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RESUMO

Brucella ovis é uma das principais causas de epididimite em carneiros sexualmente maduros, resultando
em subfertilidade e infertilidade e consequentes perdas econdmicas para a ovinocultura, mundialmente.
Contudo, ndo existe uma técnica para diagndstico sorologico que apresente boa sensibilidade e
especificidade. O objetivo deste estudo foi desenvolver um teste de ELISA indireto (ELISAI) utilizando
como antigeno proteinas recombinantes, BoP59r ou BP26r, para diagnostico soroldgico da infeccdo por
B. ovis. A antigenicidade de BoP59r e BP26r, produzidas em E. coli e purificadas por cromatografia de
afinidade, foi testada por Western blot e ELISAI. Os testes de repetibilidade e reprodutibilidade do
ELISAI foram realizados usando 500 ng e 1 pug de BoP59r e de BP26r por pogo, com soros de um
carneiro negativo e de um carneiro positivo a IDGA, isolamento bacteriano e PCR de urina,
concomitantemente, sendo realizadas 10 repetices independentes. A BoP59r ndo discriminou ovino
negativo de positivo, ja a BP26r foi eficiente em diferenciar ovinos negativos de positivos. O ELISAI
usando BP26r e soros de carneiros experimentalmente infectados por B. ovis, apresentou 0s melhores
indices na dilui¢do de soro de 1:20, com 100% de sensibilidade, 90,2% de especificidade, valor preditivo
positivo (VPP) igual a 93,2%, valor preditivo negativo (VPN) igual a 100% e acurdcia de 1,0. Em
amostras de ovinos positivos somente & IDGA, os melhores resultados foram obtidos na diluigdo do soro
em 1:40, com sensibilidade de 85,7%, especificidade de 85,4%, VPP igual 75%, VPN igual 92,1% e a
acurécia foi de 0,9029. Os resultados indicam que a BP26r é um bom marcador soroldgico da infecgdo
por B. ovis em ovinos.

Palavras-chave: Brucella ovis, ovino, brucelose, ELISAI, BoP59, BP26, Western blot, IDGA.

ABSTRACT

Brucella ovis is a major cause of epididymitis in sexually mature rams, resulting in subfertility, infertility,
and economic losses for the sheep industry worldwide. The aim of this study was to develop an indirect
ELISA (iELISA) using recombinant proteins, namely rBoP59 or rBP26, as antigens for serological
diagnosis of B. ovis infection. rBoP59 and rBP26 were purified by affinity chromatography and
antigenicity of these was tested by Western blot and iELISA. The tests of repeatability and reproducibility
were performed with 500 ng and 1 pg of BoP59r or BP26r per well, testing serum from negative and
positive rams in AGID, bacteriology and PCR from urine samples, being performed 10 separate
repetitions. BoP59r did not discriminate negative from positive, but BP26r was effective in distinguishing
positive from negative ram serum samples. The ELISAI with BP26r using sera from rams experimentally
infected with B. ovis had the highest performance with serum dilution of 1:20, with 100% sensitivity,
90.2% specificity, positive predictive value (PPV) of 93.2%, negative predictive value (NPV) of 100%,
and accuracy of 1.0. For serum samples that had been positive by AGID, best results were obtained from
the serum dilution at 1:40, the sensitivity was 85.7%, specificity 85.4%, PPV of 75%, VPN of 92.1% and
accuracy was 0.9029. And the results indicate that BP26r is a good serological marker for B. ovis
infection in sheep.

Keywords: Brucella ovis, sheep, brucellosis, ELISAI, BoP59, BP26, Western blot, AGID.

1. INTRODUCAO

Brucella ovis € um cocobacilo Gram-negativo
que infecta ovinos provocando doenca crbnica
associada a alteracGes reprodutivas,
especialmente  epididimite em  carneiros
sexualmente maduros e, em menor freqiéncia,
aborto e nascimento de cordeiros fracos
(Burgess, 1982; Xavier et al., 2009). A infec¢éo

por B. ovis é a principal causa infecciosa de
epididimite em ovinos adultos e
consequentemente uma das principais causas de
infertilidade (Carvalho Jr. et al., 2010),
resultando em prejuizos econdmicos
importantes para a ovinocultura mundial
(Carpenter et al., 1987; Viana e Silveira, 2009).
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A associacdo entre doenca reprodutiva em
carneiros e infeccdo por microrganismos do
género Brucella foi descrita pela primeira vez
na Nova Zelandia, durante a década de 1950
(Buddle, 1956), e desde entdo sua ocorréncia
tem sido relatada em diversos paises como
Brasil (Ramos et al., 1966; Costa et al., 2012),
EUA (Libal e Kirkbride, 1983), Canada
(Buckrell et al., 1985), Argentina (Robles et al.,
1998), Espanha (Ficapal et al., 1998) e Franca
(Praud et al., 2012).

A ovinocultura é um dos mais importantes
sistemas de criacdo de animais de producdo do
mundo, sendo que, em paises industrializados, a
producdo de ovinos é mais significativa que a
caprinocultura (Morand-Fehr e Boyazoglu,
1999). No Brasil, a ovinocultura tem
apresentado crescimento acelerado e segundo o
censo de 2011 possui um rebanho ovino de 17,6
milhdes de animais (IBGE, 2011). Esse fato
associado a exigéncia do comércio internacional
guanto a sanidade animal, faz com que o
desenvolvimento de métodos de diagnostico e
de controle eficiente de doencas torne-se
imprescindivel (Marques, 2006; Viana e
Silveira, 2009).

O diagnéstico da infeccdo por B. ovis é
realizado através de métodos diretos e indiretos.
Os métodos diretos sdo aqueles capazes de
comprovar a presenga da bactéria na amostra
clinica, seja pelo isolamento (Worthington et al.,
1985; Santos et al. 2005), ou pela deteccdo de
material genético bacteriano realizado por
reacbes em cadeia da polimerase (PCR)
(Manterola et al., 2003; Xavier et al., 2010;
Kang et al., 2011). Os métodos indiretos ou
soroldgicos indicam a presenca de anticorpos
contra 0 microrganismo (Nielsen, 2002). Os
testes soroldgicos, como a imunodifusdo em gel
de agar (IDGA) (Myers e Siniuk, 1970; Myers,
1973; Xavier et al., 2011), a fixacdo de
complemento (FC) (Clapp, 1955; Xavier et al.,
2011) e 0 ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) indireto (Chin, 1983;
Vigliocco et al., 1997) s@o os mais utilizados
mundialmente para diagnéstico da infecgdo por
B. ovis (Burgess, 1982).

Apesar de existirem diversas técnicas para
diagndstico soroldgico da infecgdo por B. ovis,
nenhuma  delas alia  sensibilidade e

especificidade elevadas, o que torna necessario
a execucdo de pelo menos dois métodos para
aumentar a probabilidade de negativos e
positivos serem corretamente identificados
(Hilbink et al., 1993; Costa et al., 2012). Desta
forma, por ser uma doenga economicamente
relevante, é desejavel o desenvolvimento de um
teste soroldgico eficiente para diagnostico de
brucelose por B. ovis em ovinos.

Brucella melitensis é outra espécie de Brucella
que infecta preferencialmente ovinos e ¢€
considerada a mais patogénica para humanos
(Xavier et al., 2009). Por isso, em paises nos
quais ha relatos de brucelose por B. melitensis o
ideal é a utilizacdo de um marcador sorolégico
especifico da infec¢do por B. ovis. Em trabalho
realizado por Tsolis e colaboradores (2009), o
genoma da B. ovis foi totalmente sequenciado,
resultando na identificacio da ilha de
patogenicidade 1 de B. ovis (BOPI-1), ausente
nas Brucella spp. classicas, e que contém o gene
hmg que codifica uma hemaglutinina putativa
(Tsolis et al., 2009), neste estudo denominada
BoP59. Como outras hemaglutininas, esta tem
potencial para ser um bom marcador sorol6gico
da infeccdo, como ocorre em casos de doenca
por Mycoplasma spp. (Jacobs, 1993), por
Bordetella pertussis (Hallander, 1999) e pelo
virus Influenza (Katz et al., 2011). Silva e
colaboradores (2011), usando uma cepa mutante
de B. ovis deficiente no gene hmg, concluiram
que a hemaglutinina putativa ndo é importante
na patogénese da infeccdo por B. ovis no
modelo murino de infeccdo (Silva et al., 2011),
entretanto, seu potencial antigénico ainda ndo
foi avaliado.

Em paises livres de B. melitensis, como o Brasil,
é importante o desenvolvimento de teste
soroldgico para diagndstico de brucelose em
pequenos ruminantes, mesmo que seja género
especifico. A proteina  periplasmatica
denominada BP26 é sabidamente imunogénica e
antigénica, sendo um eficiente marcador
sorologico de infeccdo por Brucella spp. em
caprinos e humanos, sendo produzida por B.
melitensis (BMEI0536), Brucella abortus
(BAB1_1494), Brucella suis (BR1475) (Liang
et al., 2010) e B. ovis com 100% de homologia
entre estas espécies de Brucella (Seco-
Mediavilla et al., 2003). A proteina BP26, por
ser antigénica e altamente conservada dentro do
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género Brucella, tem sido utilizada como
antigeno em testes sorolodgicos como ELISAI e
Western blot para diagndstico de infecgdo por B.
abortus (Rossetti et al., 1996; Tiwari et al.,
2011), B. melitensis (Cloeckaert et al., 1996;
Lindler et al., 1996; Cloeckaert et al., 2001; Qiu
et al., 2012), B. ovis (Zygmunt et al., 2002) e B.
suis (McGiven et al.,, 2012). A proteina

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1. Género Brucella

Brucella spp. sdo bactérias intracelulares
facultativas, que podem sobreviver em fagocitos
profissionais e células ndo fagociticas de
diversas espécies de mamiferos (Gorvel e
Moreno, 2002). O género Brucella pertence a
familia a-Proteobacteriaceae e, atualmente, €
composto por 10 espécies. B. abortus, B.
melitensis e B. suis infectam preferencialmente
bovinos, pequenos ruminantes e suideos,
respectivamente, e sdo as espécies de maior
potencial zoonético. Brucella canis infecta
caninos e raramente humanos. Brucella ovis e
Brucella neotomae infectam ovinos e rato do
deserto, respectivamente, e ndo possuem
potencial zoondtico comprovado (Moreno et al.,
2002). Além dessas seis espécies, denominadas
classicas, do género  Brucella, mais
recentemente foram isoladas a Brucella ceti de
cetaceos, a Brucella pinnipedialis de pinipédios
(Foster et al., 2007), a Brucella microti de um
roedor silvestre da espécie Microtus arvalis
(Scholz et al., 2008), a Brucella inopinata que
foi isolada pela primeira vez de uma protese
mamaria humana (Scholz et al., 2010) e a
Brucella sp. NF2653 de roedor (Wattam et al.,
2012). Adicionalmente, dois diferentes isolados,
um de primata ndo-humano (Schlabritz-
Loutsevitch et al., 2009) e outro de anfibio
(Eisenberg et al., 2012) foram identificados
como pertencentes ao @énero Brucella e
possivelmente constituirdo duas novas espécies.
Apesar de possuirem hospedeiros preferenciais,
Brucella spp. sdo capazes de infectar outras
espécies animais, como por exemplo, B. suis e
B. melitensis também infectam bovinos (Tsolis,
2002; Xavier et al., 2009).

