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PESQUISA DE ANTICORPOS CONTRA Brucella ovis EM
OVINOS DO ESTADO DE SAO PAULO!

Marcia Marinho? e Luis Antonio Mathias3

ABSTRACT.- Marinho M. & Mathias L.A. 1996. [Investigation of antibodies to Brucella
ovis in sheep of the State of Sdo Paulo.] Pesquisa de anticorpos contra Brucella ovis em
ovinos do Estado de Sdo Paulo. Pesquiisa Veterindria Brasileira 16(2/3):45-48. Depto
Med. Veterindria Preventiva, FCAVJ-Unesp, Jaboticabal, SP 14870-000, Brazil.

Eight hundred and fifty sheep sera from 18 herds, located in 15 municipalities of the
State of Sao Paulo, were examined by complement fixation test, indirect enzyme immu-
noassay and gel diffusion test for antibodies to Brucella ovis. The combination of the
serological test results and the clinical and epidemiological data suggest that none of the
examined animals was infected. The complement fixation and the gel diffusion tests showed
good specificity, but the indirect enzyme immunoassay showed false positive results in

nine of the sera.

INDEX TERMS: Brucella ovis, serological diagnosis.

SINOPSE.- Foram examinados soros sanguineos de 850
ovinos, pertencentes a 18 rebanhos situados em 15 muni-
cipios do Estado de Sao Paulo. Esses soros foram submeti-
dos 2 reacao de fixagio de complemento, ao teste
imunoenzimatico indireto e a2 prova de imunodifusao em
gel de dgar para a pesquisa de anticorpos contra Brucella
ovis. A pesquisa de anticorpos e os dados clinicos e
epidemiolégicos sugerem que nenhum dos animais que
fizeram parte do estudo estava infectado por aquela bacté-
ria. A reac¢do de fixagio de complemento e a prova de
imunodifusiao em gel de 4dgar revelaram boa especificidade,
mas o teste imunoenzimitico indireto apresentou resulta-
dos falso-positivos em nove soros examinados.

TERMOS DE INDEXACAO: Brucella ovis, diagnéstico sorolégico.

INTRODUCAO

A infecc¢iio ovina por Brucella ovis causa uma enfermidade
também conhecida como epididimite dos carneiros. O re-
conhecimento dessa bactéria como o agente etioldgico da
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infeccao foi relatado inicialmente por Buddle & Boyes
(1953), na Nova Zeldndia. A partir de entlo, a epididimite
dos carneiros tem sido constatada praticamente em todos
os paises do mundo onde a ovinocultura encontra lugar
de destaque na exploragio pecudria, com exce¢ao da Gra-
Bretanha (Spencer & Burgess 1984).

A presenca de ovinos com anticorpos contra B. ovis
também tem sido observada em outros paises da América
Latina, como € o caso do México (Ramos Rodriguez 1986)
e do Chile (Tamoyo et al. 1989, Rojas et al. 1990).

No Brasil, essa infec¢do ja foi diagnosticada no Rio Gran-
de do Sul, através de observacdes clinicas, nos anos 60
(Mies Filho 1964, Ramos et al. 1967), tendo sido confirma-
da por Blobel et al. (1972). A ocorréncia da infec¢ao em
ovinos do Rio Grande do Sul também tem sido constatada
através de testes sorolégicos (Magalhies Neto et al. 1991).
Entretanto, sdo raros os estudos sobre a ocorréncia da in-
feccio em outras regides do Brasil, nio havendo qualquer
trabalho ‘a respeito da situagido dessa enfermidade no re-
banho ovino do Estado de Sio Paulo.

O diagnéstico da infecgio por B. ovis tem sido feito,
predominantemente, através de testes sorologicos, sendo
que outros autores recomendam que o histérico do reba-
nho e o quadro clinico também sejam levados em consi-
deragio ao se interpretar o resultado dos testes sorolégicos.

Dentre as provas mais amplamente utilizadas no diag-
ndstico desta infec¢do, encontra-se a reacgio de fixacdo de
complemento e o teste de imunodifusao em gel (Myers et
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al. 1972, Jones et al. 1975). Além destas, também tem ad-
quirido bastante destaque o teste imunoenzimatico indire-
to (Rahaley et al. 1983, Cho & Niilo 1987, West et al. 1993).

Diante da inexisténcia de dados a respeito, o presente
trabalho teve por objetivo avaliar a frequéncia de reacdes
sorolégicas contra Brucella ovis, em ovinos de rebanhos
do Estado de Sdo Paulo, através da reacgio de fixacido de
complemento, do teste imunoenzimitico indireto e da prova
de imunodifusio em gel de 4gar.

