiros estudados e em 1998, os mesmos autores (ROBLES et

al., 1998), observaram 2,1% de positividade no primeiro ano de estudo de um



rebanho Corriedale na Argentina, tendo sido observado, no terceiro ano, um
aumento do percentual para 6,3%. Contrariamente também, no Chile, Rojas et al.
(1990b), utilizando as técnicas de ID, FC e ELISA em papel de nitrocelulose,
registraram um percentual de 2,8, 7,8 e 8,3%, respectivamente.

Observou-se uma discrepancia nos resultados quando os soros
foram submetidos ao tratamento com 2-ME. O percentual de positividade dos
soros, apos o tratamento, resultou em 1,1%. No Brasil ndo se tem informacao
sobre estudos de ID de soros ovinos tratados com 2-ME, porém, MORAES (2000)
também observou uma diminui¢do na positividade de soros reagentes ao teste de
ID quando submetidos ao tratamento com 2-ME. Resultados similares foram
observados por KEID (2001) e justificados por possiveis reacdes inespecificas,
pois os LPS de varias bactérias gram negativas podem apresentar reagdo cruzada
com B. canis, o mesmo podendo ocorrer para B. ovis.

Neste estudo, utilizou-se Ag produzido de referéncia nacional e
comercializado nacionalmente para o diagndstico da brucelose ovina por B. ovis,
comparativamente a um kit diagnostico de ELISA produzido em outro pais,
porém constituido pelo mesmo Ag utilizado no kit nacional. A discrepancia dos
resultados obtidos reafirma a variacdo de resultado dependente da origem do Ag,
corroborando o citado por Koerich e Vaz (2002).

A maioria dos antigenos produzidos comercialmente para o uso
na ID, sdo antigenos de parede celular, que tem como desvantagem o fato de dar
reagOes cruzadas com outras bactérias. O uso de ID com antigeno citoplasmatico
seria um método mais especifico, ja que este teste detecta, no caso de caes,
antigenos a partir de 12 semanas pés infecg¢do, até 36 meses apds o periodo de
bacteremia, o que permite a utilizagdo para detec¢do de infecgdes cronicas,
quando outros testes fornecem resultados negativos (CARMICHAEL, 1990).

Quanto ao teste de ELISA, ndo houve animais reagentes que
pudessem ser considerados positivos ao teste, embora 6% deles tenham
apresentado densidade optica considerada como animais suspeitos. Marinho e
Mathias (1996), relataram ter encontrado reagdes falso positivas ao teste de

ELISA. Este, no entanto, ¢ considerado como teste alternativo a FC e preconizado



pelo Office International des Epizootie (OIE, 2003) para o diagndstico da
brucelose ovina.

Quando analisados os resultados das provas de ID s/ 2-ME com
ID ¢/ 2-ME, 11/124 animais foram positivos em ambas as provas, porém, 110 dos
positivos na ID s/ 2-ME foram classificados como negativos na ID ¢/ 2-ME. Isto
poderia ser atribuido a a¢do do 2-ME, responsavel por degradar as moléculas de
IgM. Por outro lado, poderia também ser decorrente de menor sensibilidade da ID
¢/ 2-ME (KEID, 2001). A reducdo da sensibilidade pode ser decorrente da
diluicao do soro quando tratado com 2-ME. Embora Carmichael (1990), considere
que o tratamento com 2-ME nio altere a sensibilidade da técnica de aglutinagao,
ndo se pode aferir o mesmo com relagdo a ID, uma vez que o limiar de detecg¢ao
deste método ¢ trés vezes superior ao da aglutinagdo, detectando um minimo de
30 gramas de anticorpos/mL, frente a aglutinacdo que detecta 10,05 grama/mL
(MATUKUMA e RICHTZENHAIN, 1997).