As bactérias do género Brucella causam doenca
infecto-contagiosa importante para a saude
publica, por serem agentes etiolgicos de uma

recombinante BP26 (BP26r) foi testada como
marcador sorologico da infecgdo por B. ovis em
carneiros apresentando sensibilidade de 81,8%
(Zygmunt et al., 2002). No entanto, até o
momento a BP26r ndo foi testada para
diagndstico de carneiros experimentalmente
infectados e que estejam eliminando B. ovis no
sémen.

das zoonoses mais relevantes mundialmente.
Animais infectados sdo fonte de infeccdo para o
homem, que se contamina, principalmente,
através de contato direto com anexos
placentérios e ingestdo de leite e produtos
derivados, como queijos, ndo pasteurizados. Em
relagdo a saude animal, a brucelose é
responsavel por grandes perdas econdmicas
relacionadas a doenca reprodutiva (Xavier et al.,
2009). B. abortus, B. melitensis, B. suis e B. ovis
sd0 as espécies de maior importancia
econdmica, pois resultam em perdas associadas
a subfertilidade e infertilidade, que séo
consequéncias de aborto, placentite, orquite e
epididimite em animais domeésticos (Corbel,
1997).

Verger e colaboradores (1985), utilizando
técnica de hibridizagdo de DNA, demonstraram
que as seis espécies classicas de Brucella spp.
apresentam homologia de DNA superior a 95%,
sugerindo a classificagdo do género Brucella
como um género mono-especifico, sendo B.
melitensis considerada espécie e as demais
espécies atuais, biovares. No entanto, essa
proposicao nao foi aceita no meio cientifico que
considera 10 espécies distintas dentro do género
Brucella. Apesar de cada Brucella sp. ser
adaptada a um hospedeiro diferente, o genoma
de B. melitensis difere do genoma de B. suis em
somente 74 genes. Assim, a comparagdo entre
espécies tdo semelhantes pode resultar na
identificacdo de genes Unicos que permitem
maior entendimento da patogénese da infeccéo
por Brucella spp. e elucidacdo da base genética
relacionada a especificidade e interacdo da
Brucella spp. com o hospedeiro (Tsolis, 2002).
Adicionalmente, a identificacdo destes genes
espécie-especificos pode permitir 0
desenvolvimento de biotecnologias, como testes
soroldgicos especificos e vacinas, para as
diferentes espécies de Brucella.
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Tsolis e colaboradores (2009) sequenciaram 0
genoma completo da amostra ATCC 25840 de
B. ovis e identificaram, no cromossoma |1, uma
ilha especifica, denominada, posteriormente por
Silva e colaboradores (2011), como ilha de
patogenicidade 1 de B. ovis (BOPI-1) que
contem 28 ORF (open reading frames),
inclusive a ORF A0512 que codifica uma
hemaglutinina putativa (Tsolis et al., 2009).
Apesar da hemaglutinina putativa ndo ser
relevante na patogénese da infecgdo por B. ovis
(Silva et al., 2011), esta proteina pode ser
importante como antigeno no diagnéstico
soroldgico da infec¢do por B. ovis, Unica espécie
capaz de infectar ovinos que expressa a
hemaglutinina putativa. Apesar de ausente nos
genomas das espécies classicas de Brucella,
como B. melitensis (DelVecchio et al., 2002), B.
suis (Paulsen et al., 2002) e B. abortus (Chain et
al., 2005; Halling et al.,, 2005), BOP-1 foi
identificada em amostras de B. ceti isoladas de
golfinho (Tsolis et al., 2009).

2.2. Infeccéo por Brucella ovis

B. ovis foi descrita como nova espécie por
Buddle (1956), sendo isolada de carneiros na
Australia e Nova Zelandia. Morfologicamente,
s80 pequenos cocobacilos Gram-negativos
individuais, medindo de 0,5 a 0,7 um por 0,6 a
1,5 um, que raramente formam cadeias curtas,
ndo apresentam capsula, sdo imdveis, ndo
formam endosporos e ndo mostram coloracéo
bipolar. O crescimento 6timo da B. ovis ocorre
em meio solido enriquecido com sangue ou
soro, quando incubada a 37°C, em atmosfera
com 10% de CO,. Apos cinco dias, as colbnias
apresentam  aproximadamente 2 mm de
didmetro, sdo  circulares,  acinzentadas,
convexas, brilhantes e macias (Burgess, 1982).
B. ovis é uma bactéria produtora de catalase,
mas que ndo produz oxidase e urease (Libal e
Kirkbride, 1983) e que utiliza como substrato
alanina, asparagina e acido glutdmico. B. ovis
apresenta LPS incompleto, e por essa razdo a
morfologia de colénia é rugosa estavel,
diferindo de espécies naturalmente lisas como
B. abortus e B. melitensis (Alton et al., 1975).

A principal manifestacdo clinica da infec¢éo por
B. ovis em carneiros € epididimite, e por esta
razdo, a doenca é também conhecida como
epididimite contagiosa ovina (Burgess, 1982).

Esta denominacdo é inadequada por que apesar
de B. ovis ser a principal causa de epididimite
em carneiros com mais de 18 meses de idade
(Walker et al., 1986), a epididimite também
pode ser causada por outros agentes bacterianos,
como Actinobacillus  seminis, Histophilus
somni, Salmonella enterica, Corynebacterium
pseudotuberculosis e Trueperella pyogenes
(Carvalho Junior et al., 2010). B. ovis é 0 agente
mais isolado de carneiros adultos com
alteracbes patolégicas de epididimo, ja em
carneiros jovens, 0s mais frequentes sdo
Histophilus somni, Actinobacillus seminis e
Trueperella pyogenes (Walker et al., 1986).

B. ovis infecta preferencialmente ovinos
(Burgess, 1982), mas existem relatos de
infeccdo natural de cervideos que coabitavam
com carneiros infectados (Kittelberger e
Reichel, 1998; Ridler, 2001; Ridler e West,
2002). Carneiros selvagens, apds inoculagdo
experimental, apresentaram soroconversao, mas
sem apresentar alteragbes clinicas ou
patologicas (Cerri et al., 2002). Burgess e
colaboradores (1985) inocularam caprinos com
B. ovis que soroconverteram e eliminaram B.
ovis no sémen, sendo essa uma importante
informagdo epidemioldgica, uma vez que é
comum a criagdo de caprinos e ovinos em
associacdo. Dentre os animais de laboratério, o
gerbil (Cuba-Capard e Myers, 1973) e o
camundongo (Jiménez de Bagués et al., 1993;
Monreal et al., 2003; Silva et al 2011) sdo
considerados susceptiveis a infec¢do por B. ovis
e sdo utilizados como modelo experimental in
vivo.

Carneiros infectados por B. ovis eliminam a
bactéria no sémen sendo esta a principal fonte
de infeccdo da doenca. B. ovis pode ser
transmitida através do contato entre mucosas
nasais, retal, prepucial, peniana e vaginal e
secrecBes de carneiros infectados com ovinos
susceptiveis, mantidos no mesmo ambiente
(Burgess, 1982). A transmissdo entre carneiros
pode ocorrer também durante comportamento
homossexual, comum nessa espécie (Hartley et
al., 1955). Fémeas em estro também apresentam
papel importante na transmissao desse agente ao
copular com carneiro infectado que esteja
eliminando B. ovis no sémen e, no mesmo
periodo, copular com macho susceptivel (Plant
et al., 1986). As principais vias utilizadas para
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infeccdo experimental sdo intraconjuntival
(Biberstein et al., 1964), intraprepucial (Plant et
al., 1986) ou ambas (Galindo et al., 2009;
Xavier et al., 2010; Nozaki et al., 2011; Antunes
etal., 2013).

Biberstein e colaboradores (1964) estudaram,
por meio de isolamento bacteriano a partir de
orgaos em diferentes tempos pds-infeccdo, a
cinética da infeccdo por B. ovis em carneiros
inoculados por via intraconjuntival. Em
principio, o agente provoca infeccdo local na
mucosa exposta, por aproximadamente 30 dias,
a partir de quando acomete os linfonodos
regionais. Bacteremia se instala por volta de
dois meses poés-infeccdo, quando a bactéria
atinge o trato genital, baco, rins e figado, e
passa a sobreviver nestes 6rgdos por tempo
indeterminado. Segundo estes autores, a
excrecdo de B. ovis no sémen pode ocorrer por
periodos superiores a Sseis meses em carneiros
inoculados via intraconjuntival. Ludford (1972)
também demonstrou a presenga do agente no
sémen de ovinos experimentalmente infectados,
sendo a B. ovis ocasionalmente isolada de sitios
sisttmicos de infeccdo como pulmdes e
linfonodos. J& Xavier e colaboradores (2010),
apos inoculacdo experimental de carneiros via
intraprepucial e intraconjuntival
simultaneamente, demonstraram, através de
isolamento bacteriano e PCR, que ocorre
eliminacdo de B. ovis na urina a partir de 30
dias, e no sémen, a partir de 45 dias pos-
infeccdo, sendo tal eliminacdo intermitente.
Esses mesmos autores demonstraram pelo teste
de FC que todos os carneiros infectados
soroconverteram aos 30 dias de infeccdo. Aos
180 dias pés-infeccdo, a presenca da bactéria foi
demonstrada em diversos tecidos incluindo
vesicula seminal, cauda, cabe¢a e corpo do
epididimo, glande, preplcio, testiculo,
linfonodo iliaco interno e bexiga, através de
isolamento e PCR (Xavier et al., 2010).

Durante o exame clinico de carneiros infectados
com B. ovis, as alteragBes mais observadas sdo
assimetria da bolsa escrotal por mudanca de
conformacdo e volume dos testiculos e
epididimos, aumento de volume da cauda do
epididimo que pode ocupar até 50% do volume
escrotal, podendo ser uni ou bilateral. Os
testiculos podem apresentar bilateral ou
unilateralmente consisténcia macia a flacida ou

consisténcia firme associada a diminuicdo de
volume em até 50% e o contralateral se
apresentar com dimensdes e consisténcia dentro
da normalidade (Buckrell et al., 1985).

Subfertilidade é a principal consequéncia da
epididimite ovina causada por B. ovis (Buckrell
et al., 1985), pois essa infeccdo resulta em
alteracbes androldgicas importantes como
reducdo da qualidade seminal por diminuicdo da
concentracdo, volume e motilidade espermatica
e aumento de patologias espermaticas como
cabeca isolada e defeito de peca intermediéria
(Buckrell et al., 1985; Carvalho Junior et al.,
2012). Leucocitos podem ser visualizados no
ejaculado, indicando infeccdo no trato genital
(Buckrell et al., 1985; Carvalho Junior et al.,
2012). O aspirado do epididimo, apesar de ser
composto predominantemente por
espermatozoéides, pode conter neutréfilos e
linfocitos (Buckrell et al., 1985).

As alteracdes reprodutivas associadas a infeccao
por B. ovis sdo importantes causas de descarte
de reprodutores, inclusive com perda de animais
de alto valor zootécnico (Robles, 2008). Além
disso, em alguns casos, carneiros assintomaticos
e soronegativos podem eliminar B. ovis no
sémen, sendo fonte de infeccdo para o rebanho
(Nozaki et al., 2011). Carneiros infectados por
B. ovis apresentam alteracdes patologicas
restritas ao trato reprodutor, sendo as alteracdes
mais relevantes observadas nos epididimos
(Buckrell et al., 1985). Na fase aguda da
infeccdo, um ou ambos os epididimos
apresentam aumento de volume da cauda, por
vezes com areas focais de aderéncia fibrinosa
entre as faces visceral e parietal da tunica
vaginal. Também pode-se observar que um ou
ambos o0s testiculos podem estar fl&cidos,
caracterizando degeneracdo testicular (Buckrell
et al., 1985; Carvalho Junior et al., 2012).