MATERIAL E METODOS

Amostra obtida

Foram colhidas 850 amostras de sangue de ovinos adultos de
diversas ragas, procedentes de 18 rebanhos situados em 15
municipios do Estado de Sdo Paulo (Avaré, Bauru, Botucatu,
Coldémbia, Dobrada, Itai, Jaboticabal, Jad, Lavinia, Matao, Pontal,
Sido Joaquim da Barra, Sio Maroel, Serra Azul e Severinia), no
periodo de julho de 1992 a setembro de 1993, sendo 151 soros
de animais machos e 699 de fémeas.

Prouvas sorologicas

Preparagdo do antigeno. O antigeno de B. ouvis, utilizado nas
trés provas soroldgicas, foi preparado de acordo com as
recomendacdes de Alton et al. (1988). Foi empregada a amostra
63/290, obtida junto ao Central Veterinary Laboratory (UK), sendo
cultivada em Brucella dgar (Merck S.A., Brasil) acrescido de 10%
de soro de coelho. A massa bacteriana foi autoclavada a 120°C
por 20 minutos e o material centrifugado a 10.000 rpm por 20
minutos, sendo o sobrenadante usado como antigeno.

Para a padronizagio, era feita uma titulacao em bloco, testando-
se, através das trés provas empregadas no trabalho, varias diluicdes
do antigeno contra vdrias dilui¢des do soro controle positivo.

O antigeno obtido era dividido em aliquotas e conservado a -
20°C até o momento do uso.

Preparagdo do soro biperimune. Para a obten¢iao de um soro
que pudesse ser empregado como controle positivo nos testes
sorolégicos, um carneiro adulto foi submetido a inocula¢zo, por
via intratesticular, com uma dose de 244 x 10'° UFC de Brucella
ovis, em dose Unica.

Reagdo de fixagdo de complemento. Foi empregada a
microtécnica, com incubag¢io a quente nas duas fases da reagio e
uma dose de cinco unidades hemoliticas 50% de complemento,
recomendada por Alton et al. (1988). Com o objetivo de inativar
o complemento, os soros eram tratados a 58°C, em banho-maria,
durante 30 minutos.

O antigeno foi preparado conforme descrito acima, com a
diferenca de que era ainda submetido a didlise em tampzo fosfato
pH 7,3, a fim de evitar a eventual ocorréncia de efeito
anticomplementar.

Prova de imunodifusdo em gel de dgar. Empregou-se a técnica
preconizada por Alton et al. (1988), com algumas modifica¢des.
Na preparagio do gel, utilizou-se dgar Noble (Laboratérios Difco)
a 1%, dissolvido em tampdo borato e NaCl a 5%, acrescido de
azida sédica na proporgio final de 1/10.000. A solugio do gel era
colocada em uma placa de Petri de plastico, na quantidade
suficiente para cobrir toda a superficie da mesma. Apés o
endurecimento do meio, eram feitas as cavidades. Na cavidade
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central era colocado o antigeno e em duas das cavidades externas,
situadas diametralmente opostas, era colocado o soro controle
positivo. Nas outras quatro cavidades eram colocados os soros a
serem testados. A incubagio ocorria sob temperatura ambiente,
em uma cimara Umida, sendo a leitura realizada apds 24 e 48
horas de incubacio.

Teste imunoenzimdtico indireto. O teste foi realizado,
basicamente, conforme descrito por Jeggo & Rothauer (1989).
Utilizou-se um conjugado comercial, constituido por IgG de coelho
anti-IgG de ovino, conjugada com peroxidase (Dacopatts,
Dinamarca). O substrato utilizado foi o perdxido de hidrogénio
(H,0,) e como cromégeno utilizou-se a OPD (Ortofenile-
nodiamina, Sigma Chemical Company, USA). Para interromper a
réacio, apds a a¢io da enzima sobre o substrato, empregou-se
dcido citrico 0,25 N. A leitura da densidade 6ptica era em um
aparelho Titertek Uniskan, em comprimento de onda de 450 nm.
Considerava-se como positivo o soro que apresentasse densidade
otica superior a duas vezes a média das densidades 6pticas
observadas no controle negativo.