Dos resultados da ID s/ 2-ME comparados com os do ELISA,
observou-se que o ELISA detectou sete animais que resultaram positivos e
suspeitos a ID s/ 2-ME. Porém, 51 dos negativos na ID s/ 2-ME foram suspeitos
ao teste de ELISA, aspecto que poderia ser explicado pela elevada sensibilidade
do teste. Os resultados sdo corroborados por Krt (1993), que avaliando os mais
importantes métodos sorologicos para diagndstico de brucelose ovina, observou
resultados positivos em 77 (7,5%) ao teste de FC a frio e 50 (4,9%) a FC a quente.
Ao teste de ID, 89 (7,7%) e ao ELISA 303 (29,6%), 193 (18,9%) e 118 (11,5%),
quando considerados absorbancia de 2, 2,5 e 3, respectivamente. O ELISA ¢é um
método bastante sensivel, mas algumas vezes ndo ¢ especifico, devido a reagdes
cruzadas com outros anticorpos.

Comparando-se o ELISA com a ID ¢/ 2-ME, notou-se que esta
ndo detectou nenhum dos soros dos animais reagentes ao teste de ELISA.

No presente estudo, os menores resultados concordantes,
estatisticamente, foram observados entre as provas de ID s/ 2-ME e ELISA
(77,22%-82,13%). Percentual similar foi também observado por Cerri et al.

(2000) que, estudando os testes empregados no diagndstico soroldgico de



brucelose causada por B.ovis, obtiveram um indice de 77,74% de concordancia
entre as provas de ID e ELISA.

Quando comparada as provas de ID s/ 2-ME e ID ¢/ 2-ME e ID
¢/ 2-ME e ELISA, observou-se uma variagdao de 83,23 a 87,54% e 91,16 a
94,32%, respectivamente, de resultados concordantes, demonstrando elevado
indice de concordancia da ID ¢/ 2-ME com a técnica de ELISA, considerada de
alta sensibilidade e especificidade, mas que, apesar destas caracteristicas, tem seu
uso restringido pelo alto custo.

Embora tenha apresentado melhor resultado estatistico, a ID c/
2-ME nao foi capaz de detectar os animais reagentes ao teste de ELISA. Uma vez
que as reagdes no ELISA foram somente suspeitas, ndo se pode afirmar que os
animais sejam positivos, porém se considerarmos a recomendac¢do da OIE (2000),
da utilizagdao de ELISA e ID para melhorar a sensibilidade dos testes, os melhores
resultados, porém, ndo estatisticos, foram observados com a ID s/ 2-ME e ELISA.
Resultados positivos na ID s/ 2-ME e suspeitos no ELISA ou mesmo suspeitos em
ambos os testes, sugerem no minimo a necessidade de reteste dos animais ou
utilizacdo de técnicas mais especificas e sensiveis, aspecto ja citado por Mac
Millan (1990).

O ELISA apresenta maior sensibilidade que a ID ou FC, porém,
em funcdo de alguns resultados ELISA negativos e ID positivos, a combinagdo da
ID com ELISA resultaria em sensibilidade 6tima (OIE, 2000). Desta forma, a
associacao da ID s/ 2-ME ao ELISA, apresentou melhores resultados, detectando
sete animais positivos e trés suspeitos ao ELISA, contrariamente a ID ¢/ 2-ME
que ndo apresentou concordancia de resultados positivos, comparativamente ao
ELISA. Estes resultados sdao reforcados pela recomendagdao da OIE (2000) da
utilizacdo da associacdo da ID com ELISA, para aumentar a sensibilidade do
teste.

Em relagdo as propriedades analisadas, observou-se que em
72,7% foram adquiridos animais de propriedades vizinhas, sendo que somente em

45% se faziam isolamento dos animais comprados.



Os animais reagentes, tanto positivos como suspeitos a todos os
testes aplicados neste estudo, pertenciam a faixa etaria dos dois a quatro anos, na
qual os animais sdo mais susceptiveis a infec¢do por B. ovis. Estes dados
discordam de Bermudez et al. (1978), que relataram um aumento na positividade
conforme o aumento da idade. Os autores observaram um percentual de 16% em
machos dentes de leite e 71% nos de boca cheia. No presente estudo, o menor
percentual de animais reagentes pertenciam a faixa dos animais maiores de quatro
anos. Dados semelhantes foram observados por Ficapal et al. (1998), relatando
que tanto os animais mais jovens (< dois anos) quanto os mais velhos (> cinco
anos), eram os menos infectados por B. ovis.