Na fase cronica, uma ou ambas as caudas dos
epididimos apresentam aumento de volume
nodular, que podem corresponder a granulomas
espermaticos, que ao corte evidenciam areas de
fibrose com  superficie de  coloracdo
esbranquicada devido proliferacdo de tecido
conjuntivo  com  formagdes  cavitérias
delimitadas por tecido conjuntivo denso
organizado, e preenchidas por exsudato caseoso
(Carvalho Junior et al., 2012). Observam-se,
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ainda, pontos de aderéncia fibrosa entre as faces
visceral e parietal da tunica vaginal ou entre a
face visceral da tGnica vaginal do epididimo e o
testiculo ipsilateral. Um ou os dois testiculos
podem estar diminuidos de volume e de
consisténcia firme (Buckrell et al., 1985;
Searson, 1987). Importante salientar que as
alteracGes testiculares sdo secundarias a
inflamacdo no epididimo ipsilateral, que
compromete a termorregulacdo testicular
(Buckrell et al., 1985).

Histologicamente, observa-se inicialmente no
epididimo afetado edema perivascular e
infiltrado  inflamatério de linfdcitos e
plasmdcitos especialmente ao redor de vasos
sanguineos. Com a evolugdo do processo
infeccioso, observa-se infiltrado de linfdcitos e
neutrofilos e fibrose intersticial. Os ductos da
cauda do epididimo apresentam degeneragdo
epitelial, formag&o de cistos intra-epiteliais e no
limen, além de espermatozéides, neutréfilos,
linfocitos e células epiteliais descamadas
(Buckrell et al., 1985). Por vezes, ocorre ruptura
do ducto epididimario e consequente
extravazamento de espermatozdides para o
intersticio que resulta na formagcdo de
granuloma espermaético (Carvalho Janior et al.,
2012). Os granulomas espermaticos sdo
compostos por aglomerados de
espermatozoides, delimitados por linfécitos,
macrofagos epitelidides e células gigantes
multinucleadas e, mais externamente, por tecido
conjuntivo fibroso denso (Buckrell et al., 1985;
Foster et al., 1987). O intersticio da cabeca e
corpo do epididimo pode apresentar infiltrado
inflamatorio  discreto a moderado  de
plasmacitos e neutréfilos (Buckrell et al., 1985).
Nos testiculos, a alteragdo mais observada € a
diminuicdo da espermatogénese em diferentes
intensidades, resultando em degeneracdo e
hipotrofia testiculares (Searson, 1987).

Frequentemente, carneiros infectados por B.
ovis com lesdo de epididimo apresentam
inflamacdo em  glandulas  reprodutivas
acessorias, particularmente nas  vesiculas
seminais e ampolas dos ductos deferentes
(Foster et al., 1987; Searson, 1987, Carvalho
Junior et al., 2012). No limen e no intersticio de
vesiculas seminais e ampolas, pode-se observar
acumulo discreto a moderado de plasmocitos,
macrdfagos, linfdcitos e neutréfilos (Buckrell et

al., 1985; Foster et al., 1987, Carvalho Janior et
al., 2012).

Galindo e colaboradores (2009) demonstraram
que carneiros infectados por B. ovis apresentam
aumento da expressdo de genes pro-
inflamatorios em leucocitos. Em estudo recente,
Antunes e colaboradores (2013) observaram
que, durante a fase aguda da doenca, até 30 dias
pos-infeccdo, tecidos do trato reprodutor, em
especial epididimos, testiculos, glandulas bulbo-
uretrais e ampolas, aumentam a expressao
génica de citocinas, como IL-1a ¢ B, IL-6, IL-
12, TNF-a e INF-y. No entanto, durante a fase
cronica, entre os dias 120 e 240 pds-infeccao,
ocorre diminuicdo da expressdo dessas citocinas
até niveis basais nos érgdos reprodutores, com
exce¢do de epididimo e glandulas bulbo-
uretrais, nos quais ocorre diminuicdo de
expressdo, mas esta permanece acima do
normal. Sugere-se que 0s baixos niveis de
citocinas pro-inflamatérias na fase cronica,
permitem a persisténcia da infec¢do nos tecidos
do trato reprodutor e consequentemente
desenvolvimento da doenca cronica. Isso pode
indicar a existéncia de um mecanismo de evasao
da resposta imunoldgica (Antunes et al., 2013).

Ovelhas ndo gestantes infectadas por B. ovis
podem apresentar vaginite e endometrite. Ja em
ovelhas gestantes, a infeccdo pode resultar em
placentite, mais intensa em areas
intercotiledonarias, caracterizada pelo acumulo
de exsudato fibrinoso e edema das membranas
placentarias  (Libal e Kirkbride, 1983).
Histologicamente, observa-se edema e infiltrado
inflamatério composto predominantemente por
neutrdfilos, caracterizando placentite purulenta
multifocal aguda, além de cocobacilos pequenos
livres e no citoplasma de trofoblastos, e areas
focais de necrose (Molello et al., 1963; Libal e
Kirkbride, 1983), podendo ocorrer aborto no
terco final da gestacdo (Libal e Kirkbride,
1983). No feto, macroscopicamente, pode-se
observar peritonite fibrinosa. Enquanto que,
microscopicamente, observa-se pneumonia e
bronquiolite  purulentas focais (Libal e
Kirkbride, 1983) e hepatite periportal purulenta
discreta (Osburn e Kennedy, 1966; Osburn,
1968). Geralmente nestes casos, o0s fetos
apresentam altos titulos de anticorpos anti-B.
ovis (Osburn e Kennedy, 1966).
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2.3. Epidemiologia da infeccao por Brucella
ovis

A epididimite por B. ovis é a causa mais
importante de doenca reprodutiva infecciosa em
ovinos (Burgess et al., 1982). A brucelose ovina
causada por B. ovis apresenta distribuicdo
mundial em areas nas quais a ovinocultura
apresenta importancia econdmica, como por
exemplo: Nova Zelandia (Buddle, 1956),
Australia (Buddle, 1956; Cox et al., 1977),
Brasil (Ramos et al., 1966; Costa et al., 2012),
Estados Unidos da América (Libal e Kirkbride,
1983); Canada (Buckrell et al., 1985; Niilo et
al., 1986), Argentina (Robles et al., 1998; Lopez
et al., 2006), Espanha (Ficapal et al., 1998),
México (Narez et al., 1999), Eslovaquia
(Kovéacova et al., 2007), Croacia (Spicic et al.,
2010) e Franga (Praud et al., 2012).

O Brasil é considerado pais livre de brucelose
em pequenos ruminantes causada pela B.
melitensis, no entanto, a infec¢do pela B. ovis ja
foi descrita em diversos estados brasileiros
(Santiago et al., 2012). A infeccdo foi descrita
pela primeira vez no Rio Grande do Sul (Ramos
et al., 1966; Blobel et al., 1972; Magalhdes Neto
e Gil-Turnes, 1996) e posteriormente no
Maranhdo (Chaves et al., 2002), Pernambuco
(Coleto et al., 2003), Rio Grande do Norte
(Silva et al., 2003; Azevedo et al., 2004), Séo
Paulo (Nozaki et al., 2004; Rizzo et al., 2009),
Minas Gerais (Marques, 2006), Paraiba

(Clementino et al., 2007; Alves et al., 2010;
Lima et al., 2012), Parana (Cunha Filho et al.,
2007), Alagoas (Pinheiro Janior et al., 2009),
Bahia (Silva et al., 2009; Souza et al., 2011),
Ceara (Batista et al., 2011), Mato Grosso do Sul
(Juliano et al., 2011) e Piaui (Costa et al., 2012).

Com base na literatura disponivel, a prevaléncia
estimada da infeccdo por B. ovis em ovinos em
diferentes estados do pais esta ilustrada na
Figura 1. Claramente observa-se que o estudo
da prevaléncia da doenca concentra-se na regido
Nordeste, que possui mais de 50% do efetivo do
rebanho ovino no Brasil (Simplicio, 2011).
Devido a sua importancia econémica, a infeccdo
por B. ovis é contemplada pelo Programa
Nacional de Sanidade de Caprinos e Ovinos
(PNSCO) do Ministério da Agricultura,
Pecuéria e Abastecimento do Governo Federal
Brasileiro. A maioria de estudos de prevaléncia
no Brasil utiliza o IDGA como Unico teste
diagndstico (Coleto et al., 2003; Silva et al.,
2003; Azevedo et al., 2004; Cunha Filho et al.,
2007; Pinheiro Junior et al., 2009; Rizzo et al.,
2009; Chiebao e Thomazella, 2011; Juliano et
al.,, 2011; Souza et al., 2011). Contudo, a
sensibilidade deste teste ¢é variavel e,
frequentemente animais que eliminam a B. ovis
no sémen sdo negativos a IDGA (Nozaki et al.,
2011; Xavier et al., 2011). Desta forma,
provavelmente, a real prevaléncia dessa doenca
no Brasil é superior a0 mostrado na Figura 1.
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Prevaléncia:
@ > 30%

© entre 20 ¢ 10%

O entre 10 e 5%

Q < 5%

© Sem informagdo disponivel

Figura 1: Prevaléncia da infeccdo por Brucella ovis por regides de estados da Federacdo, no periodo entre
1966 e 2012. Fontes: Maranhdo (Chaves et al., 2002), Piaui (Costa et al., 2012), Ceara (Batista et al.,
2011), Rio Grande do Norte (Silva et al., 2003; Azevedo et al., 2004), Paraiba (Clementino et al., 2007;
Alves et al., 2010; Lima et al., 2012), Pernambuco (Coleto et al., 2003), Alagoas (Pinheiro Janior et al.,
2009), Bahia (Silva et al., 2009; Souza et al., 2011), Minas Gerais (Marques, 2006), Mato Grosso do Sul
(Juliano et al., 2011), Sao Paulo (Nozaki et al., 2004; Rizzo et al., 2009), Parand (Cunha Filho et al.,
2007) e Rio Grande do Sul (Ramos et al., 1966; Blobel et al., 1972; Magalhdes Neto e Gil-Turnes, 1996).