Andlise estatistica. Os resultados das provas sorolégicas fo-
ram comparados entre si através do teste de X2

RESULTADOS

Dos 850 soros de ovinos examinados, apenas dois apre-
sentaram titulo, de 1/2, na reacdo de fixacdo de comple-
mento, titulo este muito baixo para que os animais possam
ser considerados como infectados por B. ovis. Estes dois
soros eram oriundos do municipio de Jaboticabal. Outros
sete soros, do municipio de Sdo Joaquim da Barra, apre-
sentaram atividade anticomplementar, o que impediu a
determinagdo do titulo sorolégico através da fixacao de
complemento (Quadro 1).

Os dados do Quadro 2 mostram que nove (1,96%) dos
ovinos examinados apresentaram resultado positivo no teste
imunoenzimitico indireto. Estes resultados positivos fo-
ram observados nos municipios de Avaré (1), Itai (1), Jaa
(1), Lavinia (2) e Sio Manoel (4).

Nenhum dos 850 ovinos examinados apresentou resul-
tado positivo ao teste de imunodifusao em gel de dgar
para diagndstico da infecg¢ao por B. ovis (Quadro 2).

Dos 151 carneiros abrangidos pelo estudo, nenhum
apresentou sintomatologia compativel com a enfermida-
de.

Os nove soros com resultado positivo no teste
imunoenzimitico apresentaram resultado negativo na fi-
xacio de complemento e os dois soros com titulo 1/2 nes-
ta prova apresentaram resultado negativo no teste
imunoenzimatico. O teste de X? revelou haver indepen-
déncia entre os resultados obtidos através destas duas pro-
vas (X% = 0,0202025, com 1 grau de liberdade).

Os resultados da reagido de fixacao de complemento
foram bastante semelhantes aos da prova de imunodifusio
em gel de 4gar, principalmente quando se considera que o
titulo de 1/2 observado na fixa¢io de complemento nio
tem significado. Dessa forma, todos os soros apresentaram
resultado negativo em ambos os testes.
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Quadro 1. Ntimero de soros de ovinos do Estado de S&o Paulo,
1993, distribuidos conforme o municipio de origem e os titulos de
anticorpos obtidos contra Brucella ovis através da reagdo de
complemento

N° de animais Titulo de anticorpos

Municipio testados
N 12 1/4 1/8 1/16  Ac?

Avaré 75 75 0 0 0 0 0
Bauru 40 40 0 0 0 0 0
Botucatu 31 31 0 0 0 0 0
Colémbia 32 32 0 0 0. 0 0
Dobrada 34 34 0 0 0 0 0
Itai 57 57 0 0 0 0 0
Jaboticabal 140 138 2 0 0 0 0
Jat 61 61 0 0 0 0 0
Lavinia 72 72 0 0 0 0 0
Matdo 24 24 0 0 0 0 0
Pontal 36 36 0 0 0 0 0
S.JoaquimdaBarra 49 42 0 0 0 0 7
Séo Manoel 125 125 0 0 0 0 0
Serra Azul 61 61 0 0 0 0 0
Severinia 13 13 0 0 0 0 0
Total 850 841 2 0 0 0 7

*Ac = Atividade anticomplementar.

Quadro 2. Numero de soros de ovinos do Estado de Sao Paulo,
1993, distribuidos conforme o municipio de origem e os resultados
do teste imunoenzimatico indireto (TIEI) e a prova de imunodifusao
em gel de agar (IDGA) obtidos contra antigeno de Brucella ovis

Ne° de soros N° de soros reagentes
Municipio testados
TIEI IDGA

Avaré 75 1 0
Bauru 40 0 0
Botucatu 31 0 0
Colombia 32 0 0
Dobrada 34 0 0
Itai 57 1 0
Jaboticabal 140 0 0
Jat 61 1 0
Lavinia 72 2 0
Matdo 24 0 0
Pontal 36 0 0
S. Joaquim da Barra . 49 0 0
Sdo Manoel 125" 4 0
Serra Azul 61 0 0
Severinia 13 0 0
Total 850 9 0

Ao se comparar o teste imunoenzimatico com o teste
de imunodifusio, nota-se uma divergéncia de resultados,
pois os nove soros com resultados positivos no primeiro
teste apresentaram resultados negativos no segundo.