Embora a maioria (55%) dos criadores tenham relatado historico
de abortamento ou nascimento de crias fracas, somente alguns (5), realizavam
exames na aquisicdo de novos animais, apesar de grande parte dos proprietarios
possuirem moderado conhecimento sobre a doenga. O fato de apenas alguns
proprietarios tomarem medidas de precaugdo na aquisi¢do de novos animais,
propicia a disseminag¢do ndo s6 da brucelose ovina, ja que alguns adquiriam
animais do Sul do pais onde a doenca tem elevada prevaléncia, como também de
outros tipos de doencas.

Neste estudo, a melhor correlacdo entre animais reagentes aos
testes sorologicos e historico de abortamento nas propriedades, foi observado na
prova de ID ¢/ 2-ME, contudo, ndo se pode atribuir esta correlagdo como positiva
aos dados encontrados no estudo, devido a inconstincia do rebanho, onde a
compra e venda dos animais sdo frequentes.

O fato da brucelose ovina ndo ser considerada doenga de
controle obrigatério pelo Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da
Brucelose e Tuberculose, ressalta a importancia na profilaxia das cabanhas do
estado de Sdo Paulo, j4 que a ovinocultura vem se desenvolvendo bastante nos
ultimos anos.

As discrepancia de resultados observados nas técnicas

\

soroldgicas, associadas a auséncia de sintomatologia clinica nos animais



impossibilita a caracterizagdo da doenca de forma eficiente e demonstra a

necessidade de desenvolvimento e aprimoramento de recursos diagnosticos.



CONCLUSOES
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CONCLUSOES

Nao foi possivel definir de forma conclusiva, o percentual de ocorréncia da

brucelose ovina nas cabanhas da regido centro-oeste do estado de Sao Paulo.

A associagdo dos testes de ELISA e ID, sugerem um percentual de 0,97%
(10/1033), de positivos nas cabanhas.

A ID ¢/ 2-ME nao foi capaz de detectar os animais reagentes ao teste de

ELISA.

A ID s/ 2-ME apresentou percentual de positividade elevado, ndo

concordantes com o teste de ELISA e com a ID ¢/ 2-ME.

A ID s/ 2-ME detectou animais suspeitos no ELISA.

As reacdes positivas e suspeitas observadas, ndo apresentaram associagao com

sintomatologia clinica dos animais.

A aplicacdo associada da ID s/ 2-ME ao ELISA deve ser incentivada para o

diagnéstico da brucelose ovina, por possibilitar resultados mais confidveis.
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8 - ANEXOS

ANEXO 1
Tampao Borato
Ac. Bérico (H3BO») 1,86 g
Cloreto de Potassio( KCL) 725¢
H,O destilada 950 ml

Apos a mistura dos reagentes, Agitou-se até a dissolucdo total e ajustou-se o pH
para 8,3 com NaOH 0,2 M, completando o volume para 1 litro com H,O destilada.

Gel

Agarose ou Agar noble lg
Tampao Borato 5ml
Solugao 50% NaCl 93 ml

Adicionou-se | ml Azida Sodica a 1 % e homogeneizou-se. A solugdo foi fervida
em banho-maria até que o gel ficasse translicido e homogéneo. Despejou-se o gel
quente em placas e deixou-se esfriar no ambiente. As placas foram tampadas apds
sua completa solidificacdo, permanecendo posteriormente 30 min. na geladeira,

antes de perfurar. As placas foram utilizadas em até 24 horas apds a solidificagao..



ANEXO Il

AVALIACAO SANITARIA DO REBANHO

| — Identificagao da Propriedade

1- Municipio:

2- Nome do Proprietario:

3- Endereco do Proprietario:

IT — Dinamica da Populagao

1- Numero total do rebanho ovino:

2- Aquisi¢do de animais? leildes( ), exposi¢des( ), propriedades vizinhas( ),
outras( ) OBS.:

3- Ao introduzir novos animais na propriedade:

3.1-Usa quarentena? ( )sim ( )ndo

3.2- Realiza testes sorologicos para Brucelose? ( )sim ( )ndo

3.3- Tem conhecimento sobre a doenga? ( )sim ( )ndo ( )ja ouviu falar
II1- Performance Sanitaria
1- Ocorréncia de aborto? ( )sim ( )ndo

2- Nascimento de crias mortas ou debilitadas? ( )sim ( )ndo

3- Observacao de epididimite? ( )sim ( )ndo
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