2.4. Marcadores sorolégicos da infeccéo por
Brucella ovis

Durante o curso da infeccdo por B. ovis,
anticorpos sdo produzidos especialmente contra
0 LPS rugoso e uma gama de proteinas. Assim,
0 LPS rugoso (Afzal et al., 1983; Chin, 1983;
Riezu-Boj et al., 1986; Estein et al., 2002),
proteinas (Gamazo et al., 1989; Kittelberger et
al., 1995) e até a bactéria inteira (Chin, 1983)
tém sido usados como antigenos em testes
sorolédgicos. Algumas proteinas sdo altamente

antigénicas, como uma proteina de membrana
externa (OMP, outer membrane protein) de 29
kDa, imunodominante que permite a
identificacdo de anticorpos em 100% dos
animais infectados e em nenhum animal sadio
por meio de Western blot (Kittelberger et al.,
1995). Dentre os marcadores testados, estdo
ainda antigenos sollveis (Estein et al., 2002),
fracOes proteicas superficiais, como OMPs, e
proteinas citosdlicas, obtidos por aquecimento e
posterior centrifugacdo de suspensdes salinas de
B. ovis (Riezu-Boj et al., 1986; Estein et al.,
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2002) e antigenos citosollveis obtidos por
cromatografia liquida fracionada (Chin e Pang-
Turner, 1990). As OMPs, também denominadas
proteinas de superficie, sdo proteinas que
compdem a membrana externa de bactérias
como a B. ovis e algumas séo reconhecidamente
antigénicas, como OMP31 (Vizcaino et al.,
2001; Martin-Martin et al., 2009) e OMP25
(Caro-Hernandez et al., 2007; Martin-Martin et
al., 2009), sendo utilizadas como marcadores
soroldgicos de infeccdo (Caro-Hernandez et al.,
2007; Vizcaino et al., 2001; Martin-Martin et
al., 2009). Comparando a eficiéncia antigénica
de diferentes marcadores soroldgicos da
infecgdo por B. ovis, 0s mais eficientes sdo as
proteinas, como OMPs e proteinas citosélicas
(Estein et al., 2002), e antigenos de suspensdes
salinas de B. ovis (Riezu-Boj et al., 1986; Marin
et al., 1989). Antigenos das espécies rugosas de
Brucella, B. canis e B. ovis, apresentam reacéo
cruzada em diagnostico soroldgico, e por essa
razdo, o antigeno de B. canis pode ser usado
para o diagndstico de infeccdo por B. ovis
(Alton et al., 1975; Nielsen, 2002; Lo6pez et al.,
2006).

A forma de extracdo e o tipo do antigeno
utilizado como marcador soroldgico da infeccdo
por B. ovis sdo determinantes na eficiéncia dos
testes soroldgicos (Chin, 1983; Marin et al.,
1989). A forma de extragcdo mais utilizada para
produzir antigenos a serem usados em ensaios
de IDGA e de FC é conhecida como extragdo
por salina quente (Marin et al., 1989; Ficapal et
al., 1998; Coleto et al., 2003; Azevedo et al.,
2004; Chiebao e Thomazella, 2011; Xavier et
al., 2011). Nesta técnica, o antigeno é obtido
através de suspensdo salina de células
bacterianas, aguecimento e posterior
centrifugacéo e liofilizagdo. Antigenos soliveis
também podem ser obtidos pela extragdo por
salina fria, que utiliza células desidratadas pela
acetona e solucdo de cloreto de sddio. O LPS
rugoso da B. ovis pode ser extraido apos a
ressuspensdo de células bacterianas desidratadas
em solugdo de fenol, cloroférmio e éter de
petroleo, com posterior liofilizacdo (Marin et
al., 1989).

No entanto, seja qual for a técnica utilizada para
extracdo de antigeno a partir da bactéria inteira,
0 antigeno final serd composto por proteinas
diversas e carboidratos (Chin e Turner, 1990), o

que pode comprometer sua eficiéncia
antigénica. Uma opcdo é utilizar técnicas de
DNA recombinante para produgdo in vitro de
proteinas recombinantes usadas em testes
diagnosticos, em especial ensaios de ELISA
(Cloeckaert et al., 2001; Tiwari et al., 2011). A
vantagem desta técnica é permitir testar a
antigenicidade especifica de proteinas recém-
identificadas (Cloeckaert et al., 1996; Letesson
et al., 1997; Vizcaino et al., 2001; Qiu et al.,
2012) ou regides imunodominantes de proteinas
sabidamente antigénicas produzidas durante o
curso da infec¢do (Tiwari et al., 2011).

A proteina periplasmética BP26 é identificada
como marcador sorolégico de infeccdo por B.
melitensis em humanos (Lindler et al., 1996;
Liang et al., 2010), ovinos (Cloeckaert et al.,
1996; Seco-Mediavilla et al., 2003) e caprinos
(Gupta et al., 2010; Liang et al., 2010); por B.
abortus em bovinos (Rossetti et al., 1996;
Connolly et al., 2006) e B. ovis em ovinos
(Zygmunt et al., 2002; Seco-Mediavilla et al.,
2003). Desta forma, a BP26 é sabidamente
imunodominante em bovinos, ovinos, caprinos e
humanos (Cloeckaert et al., 1996; Debbarh et
al., 1996; Lindler et al., 1996). Alem disso, uma
regido imunodominante recombinante da BP26
foi eficiente em identificar bovinos infectados
por B. abortus (Tiwari et al., 2011). Apesar do
gene bp26 ser conservado entre as espécies
classicas de Brucella (Seco-Mediavilla et al.,
2003; Liang et al., 2010), Cloeckaert e
colaboradores (2000) demonstraram que 0
pleomorfismo do gene bp26 permite a distin¢éo
entre amostras de Brucella spp. isoladas de
animais marinhos e de cepas terrestres. Outro
fato interessante é que a amostra vacinal Rev.1
de B. melitensis mutante para bp26 é eficiente
na prevengdo da infeccdo por B. ovis em
camundongos (Cloeckaert et al., 2004) e ovinos
(Grill6 et al, 2009). Escherichia coli
expressando BP26 também é eficiente na
prevencdo de infeccdo por B. melitensis em
camundongos (Gupta et al., 2012), e ainda,
vesiculas de membrana externa de B. melitensis
contendo proteinas, inclusive BP26, protegem
camundongos da infeccdo por este agente
(Avila-Calderon et al., 2012).

A proteina VirB12 é um dos componentes do
sistema de secrecdo tipo 1V, principal fator de
viruléncia de Brucella spp., codificado pelo
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operon virB, composto por 12 genes e
conservado no genoma do género Brucella
(Boschiroli et al., 2002). O virB12 é um dos
genes que compoem O operon VirB e
sabidamente é expresso durante a infecgdo, mas
a proteina VirB12 ndo é essencial ao sistema de
secrecdo tipo IV (Sun et al., 2005), sendo
dispensavel a partir de quatro semanas para a
persisténcia da infeccdo por B. abortus, B.
melitensis e B. suis em camundongos, ou seja, a
VirB12 ndo é essencial para a persisténcia da
infeccdo por estas espécies de Brucella
patogénicas em seres humanos e camundongos.
No entanto, a VirB12 é um marcador soroldgico
de infecco por B. abortus em bovinos e da
infecgdo por B. melitensis em caprinos (Rolan et
al., 2008). Em camundongos a VirB12 também
é capaz de sinalizar a infecgdo por B. abortus
(Rolan et al., 2008). No entanto, até 0 momento,
a VirB12 ndo foi testada como marcador
sorolégico da infeccdo por B. ovis em ovinos.

A proteina hemaglutinina putativa ou BoP59 é
exclusiva da B. ovis e por essa razdo foi
escolhida para estudo como potencial marcador
soroldgico que poderia permitir o diagnostico
especifico da infeccdo por B. ovis. A BoP59 é
expressa pelo gene hmg (BOV_A0512)
localizado no cromossomo |1 de B. ovis (nUmero
de acesso no GenBank NC_009504). BoP59r é
composta por 580 aminoacidos e uma cauda de
seis histidinas; sua massa molecular é igual a
59,66 kDa, segundo o programa disponivel em:
www.bioinformatics.org/sms/prot_mw.html.
Até 0 momento, a antigenicidade desta proteina
ndo foi testada.

2.5. Diagnostico da infecgdo por Brucella ovis

O diagnostico da infeccdo por B. ovis pode ser
realizado através da associacdo de exames
clinicos, métodos diretos, capazes de identificar
0 agente (isolamento) ou seu DNA (PCR), e
métodos indiretos, como o0s testes soroldgicos.
O sucesso no diagnéstico estd diretamente
relacionado a qualidade da amostra bioldgica a
ser testada e ao teste empregado (Mol et al.,
2012).

O diagndstico clinico da epididimite por B. ovis
em carneiros é baseada em exame androlégico
que pode incluir palpacdo escrotal, de testiculos
e epididimos e avaliacdo citologica de sémen. A

avaliacdo do sémen fresco permite andlise
morfolégica e funcional de espermatozoides.
Esfregaco de sémen corado pela técnica de
Gram ou Ziehl-Neelsen modificado pode
evidenciar a presenca de células inflamatorias e
de pequenos cocobacilos, o que sugere infec¢do
por B. ovis. A avaliagdo androlégica permite a
deteccdo  de  alteracbes  macroscopicas
associadas a diminuicdo da fertilidade, e
microscopicas, que podem indicar alto indice de
patologia espermatica ou processo inflamatério
e infeccioso (Robles, 2008). O exame clinico
apresenta baixo custo, facil execugdo em
condicBes de campo, mas, no entanto, a
palpacdo escrotal € ineficiente em identificar
infeccOes cronicas ndo associadas a lesdo
macroscopica e ndo permite diferenciar
epididimite causada por outros agentes
infecciosos (Webb et al., 1980). Células
inflamatorias em esfregacos de sémen sdo
também observadas em casos de epididimite por
diferentes patdgenos (Burgess, 1982).

Sémen é a amostra de escolha para diagndéstico
direto de infeccdo por B. ovis, seja pelo
isolamento bacteriano ou pela PCR (Materola et
al. 2003, Xavier et al., 2010). Adicionalmente,
urina e lavado prepucial podem ser utilizados
como amostras alternativas para deteccdo direta
do agente (Xavier et al., 2010). Contudo, a
eliminacdo do agente seja no sémen ou na urina
e sua recuperacdo em lavado prepucial tem se
mostrado intermitente ao longo do curso da
infeccdo. Tecidos do trato reprodutor obtidos
apés castragdo ou em abatedouro, como
epididimo e vesicula seminal, podem auxiliar no
diagnostico definitivo da infec¢do (Xavier et al.,
2010). A coleta de amostra para isolamento de
B. ovis deve ser feita de forma asséptica e com
material esterilizado. As amostras devem ser
imediatamente refrigeradas e enviadas ao
laboratério em um prazo de 12 horas (Robles,
2008). O sucesso no isolamento depende ainda
do ndmero de bactérias vidveis na amostra
clinica, armazenamento adequado e rapido
envio das amostras clinicas ao laboratério (Mol
et al., 2012). Para realizacdo da PCR, por sua
vez, ndo € necessario que O microrganismo
esteja vidvel (Xavier et al., 2010).

O isolamento de B. ovis é considerado o método
para diagnostico definitivo (Alton et al., 1975;
Robles, 2008), e em carneiros pode ser realizado
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a partir de cultivo bacteriano de sémen (Robles,
2008), urina, lavado prepucial (Xavier et al.,
2010) e amostras de tecido, principalmente, de
cauda do epididimo e wvesiculas seminais
(Searson, 1986; Xavier et al., 2010). A
identificacdo da bactéria no sémen é o
diagndstico definitivo, no entanto, um resultado
negativo nao é conclusivo, pois a eliminagdo do
agente é intermitente e alguns carneiros
infectados ndo eliminam B. ovis no sémen
durante o curso da infec¢do (Burguess, 1982).
Além disso, o isolamento é um processo
laborioso, demorado e requer bactéria vidvel na
amostra (Bricker, 2002). Em casos de aborto em
ovelhas, devem ser coletadas para isolamento
amostras de placenta, anexos placentarios,
pulmdo e conteldo do abomaso de feto
abortado. Em casos de aborto no terco final de
gestacdo deve-se fazer diagnostico diferencial
com outras espécies de Brucella, Chlamydia
spp., Trueperella pyogenes, Listeria
monocytogenes e Campylobacter spp. (Libal e
Kirkbride, 1983).