DISCUSSAO

Embora o teste imunoenzimatico indireto tenha revelado
alguns resultados positivos, quando se utiliza a combina-

¢do entre os resultados dos trés testes sorolégicos e a ma-
nifestacio de sintomatologia por parte dos animais, chega-
se 2 conclusio que nenhum dos animais examinados esta- .
va infectado por B. ovis. Estes resultados diferem de pes-
quisas realizadas no Rio Grande do Sul (Magalhaes Neto et
al. 1991) e dos dados obtidos em outros paises da América
Latina, como, por exemplo, no México (Ramos Rodriguez
1986) e no Chile (Tamoyo et al. 1989, Rojas et al. 1990).
Os dados obtidos mostram que a epididimite dos car-
neiros nio é um problema sanitario importante no reba-
nho do Estado de Siao Paulo e que, justamente por estar
esta explora¢io em fase de crescimento, € importante que
se adotem medidas sanitdrias rigorosas, como por exem-
plo o exame clinico e sorolégico de qualquer animal
indroduzido nos plantéis, de modo a se evitar a introdu-
¢io e a propagacio da enfermidade nos rebanhos ovinos
No presente trabalho, observou-se que nenhum animal
apresentou resultado positivo nas provas de fixacio de
imunodifusio em gel de agar, embora nove animais te-
nham apresentado resultado positivo no teste
imunoenzimitico. Estes resultados sio compativeis com o
fato de o teste imunoenzimatico indireto apresentar uma
capacidade de detec¢do superior 2 rea¢do de fixacio de
complemento (Rahaley et al. 1983, Spencer & Burgess 1984,
Worthington et al. 1984, 1985, Lee et al. 1985, Cho & Niilo
1987, West et al. 1993) e a prova de imunodifusio
(Worthington et al. 1984). No entanto, quando se analisa a
combinac¢io dos resultados dos diversos testes, além da

* eventual manifestacdo de sintomas clinicos e histérico de

sintomatologia nos rebanhos estudados, se deduz pela
auséncia de infec¢do entre os animais examinados. Obvia-
mente nio se pode desprezar a observacio feita por vari-
os autores de que os testes sorologicos, principalmente a
reagao de fixagdo de complemento quando utilizada na
fase cronica, podem ser incapazes de detectar a infecco.
Entretanto, contribuiu para que se chegasse a conclusio
de que os resultados positivos revelados pelo teste
imunoenzimatico sao, na verdade, resultados falso-positi-
vos, o fato de o teste, da maneira como foi realizado e
com o aparelho usado para a leitura da densidade Optica,
ter proporcionado resultados irregulares e inconstantes, com
varios dos soros aos quais foi atribuido um resultado posi-
tivo tendo apresentado densidades dpticas ora pouco abaixo
ora pouco acima do limiar de positividade.

Esse desempenho do teste imunoenzimatico indireto
constituiu-se em um dado surpreendente, pois estd em
desacordo com a grande maioria dos trabalhos ja publica-
dos sobre o assunto, sendo esse teste recomendado por
West & Bruce (1991) em adicdo 2 reagao de fixacio de
complemento e ao exame clinico nos programas de
erradicagdo da brucelose ovina. Também Walker et al.
(1985) haviam observado que o diagndstico pelo teste
imunoenzimatico associado a palpac¢ao do aparelho genital,
com posterior elimina¢iao dos infectados, propiciam bons
resultados no controle da enfermidade.

O teste de imunodifusio em gel de dgar também &
frequentemente empregado no diagndstico sorolégico da
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brucelose causada por B. ouis, sendo considerada de mais
facil execugdo que a reagdo de fixacdo de complemento
(Myers et al. 1972, Jones et al. 1975). No presente estudo,
estes dois testes praticamente apresentaram uma concor-
dancia de 100%, embora essa comparac¢io tenha sido pre-
judicada pela inexisténcia de animais reagentes.

Dos resultados deste trabalho se observou que a rea-
cdo de fixacdo de complemento, em que pesem suas des-
vantagens, relacionadas principalmente com o fato de ser
mais trabalhosa e exigir a disponibilidade constante de
reéagentes altamente labeis, foi a prova que apresentou re-
sultados mais regulares e mais constantes, que ndo deixa-
vam margens de divida na interpretagio e leitura do re-
sultado final. Deve-se fazer uma ressalva a respeito de nio
se ter encontrado nenhum reagente, o que ndo permitiu a
avaliacio da sensibilidade do teste empregado em nossas
condi¢des. Apesar disto, e em conformidade com o proce-
dimento estipulado por autores de paises com elevada
prevaléncia de infec¢ao por B. ovis (West & Bruere 1983),
pode-se recomendar o emprego da reac¢io de fixacdo de
complemento, associada a um rigoroso exame clinico do
animal e a uma andlise epidemiolégica sobre o rebanho,
para o diagnéstico sorolégico daquela enfermidade.
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