Amostras biol6gicas coletadas para cultivo
bacteriano devem ser coletadas de forma mais
asséptica possivel, pois o crescimento de outros
microrganismos pode inibir o crescimento da B.
ovis. Para crescimento 6timo de B. ovis é
recomendado cultivo em meio solido a base de
GC (&gar chocolate), hemoglobina, suplemento
antibiético VCN (vancomicina, colistina e
nistatina) e antibiético nitrofurantoina que
diminuem o crescimento de contaminantes
(Brown et al., 1971; Alton et al., 1975).

Diferentes tipos de PCRs tém sido
desenvolvidos, como a PCR que identifica
microrganismos do género Brucella (Manterola
et al., 2003), a PCR especifica para B. ovis
(Xavier et al., 2010) e a PCR nested espécie-
especifica com elevada sensibilidade para
diagnostico da infecgdo por B. ovis em carneiros
(Costa et al., 2013). Técnicas de PCR multiplex,
como AMOS (Bricker and Halling, 1994) e
Bruce-Ladder (Kang et al., 2011), sdo capazes
de identificar e diferenciar espécies e biotipos
de Brucella spp., inclusive B. ovis. Existe ainda
a PCR HOOF-Prints baseada em VNTR

(variable number tandem repeats) que é capaz
de distinguir as espécies e biovariedades de
Brucella (Bricker et al., 2003; Bricker e Ewald,
2005). Outra opcéo diagndstica é a PCR-RFLP,
baseada na identificacdo do polimorfismo de
genes que codificam OMPs de Brucella spp.
(Cloeckaert et al., 1995; Vizcaino et al., 1997).
Além das PCR convencionais, pesquisadores
desenvolveram PCR genérica em tempo real,
que é um método mais rapido, além de ser
quantitativo (Winchell et al., 2010).

Métodos indiretos, como testes sorolégicos, sao
capazes de identificar anticorpos anti-B. ovis no
soro de animais infectados. Para isso, amostras
de sangue devem ser coletadas com cautela,
para evitar hemoélise, e, imediatamente apos a
coleta, o soro deve ser separado, aliquotado,
congelado e enviado ao laboratério (Robles,
2008). Entretanto, sabe-se que animais que
eliminam B. ovis no sémen ou urina podem ser
soronegativos em testes soroldgicos rotineiros
(Nozaki et al., 2011). Em ovinos
experimentalmente infectados com B. ovis, a
soroconversao ocorre a partir de 15 dias pés-
infecclo (Xavier et al., 2010) e observa-se uma
diminuiglo progressiva do titulo de anticorpos
anti-B. ovis durante o curso da doenca até se
tornarem soronegativos a partir da 342 semana
poés-infeccdo (Nozaki et al., 2011). Tal fato é
preocupante uma vez que a brucelose ovina por
B. ovis é uma doenca tipicamente cronica. O
controle e erradicacdo da brucelose por B. ovis
depende da eficiéncia dos testes diagndsticos
em identificar corretamente os infectados, para
que ndo disseminem o agente, € 0s hdo
infectados, para evitar descarte desnecessario de
ovinos (West e Bruce, 1991).

Os testes sorol6gicos sdo os mais utilizados
mundialmente para o diagnostico da infeccdo
por B. ovis (Burgess, 1982). A técnica de IDGA
foi desenvolvida por Myers e Siniuk (1970) e
desde entdo é um dos métodos diagndsticos
mais utilizados. A sensibilidade da IDGA é
variavel, podendo apresentar valores entre 50%
(Xavier et al., 2011) e 100% (Cerri et al., 2000).
Ja a especificidade da IDGA ¢ considerada alta,
variando entre 96,6% (Estein et al., 2002) e
100% (Worthington et al., 1984; Marin et al.,
1989; Nufez-Torres et al., 1998; Cerri et al.,
2000; Xavier et al., 2011). O fator determinante
para sensibilidade e especificidade apresentada
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pela IDGA é o antigeno utilizado (Myers et al.,
1972; Nufiez-Torres et al., 1998). Ensaios de
IDGA sdo de facil execucdo, praticos, de baixo
custo e podem ser realizados a campo. A
principal desvantagem da IDGA é o alto nimero
de falso-negativos (Nozaki et al., 2011; Xavier
et al., 2011). Segundo a literatura consultada, a
IDGA pode apresentar sensibilidade semelhante
(Myers et al., 1972; Myers, 1973; Jones et al.,
1975) ou menor que a FC (Worthington et al.,
1984), no entanto, pode ser mais eficiente no
diagndstico sorolégico dessa infeccdo (Marin et
al., 1989; Hilbink et al., 1993; Xavier et al.,
2011). Esta  variagdo  de  resultados
possivelmente estd relacionada a fase da
infeccdo em que a amostra é coletada (Xavier et
al., 2011).

A técnica de FC para diagnostico da infeccéo
por B. ovis foi descrita inicialmente por Clapp
(1955), e desde entdo tem sido utilizada
mundialmente inclusive em programas de
erradicacdo da brucelose ovina por B. ovis, em
funcdo de sua eficiéncia diagndstica (Burgess,
1982; West e Bruce, 1991). Adicionalmente, FC
é o teste aceito para diagndstico de infeccdo de
B. ovis para o transito internacional de ovinos
pela OIE (Organizacdo Mundial de Saude
Animal) (Kovacovd et al, 2007). A FC
apresenta valores de sensibilidade entre 54,3%
(Rahaley et al., 1983) e 98,7% (Cerri et al.,
2000) e de especificidade entre 98,5% (Rahaley
et al., 1983) e 100% (Marin et al., 1989; Cerri et
al., 2000; Xavier et al., 2011). E um teste de
execucdo complexa, exigindo capacitacdo
técnica, além da ocorréncia do fenbmeno de

prozona, que esta associado a resultados falso-
negativos (Searson, 1982; Rahaley et al., 1983;
Ris et al., 1984). A FC necessita de inativacéo
do soro pelo calor, apresenta incompatibilidade
com soro hemolisado ou anticomplementar,
apresentando  diminuicdo da sensibilidade
(Searson, 1982; Rahaley et al., 1983; Ris et al.,
1984; Spencer e Burgess, 1984) e alto indice de
falso-negativo em soros de ovinos com infeccéo
cronica (West e Bruere, 1993, Xavier et al.,
2011). Adicionalmente, ovinos que possuem
anticorpos anti-Actinobacillus seminis podem
apresentar resultado falso-positivo para B. ovis
no teste de FC (Rahaley et al., 1983).

O primeiro ELISAI para diagndstico da infecgdo
por B. ovis foi desenvolvido por Chin (1983)
que testou como antigeno B. ovis inteira, LPS e
componentes do complexo de membrana
externa de B. ovis. A maior sensibilidade foi
obtida com a bactéria inteira. Desde entdo
diferentes antigenos e protocolos tém sido
testados (Chin, 1983; Rahaley et al., 1983;
Afzal et al., 1984; Ris et al., 1984; Worthington
et al., 1984; Lee et al., 1985; Cho e Niilo, 1987;
Marin et al., 1989; Nufiez-Torres et al., 1997;
Vigliocco et al., 1997; Cerri et al., 2000; Estein
et al., 2002; Zygmunt et al., 2002; Gall et al.,
2003; Nielsen et al., 2007; Praud et al., 2012) e
os resultados obtidos indicaram que o ELISAI é
um teste sensivel, mas que sua eficiéncia esta
diretamente relacionada ao antigeno utilizado
(Chin, 1983; Rahaley et al., 1983). As
informacGes sobre os principais ELISAI
testados para diagnostico da infecgdo por B. ovis
em ovinos estdo sumarizadas na Tabela 1.
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Tabela 1: Sensibilidade e especificidade de ELISAI desenvolvidos para diagnostico de Brucella ovis.

ELISAI
Antigeno Sensibilidade Especificidade Teste usado para
(%) (S) (%) (E) comparacgdo Referéncia
100,0 100,0 FC! Risetal., 1984
FC (S=96,3% e E=
99,3%) Worthington et al.,
972 98,6 IDGA (S=91,7% ¢ E= 1984
100%)
FC (S=92,7% e E=
100%) .
) 97,6 100,0 IDGA (S= 96,4% e Marin et al., 1989
Antigenos E= 100%)
extraidos pela A
técnica de 97,0 84,0 Isolamento bacteriano® Nafez Igg;s etal.,
sa"”(""H%‘;e”te IDGA (S=100% e
E=100%)
100,0 100,0 FC (S=98,7% e E=100%) Cerri et al., 2000
WB (5=97,4% e
E=100%)
IDGA (S=88,9% ¢ .
96,2 96,6 E=71,3%) Estein et al., 2002
FC (S=86% e E= Praud et al., 2012
91,7 95,2 98,8%)
100,0 99,4 FC (S=97,5% e E=96%) Cho e Niilo, 1987
Vigliocco et al.
= 0, = 0, 1
B. ovis inteira 96,4 100,0 FC (S=88,9% e E=99,7%) 1997
= 0, =
67.1 100,0 FC(S 54'?/0 )/" €E=985  pihaleyetal, 1983
FC (S=84,2% e E=
94,7 100,0 100%) Afzal et al., 1984
LPS 96,3 99,6 FC! Gall et al., 2003
*LPSc: 98,8 LPSc: 99,8 .
*+PSp: 99,4 LPSp: 938 NR Nielsen et al., 2007
Zygmunt et al.,
BP26 81,8 ND NR 2002

1 valores de sensibilidade e especificidade ndo determinados. ND: ndo determinado. NR: néo realizado.
*LPSc: LPS rugoso comercial; **LPSp: LPS rugoso produzido pelos autores do trabalho.

Tabela 2: ELISAI desenvolvidos com BP26 como antigeno para o diagnostico sorolégico de infecgfes

por Brucella spp.

Brucella spp. Hospedeiro Sensibilidade Especificidade Referéncia
preferencial (%) (%)
B. melitensis Ovino 88,0 a100,0 93,0 Cloeckaert et al., 1996;
Cloeckaert et al., 2001
Caprino 87,5 90,0 Gupta et al., 2010
B. ovis Ovino 81,8 ND Zygmunt et al., 2002
B. abortus Bovino 28,6 a70,3 86,3 a 100,0 Connolly et al., 2006; Tiwari et
al., 2011
B. suis Suino 50,0 85,1 McGiven et al., 2012

ND: ndo determinado
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Na Tabela 2 estdo sumarizadas as informacfes
de diferentes ELISAI utilizando BP26 como
antigeno que foram desenvolvidos para
diagndstico soroldgico da infecgdo por B.
melitensis em ovinos (Cloeckaert et al., 1996,
Cloeckaert et al., 2001) e em caprinos (Gupta et
al., 2010); por B. abortus em bovinos (Connolly
et al., 2006; Tiwari et al., 2011); por B. suis em
suinos (McGiven et al., 2012) e da infeccdo por
B. ovis em ovinos (Zygmunt et al., 2002)
(Tabela 2).

O ELISAI para diagnostico da infeccéo por B.
ovis apresenta melhor sensibilidade e
especificidade que FC e IDGA (Rahaley et al.,
1983; Ris et al., 1984; Spencer e Burgess, 1984;
Lee et al.,, 1985). O teste de ELISAI tem as
vantagens de apresentar a leitura objetiva dos
resultados  por  espectrofotometria, ser
econdmico por utilizar pequenas quantidades de
reagentes e soro, ser parcialmente automatizado
e ser capaz de avaliar um grande ndmero de
amostras simultaneamente (Robles, 2008). A
desvantagem do ELISAI esta relacionada a falta
de padronizacdo dos testes (Rahaley et al.,
1983). A sensibilidade do ELISAI para B. ovis
pode variar entre 67,1% (Rahaley et al., 1983) e
100% (Ris et al., 1984; Cho e Niilo, 1987; Cerri
et al., 2000) e a especificidade entre 84%
(N0fiez-Torres, 1997) e 100% (Rahaley et al.,
1983; Ris et al., 1984; Martin et al., 1989;
Vigliocco et al.,, 1997; Cerri et al., 2000)
(Tabela 1).

O ELISAI utilizando antigenos extraidos pela
técnica da salina quente mostrou maior
sensibilidade que a IDGA (Worthington et al.,
1984; Marin et al., 1989) e que a FC
(Worthington et al., 1984; Marin et al., 1989;
Cerri et al., 2000; Praud et al., 2012) e menor
especificidade que a IDGA (Worthington et al.,
1984). Riezu-Boj e colaboradores (1986)
compararam a eficiéncia de antigenos extraidos
pela técnica da salina quente e LPS de B. ovis
em ELISAI. Os antigenos extraidos com salina
guente identificaram maior nimero de carneiros
infectados por B. ovis (maior sensibilidade), no
entanto, apresentaram maior frequéncia de
reacdo cruzada (menor especificidade) em soros
de ovinos infectados com B. melitensis.
Pesquisadores demonstraram que ELISAI
usando LPS rugoso como antigeno é mais
sensivel (sensibilidade entre 94,7 e 99,4%) que
a FC (84%) (Afzal et al., 1984) e apresenta

especificidade de 100%, igual a do teste de FC
(Afzal et al., 1984; Marin et al., 1989; Cerri et
al., 2000) e IDGA (Cerri et al., 2000) no
diagnéstico soroldgico da infeccdo por B. ovis
em carneiros. Rahaley e colaboradores (1983)
mostraram que o ELISAI usando como antigeno
a bactéria inteira lisada apresenta maiores
sensibilidade e especificidade que a FC (Tabela
1).

Um ELISAI para o diagnostico da infeccdo por
B. ovis usando como antigeno BP26r ou extrato
de antigenos sollveis de B. ovis Reo 198 foi
desenvolvido por Zygmunt e colaboradores
(2002). Utilizando soro de carneiros com
resultado positivo ao isolamento bacteriano para
B. ovis, 0 ELISAi com BP26r (sensibilidade
81,8%) foi menos eficiente que o extrato de Reo
198 (sensibilidade 100%) no diagndstico da
infeccdo (Zygmunt et al., 2002).

Western blot ¢ uma técnica que pode ser
utilizada como método sorolégico de
imunodiagnostico e que apresenta sensibilidade
entre 97,4% (Cerri et al., 2000) e 98,6%
(Kittelberger e Reichel, 1998) e especificidade
entre 99,1% (Kittelberger e Reichel, 1998) e
100% (Cerri et al., 2000). Contudo, esta técnica
tem sido utilizada apenas como ferramenta de
pesquisa, pois é complexa, onerosa e necessita
de pessoal treinado para sua execucdo. Lindler e
colaboradores (1996) demonstraram que o
Western blot usando BP26 foi eficiente no
diagnostico sorolégico da infeccdo por B.
melitensis em humanos.

OBJETIVOS

Objetivos Gerais

O objetivo desse trabalho foi desenvolver um
teste soroldgico para o diagnostico da infeccdo
por B. ovis em ovinos.

Objetivos especificos

l. Produzir e purificar as proteinas
recombinantes BoP59, BP26 e VirB12;

II.  Avaliar a antigenicidade de BoP59 e
BP26 por Western blot e ELISA
indireto;

1. Padronizar ELISA indireto usando
antigeno  recombinante  frente a
amostras de soro de carneiros positivos
(experimentalmente  infectados) e



negativos testadas a IDGA, isolamento
bacteriano e PCR de amostras de urina;

IV.  Auvaliar o ELISAI padronizado frente a
amostras de soro de ovinos de campo
negativos e positivos a IDGA para B.
ovis.

3. MATERIAL E METODOS

3.1. Expressdo e purificacdo de proteinas
recombinantes

O gene hmg (BOV_A0512) para producdo da
proteina recombinante BoP59 (BoP59r) de B.
ovis foi amplificado por PCR, usando os

iniciadores senso (&) -
CACCATGAATTTGGAAGACAGTGGTGC —
3”) e 0 anti-senso 5’ -
TAGCTCAATGCCGTTGAAGGC - 37,

resultando em um fragmento de 1.808 ph. O
produto de PCR foi clonado no vetor pTrcHis
TOPO®, utilizando o pTrcHis TOPO® TA
Expression Kit (Invitrogen, EUA), contendo
cassete de resisténcia a ampicilina. Apos a
insercdlo do hmg no plasmideo, este foi
sequenciado para confirmacdo da inser¢do do
gene de interesse de forma correta, quanto a
localizacdo e direcdo (Figura 2).

pTrcHis-TOPO

4390 pb Amp (R)

Figura 2. Plasmideo de expressdo pTrcHis-
TOPO usado para expressdo e producdo de
BoP59 recombinante. Amp (R): Cassete que
confere resisténcia a ampicilina. 6 x HIS:
sequéncia para expressao de seis histidinas.

A clonagem para producdo da proteina
recombinante BP26r foi feita utilizando-se o
método de recombinagdo descrita por Davies e
colaboradores (2005). Em resumo, o plasmideo
de clonagem pXT7 (contendo cassete de
resisténcia a canamicina) foi linearizado através
de dupla digestdo com a enzima de restrigdo
BamHlI, e posterior amplificacdo por PCR para
eliminar qualquer residuo de vetor circular. Os
iniciadores  foram  desenhados para a
identificacdo de sequéncias especificas do gene
BMEI0536 localizado no cromossomo | de B.
melitensis (nimero de acesso no GenBank
AE008917.1), que apresenta 100% de
homologia com o bp26 de B. ovis (nimero de
acesso no GenBank AA039775.1), conforme
descrito por Liang e colaboradores (2010).
Esses iniciadores continham, além da sequéncia
especifica para o gene BMEIO536, 33
nucleotideos de extensdo complementares a
extremidades geradas no vetor pXT7 ap6s
linearizagdo (Figura 3). Uma recombinacédo
homologa ocorreu entre o produto de PCR e o
vetor pXT7 em bactérias Escherichia coli BL21
quimicamente competentes. A BP26r gerada foi
composta por 250 aminoacidos, com cauda de
seis histidinas, e massa molecular igual a 26,56
kDa, segundo o programa disponivel em:
www.bioinformatics.org/sms/prot_mw.html.
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(A) DNAmolde
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(C ) TIGTITAARCT T TARGARGGAGATATACCATGGGCCATCATCATCATCATCATCATCATCATCACAGCAGCGGCCATATCGACGACGACGACAAGCATATG
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(B) Promotor T7
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3271 pb

Terminador T7
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»
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CTCGAGGATCCTACCCATACGATGTTCCGGATTACGC T TAAGATCCGGCTGCTAACAARGCCCGARAGGAAGCTGAGTIGGCTGCTGCCACCG

5'-cloning m—

G X TR2 se—

v

IBlp |
CTGAGCA

300

GAGCTCCTAGGATGGGTATGCTACARGGCCTARTGCGARTTCTAGGCCGACGATTGTTTCGGGCTTITCCTTCGACTCARCCGACGACGGTGGCGACTCGT
I
L4

Leu Giu XTF2

— fr— HA —

Tyr Pro Tyr Asp Val Fro Asp Tyr Ala ¢

— 3'-cloning ﬁ

BpuE | BspE |l EcoRV

ATAARCTAGCATARCCCCTTGGGGCCTCTARACGGGTC T TGAGGGGTTTIT TG TGARAGGAGGAACTATATCCGGATATCCCGCARGAGGCCCGGCAGTA

400

TATTGATCGTATTGGGGARCCCCGGAGATTTGCCCAGARCTCCCCARAARACGACTTTCCTCCTTGATATAGGCCTATAGGGCGTTCTCCGGGCCGTCAT

T7 term

Figura 3. Metodologia de clonagem e expressdao do bp26. (A) Clonagem do bp26 a partir de
recombinacdo homologa do produto de PCR e plasmideo linearizado. (B) Plasmideo pXT7 usado para
expressdo e produgdo de BP26 recombinante. Kana (R): Cassete que confere resisténcia a canamicina
para a Escherichia coli BL21. 10 x HIS: sequéncia para expressdo de dez histidinas. (C) Localizagdo do
sitio de restricdo da enzima BamH]I utilizada para linearizar o plasmideo e sequéncias do vetor contidas
nos iniciadores (5’-cloning e 3’-cloning). Modificado de Davies e colaboradores (2005).

Para a producdo da proteina recombinante
VirB12 (VirB12r) de B. ovis foram utilizados o0s
iniciadores  senso  ORF12K2-F (5 -
ACCCGGGATATCGAAATTTTACGC - 3°,
contendo sitio de restricdo da enzima Smal) e o
anti-senso ORF12K2-R (5’ -
AGCATATCCTGCGACATGC - 3°), conforme
descrito por Sun e colaboradores (2005).
Resumidamente, o produto de PCR foi clonado
no vetor pCR2.1-TOPO utilizando o TOPO®
TA Cloning Kit (Invitrogen, EUA), e
posteriormente digerido com as enzimas Smal e
Pstl para insercdo no plasmideo de expresséo,
pDS1 (Roche, EUA) (Figura 4). A VirBl2r

purificada foi usada como controle positivo nos
ensaios de Western blot, sendo composta por
uma cauda de seis histidinas, apresentando uma
massa molecular igual a 19,82 kDa, segundo o
programa disponivel em:
www.bioinformatics.org/sms/prot_mw.html.
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Promotor T7
ATG iniciador
pDSI — 10 x HIS
3583 pb Pstl

Smal

Amp (R) Terminador T7

Figura 4. Plasmideo de expressdo, pDS1, usado
para expressiéo e producdo de VirBl2
recombinante. Amp (R): Cassete que confere
resisténcia a ampicilina para a Escherichia coli
BL21. 10 x HIS: sequéncia para expressdo de
dez histidinas.

Apo6s a construcdo dos trés plasmideos de
expressdo, as respectivas proteinas foram
produzidas e foi realizado Western blot usando
anticorpo anti-his para confirmar a expressdo da
proteina recombinante. O plasmideo de
expressao contendo o inserto foi introduzido em
Escherichia coli BL21 eletrocompetente
(Phoneutria, Brasil) através de eletroporacéo.
Para isso, uma aliquota da suspensdo de E. coli
BL21 foi adicionada a solugdo contendo o0s
plasmideos com os insertos, na proporcao de
6:1. O volume final foi transferido para uma
cubeta estéril de 0,1 cm (BioRad, EUA) e
submetida a um choque de 2,2 KV e 5,4 ms,
utilizando o eletroporador da BioRad (BioRad,
EUA). Posteriormente, 1 mL de caldo Lauria-
Bertani (LB) contendo 1% de triptona, 0,5% de
extrato de levedura, 1% de NaCl, pH 7,0, foi
adicionado a suspensdo contendo E. coli BL21 e
plasmideos com os insertos e transferido para
um tubo de fundo conico de 15 mL e mantido
sob agitacdo (200 rpm) a 37°C por 1 hora. Apds
esse periodo, aliquotas de 100 e 900 pl dessa
suspensdo foram plaqueadas em agar LB (1% de
triptona; 0,5% de extrato de levedura; 1% de
NaCl; 1,3% de agar bacteriolégico) contendo 50
mg/mL de X-Gal (5-bromo 4-cloro 3-indol B-D-
galactopiranosideo, Invitrogen, EUA), 100 mM
de IPTG (isopropil B-D1 tiogalactopiranosideo,
Invitrogen, EUA) e 100 mg/mL de ampicilina
(Phoneutria, Brasil) ou 100 pg /mL de
canamicina (Gibco, EUA), dependendo do
cassete de resisténcia a antibiético que o
plasmideo possuia. O pXi tem cassete de

resisténcia a canamicina, enquanto pET101/D-
TOPO e pSD1 possuem cassete de resisténcia a
ampicilina. As placas foram incubadas a 37°C
por 24 horas. Unidades formadoras de col6nias
(UFC) que apresentaram coloracdo branca
foram novamente plaqueadas, numeradas e
testadas por PCR (Xavier et al., 2010) para
verificar a presenca do inserto.

Uma coldnia de E. coli BL21 transformada
contendo o plasmideo para expressdo da
BoP59r, foi cultivada em LB contendo 100
mg/mL de ampicilina (Phoneutria, Brasil) e 1
mM glicose, sob agitacdo de 200 rpm a 37 °C,
por 12 a 15 horas. Ao final desse periodo, duas
aliquotas dessa cultura foram adicionadas a dois
recipientes diferentes contendo LB na proporg¢éo
de 1:10, 100 mg/mL ampicilina, iniciando assim
duas novas culturas, induzida e ndo induzida. A
cultura induzida foi adicionado IPTG
(Invitrogen, EUA), na concentragdo final de 1
mM. A cultura ndo induzida foi adicionada
glicose, na concentracéo final de 1 mM. Ambas
as culturas foram incubadas sob agitacdo de 200
rpm, a 37 °C por 5 horas. Em seguida, aliquotas
de 45 mL foram centrifugadas a 3.000 x g, a
4°C, por 30 minutos. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento armazenado a -80°C, e
posteriormente utilizado para purificacdo da
BoP59r.

O mesmo procedimento foi utilizado para
expressdao de BP26r e VirB12r. Uma col6nia de
E. coli BL21 transformada, contendo o
plasmideo para expressio da BP26r, foi
cultivada em caldo LB com canamicina (Gibco,
EUA) na concentracdo final de 100 pug/mL, sob
agitacdo de 200 rpm, a 37°C, por 12 a 15 horas.
Apobs esse periodo, uma aliquota dessa cultura
foi adicionada ao meio LB, na propor¢do de
1:50, contendo 100 pg/mL de canamicina, sob
agitacdo de 200 rpm, a 37°C, até que fosse
obtida densidade éptica do meio entre 0,6 e 0,8,
a 600 nm. Neste momento, IPTG (Invitrogen,
EUA), na concentracdo final de 1 mM de IPTG,
foi adicionada a cultura, denominada induzida,
que foi cultivada por mais 4 horas, sob agitagéo
de 200 rpm, a 37°C. A outra cultura (ndo
induzida) foi cultivada também sob agitacdo de
200 rpm, a 37°C por 4 horas. Ao final desse
periodo, ambas as culturas foram aliquotadas,
centrifugadas a 3.000 x g, a 4°C, por 30
minutos. O sobrenadante foi descartado e o
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sedimento  armazenado a  -80°C, e
posteriormente submetido a purificacdo através
de cromatografia de afinidade.

A purificagéo dos sedimentos contendo BoP59r,
VirB12r e BP26r seguiu 0 mesmo protocolo.
Inicialmente, o sedimento bacteriano foi
ressuspendido em 6,0 ml de solucéo de lise, pH
8,0 (20 mM Tris; 1 mM EDTA; 8M Uréia; 5
Mm Imidazol - Sigma-Aldrich, Brasil),
contendo coquetel de inibidores de proteases
especifico para uso na purificacdo de proteinas
com cauda de histidina (Sigma-Aldrich, Brasil),
na proporcdo de 1:100, e homogeneizado. Em
seguida, os extratos proteicos foram sonicados
usando  aparelho  Vibra-Cell  Ultrassonic
Processor (Sonics e Materials, EUA), utilizando
10 pulsos de 30 segundos cada, com 40° de
amplitude e intervalos de 1 minuto entre cada
pulso. O extrato proteico foi entdo centrifugado
a 4°C, a 3.000 x g por 30 minutos.

Em seguida, o sobrenadante foi passado pela
coluna de cromatografia de afinidade, GS
(Glutathione Sepharose) Trap™ 4B columns
(GE Helthcare, EUA). Inicialmente, a coluna foi
lavada com agua ultrapura estéril e equilibrada
com 5 mL da solucéo de lise (20 mM Tris, 1
mM EDTA, 8 M Uréia, 5 Mm Imidazol, pH
8,0). Entdo, a amostra proteica foi aplicada a
coluna e o fluxo liberado coletado e armazenado
a -80 °C. A coluna foi entdo lavada com solugéo
de imidazol em concentracBes crescentes (5
mM, 40 mM, 80 mM, 120 mM, 250 mM e 1 M)
e uma aliquota de cada lavagem, nas diferentes
concentragdes de imidazol foi coletada e
armazenada a -80°C, para posterior anélise em
SDS-PAGE. A quantificacdo de proteinas nas
diferentes fragdes foi realizada usando o método
de Bradford modificado (Neuhoff et al., 1988).

3.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida
contendo  dodecil sulfato de sddio
(SDS/PAGE)

O gel de separacéo foi preparado a 12% usando
solucdo estoque de acrilamida 30% (29% de
acrilamida - Invitrogen, EUA; 1% N,N-
metileno-bis-acrilamida - Invitrogen, EUA), 1,5
M Tris-HCI (Invitrogen, EUA) pH 8,8, SDS
(dodecil sulfato de sédio) 10%, persulfato de
aménio 10% e TEMED (Invitrogen, EUA). O
gel de concentragdo foi preparado a 4% usando

solucdo estoque de acrilamida 30%, 0,5 M de
Tris-HCI pH 6,8, SDS 10%, persulfato de
aménio 10% e de TEMED (Invitrogen, EUA)
(Neuhoff et al., 1988).

Ao sedimento congelado, formado pela
centrifugacéo de 1 mL de suspensdo bacteriana,
foi adicionado 100 pL de tampao de amostra
(25% de solucdo a 0,5 M Tris-HCI - Invitrogen,
EUA, pH 6,8; 20% de glicerol; 4% de beta-
mercaptoetanol; 0,2% de azul de bromofenal;
4% de SDS), homogeneizado e mantido em
banho-maria a 100°C por 5 minutos. Foram
utilizados 20 ug de proteina diluida em tampao
de amostra € 5 pL de marcador de massa
molecular para proteina (broad range protein
molecular weight markers, Promega, EUA). A
corrida eletroforética ocorreu em tampdao Tris-
glicina pH 8,0 (Tris 25 mM, Glicina 0,25 mM,
SDS 0,1%) por 90 minutos a 110 volts.
Posteriormente, o gel foi corado por solugéo de
azul de coomassie, contendo 25% de metanol,
5% de acido acético e 0,1% de azul brilhante de
Coomassie G-250 (Bio-Rad, Brasil), para
visualizacdo das bandas.

3.3. Material biolégico para diagnéstico da
infec¢do por Brucella ovis

Para os ensaios de Western blot, utilizando
BoP59r, BP26r e VirB12r como antigenos,
foram utilizadas amostras de soro de quatro
carneiros mesticos da raga Santa Inés de 12
meses de idade, sendo dois negativos e dois
positivos para B. ovis no IDGA, isolamento
bacteriano e PCR (Xavier et al., 2010) de
amostras de urina (Anexo 1).

Nos ensaios de ELISAI, utilizando BoP59r e
BP26r como antigenos, para avaliagdo da
repetibilidade e reprodutibilidade, foram
utilizadas amostras de soro de dois carneiros
mesticos de Santa Inés de 12 meses de idade,
sendo um negativo e outro positivo para B. ovis
no IDGA, isolamento bacteriano e PCR (Xavier
et al., 2010) de amostras de urina (Anexo 1).

Os ensaios de ELISAiI BP26r foram realizados
testando 96 amostras de soro de carneiros
mesticos de Santa Inés, de 12 meses de idade,
experimentalmente infectados com 100 pL de
suspensdo contendo 1,2 x 10 UFC de B. ovis
cepa ATCC25840 via intraconjuntival e com 2
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mL de suspensdo contendo 1,2 x 10° UFC/mL
da mesma cepa por via intraprepucial. Destas
amostras, foram utilizadas 41 negativas e 55
positivas simultaneamente a IDGA, isolamento
bacteriano e PCR de amostras de urina (Anexo
2).

O ELISAI padronizado com BP26r também foi
testado utilizando 124 ovinos de campo, machos
e fémeas, sem informacédo sobre idade ou raca.
Nesta etapa foram utilizadas 82 amostras de
soro negativas e 42 amostras positivas a IDGA,
considerada método padrdo-ouro neste grupo de
amostras (Anexo 3).

3.4. Imunodifusdo em gel de &gar (IDGA)
para Brucella ovis

Os testes de IDGA foram realizados utilizando-
se solucdo com 1,1% de agarose (Invitrogen,
Brasil) em tampdo borato 0,1 M, pH 8,6
aquecida e aplicada (4,6 mL) sobre uma lamina
de vidro de 25 por 75 mm, previamente limpa e
desengordurada com solucdo de alcool-éter
50%. A seguir, o agar foi perfurado com roseta
de seis orificios (4 mm de didmetro cada e 3
mm  equidistantes) e no orificio central foi
aplicado o antigeno comercial composto por
proteinas e lipopolissacarideos  sollveis
extraidos de B. ovis amostra REO 198
(TECPAR, Brasil). Nos demais orificios foram
aplicados o controle positivo (TECPAR, Brasil)
alternando com os soros a serem testados. Em
seguida, as laminas foram acondicionadas em
camara Umida a 25°C e a leitura foi realizada
apos 72 horas, em luz direta, sobre fundo
escuro.

3.5. PCR especifica para Brucella ovis

A extracdo de DNA de amostras de urina
coletadas de carneiros foi realizada usando
protocolo do fenol-cloroférmio, segundo
Matrone e colaboradores (2009). Em resumo,
foram adicionados 500 pL de tampdo Tris-
EDTA (TE; 10 mM Tris-HCL - Invitrogen,
EUA, pH 8,0; 1 mM de EDTA, pH 8,0) a1 mL
de urina e centrifugados a 13.000 x g por 15
minutos. Em seguida, o sobrenadante foi
desprezado e o sedimento ressuspendido em
tampédo TE-2 (10 mM Tris-HCL pH 8,0; 25 mM
de EDTA pH 8,0; 100 mM de NaCl) e incubado
a 80°C por 10 minutos. Foram entdo

adicionados 50 pL de SDS 10% e 10 pL de
proteinase K (20 mg/mL) (Invitrogen, Brasil)
seguido de incubagdo a 37°C por 24 horas.
Posteriormente, foram adicionados 500 uL de
fenol (GE Healthcare, Brasil) e as amostras
centrifugadas a 13.000 x g por 5 minutos. Entdo,
400 pL do sobrenadante foram transferidos para
microtubo de 1,5 mL e, a estes, adicionados 400
pL de fenol-cloroférmio (GE Healthcare,
Brasil). Em seguida, as amostras foram
centrifugadas a 13.000 x g por 5 minutos, ¢ 300
pL da fase aquosa foram transferidos para novo
microtubo, e acrescidos de 300 pL de alcool
isopropilico. As amostras foram mantidas a -
20°C por 15 horas e, ao final deste periodo,
centrifugadas a 13.000 x g por 30 minutos, para
precipitagdo do DNA. O precipitado foi lavado
através da adicdo de 1 mL de etanol a 70% e
subsequente centrifugacdo a 13.000 x g por 20
minutos. O  precipitado  formado foi
ressuspendido em 30 pL de tampdo TE estéril e
incubado a 56°C por 15 minutos, e depois
mantido a -20°C até a realizagdo da PCR.

A PCR para B. ovis foi realizada como descrito
por Xavier e colaboradores (2010), utilizando os
iniciadores para o ORF AO503, sendo a

sequéncia senso 5°-
CCTACGCTGAAACTTGCTTTTG-3’, a
sequéncia anti-senso 5’-

ATCCCCCCATCACCATAACCGAAG-3’ ¢ o
produto obtido de 228 pb. As reacdes de PCR
foram realizadas com um volume final de 25
pL, sendo 23 pL de solugdo comercial para PCR
(Supermix, Invitrogen, Brasil), 0,5 pL de cada
iniciador a 25 mM, 0,25 pL de Taq DNA
polimerase (Invitrogen, Brasil) e 500 ng por
reacdo do DNA extraido a ser testado. O
controle positivo usado foi DNA extraido (por
aquecimento) de uma colénia de B. ovis e 0
controle negativo foi agua ultrapura estéril. Os
pardmetros de amplificacdo usados foram 95°C
por 5 minutos, seguido de 30 ciclos de 95°C por
1 minuto, 57°C por 1 minuto e 72°C por 1
minuto e, por fim, uma etapa de extenséo a 72°C
por 5 minutos. Os produtos amplificados foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose
(Invitrogen, Brasil) a 1%, em tampd&o de corrida
Tris-Borato EDTA (TBE - 50 mM de Tris, 50
mM de &cido borico, 2,5 mM de EDTA, pH 8,0)
que foi corado com brometo de etidio e
examinado em um transiluminador de luz
ultravioleta. As bandas foram comparadas com
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0 padrdo de tamanho molecular e foram
consideradas positivas aquelas amostras nas
quais foi visualizado produto amplificado com
tamanho molecular igual a 228 pb.

3.6. Isolamento bacteriano de amostras de
urina de carneiro

Aliquotas de 100 pL de urina foram plaqueadas
em meio Thayer-Martin modificado, composto
por meio GC, 1 % de hemoglobina bovina,
suplemento antibiético VCN (vancomicina,
colistina e nistatina - BBL, EUA) e
nitrofurantoina (Brown et al., 1971; Alton et al.,
1975). As placas foram incubadas a 37°C em
estufa com atmosfera contendo 5% de CO; e
apos 5 a 7 dias foi feita a leitura das placas. O
isolamento bacteriano foi considerado negativo
apos 21 dias de incubagdo. As colbnias com
morfologia compativel com B. ovis foram
submetidas a PCR especifica segundo Xavier e
colaboradores (2010).

3.7. Western blot com BoP59r, BP26r e
VirB12r

Aliquotas contendo 20 pg do lisado bruto de B.
ovis, BoP59r, BP26r ou VirB12r purificadas,
foram submetidas a SDS-PAGE. Em seguida,
foi realizada a transferéncia eletroforética para
membranas de PVDF com microporos de 45 pic
(Immobilon®-P, Millipore, EUA), a 100 V por 1
hora, utilizando o sistema Mini Trans-Blot (Bio-
Rad, EUA), imersas em tampdo de transferéncia
contendo 48 mM de Tris base, 39 mM de
glicina, 20% v/v de é&lcool metilico.

Apos a transferéncia, a membrana foi incubada
em solucdo de blogqueio [5% p/v de leite em p6
desnatado dissolvido em TBS-Tween 0,1% (50
mM tris, 150 mM NaCl, pH 7,5) e 0,1% v/v de
Tween® 20 (Sigma Life Science, EUA)
(TTBS)], por 1 hora, sob agitacdo, a 25°C. Em
seguida, a membrana foi lavada com TTBS, por
trés vezes, e incubada com o soro a ser testado
na diluicdo 1:100, diluido em uma solucéo de
TTBS e com 2% de leite desnatado em po, por
18 horas, sob agitacdo, a 4°C. Posteriormente, a
membrana foi lavada por trés vezes com TTBS
e incubada com o conjugado (IgG de coelho
anti-ovino  conjugado com peroxidase -
Millipore, EUA), na dilui¢do de 1:2000, por 1
hora, sob agitacéo, a 25°C. Outras trés lavagens

com TTBS foram realizadas e em seguida foi
usado o substrato DAB (3, 3’-diaminobenzidina
- Millipore, Brasil), diluido conforme instrugdes
do fabricante e aplicado sobre a membrana e
incubada até o aparecimento de bandas, e no
maximo por 15 minutos, quando a membrana
foi lavada com agua destilada.

3.8. Testes de repetibilidade e
reprodutibilidade do ELISA indireto com
BoP59r e BP26r

O protocolo do ELISA indireto usando BoP59r
ou BP26r como antigeno foi o mesmo, durante
os testes de repetibilidade e reprodutibilidade.
Placas de poliestireno de 96 pocos (Nunc, EUA)
foram usadas para os ensaios de ELISAI. Duas
concentragbes das proteinas recombinantes
purificadas foram testadas: 500 ng ou 1 pg de
proteina por pogo, diluidos em tampéo
carbonato - bicarbonato pH 9,6 contendo 0,015
M de carbonato de sbédio, 0,035 M de
bicarbonato de sddio. Assim, foram aplicados
100 uL por pogo de BoP59r ou BP26r diluida e
incubada a 4°C por 18 horas. ApOs essa
incubacdo, a placa foi lavada duas vezes com
200 uL de PBST (PBS com 0,05% de tween 20)
por pogo. Em seguida, foram aplicados 200 uL
de PBST contendo 5% de leite em p6 desnatado
e a placa incubada por 1 hora a 25°C, seguida de
duas lavagens com 200 pL de PBST. Apos as
lavagens, 100 pL dos soros a serem testados
diluidos em PBSTL1% (PBST com 1% de leite
em po6 desnatado) foram aplicados e a placa
incubada por 1 hora a 25°C.

O soro de um carneiro negativo a IDGA, PCR e
isolamento bacteriano de amostras de urina e de
um carneiro positivo nessas trés provas foram
testados em duplicata, nas dilui¢des 1:5, 1:10,
1:20, 1:40, 1:80, 1;160, 1:320 e 1:640. Ao final
do periodo de incubacdo foram feitas trés
lavagens com PBST. Em seguida, 100 uL de
IgG de coelho anti-ovino conjugado com
peroxidase, na diluicdo 1:2000 em PBSTL1%,
foram adicionados a placa incubada a 37°C por
1 hora. Trés novas lavagens usando 200 pL de
PBST foram realizadas. Ao final dessa etapa,
foram aplicados 100 pL da solu¢@o contendo 0,5
mg/mL de OPD (6-Phenylenediamine) diluido
em tampdo citrato-fosfato pH 5 (0,1 M &cido
citrico anidro, 0,2 M fosfato de sodio e peroxido
de hidrogénio PA 130 volumes), seguido de
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incubacdo por 10 minutos a 25°C. Apds este
periodo, a reacdo foi interrompida com 40 pL de
acido sulfarico 4 M e a leitura da placa realizada
em leitor de ELISA MR-96A Microplate Reader
a 492 nm.

3.9. ELISAi com BP26r

O ponto de corte foi calculado pela soma entre o
valor da média das repetices do controle
negativo e duas vezes o valor do desvio padrdo
deste controle. Os resultados obtidos pelo
ELISAI BP26r testando 96 amostras de ovinos,
testados pelo IDGA, PCR e isolamento
bacteriano e de 124 amostras de soro de ovinos,
testadas por IDGA, foram tratados no software

STATA versdol2, onde foi avaliada a acurécia
global através do calculo da éarea sob a curva
ROC (receiver operating characteristic).
Utilizando os valores mostrados na Tabela 3,
foram calculados os valores de sensibilidade,
que € a razdo entre 0 nimero de verdadeiro
positivo (VP) e a soma de VP ao falso negativo
(FN), e de especificidade, calculada pela razdo
entre o nimero de verdadeiro negativo (VN) e a
soma de VN e falso positivo (FP). Foram
calculados ainda o valor preditivo positivo
(VPP) pela razdo entre 0 nimero de VP e a
soma de VP e FP, e o valor preditivo negativo,
através da divisdo do numero de VN pela soma
de VN e FN (Florkowisk, 2008), conforme
detalhado na Tabela 3.

Tabela 3: Metodologia para identificacdo de animais verdadeiro positivo (VP), falso negativo (FN), falso

positivo (FP) e verdadeiro negativo (VN).

Considerando o IDGA

Resultado do ELISA Positivo Negativo Total
Positivo Verdadeiro positivo Falso positivo VP +FP
(VPP)
Negativo Falso negativo Verdadeiro negativo VN + FN
(VPN)
Total VP +FN FP + VN

Modificado de Florkowisk, 2008.

A repetibilidade ou variabilidade intra-placa foi
testada através da repeticdo de duas amostras,
uma positiva e outra negativa, por seis vezes na
mesma placa e ao mesmo tempo. A média e o
coeficiente de variagcdo (CV) foram calculados
usando o programa Excel versdo 2007
(Microsoft Corp, EUA). A reprodutibilidade ou
variabilidade inter-placas foi determinada
usando os resultados de duas amostras, uma
positiva e outra negativa, repetidas 20 vezes, em
placas distintas. As médias e os coeficientes de
variacdo (CV) foram calculados usando o
programa Excel versdo 2007 (Microsoft Corp,
EUA).

Durante a validacdo de um teste diagndstico é
importante utilizar um teste padréo reconhecido,
que neste caso foi 0 IDGA ou a associagéo entre
IDGA, PCR e isolamento bacteriano de
amostras de urina. Com base nestes resultados,
os ovinos foram classificados como negativos
ou positivos. Foram classificados como
verdadeiro positivo o0 ovino que apresentou
resultado positivo nos dois testes (IDGA e
ELISAI) para B. ovis; como falso negativo

aquele com resultado positivo no teste padrédo e
negativo no ELISAI; como falso positivo, o
ovino negativo no teste padrdo e positivo no
ELISAIi e como verdadeiro negativo, 0o ovino
com resultado negativo nos dois testes (Tabela
3) (Florkowisk, 2008).

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Expressao e purificacdo de proteinas
recombinantes

A indugdo da expressdo e purificacdo da BoP59r
(Figura 5), da BP26r (Figura 6) e da VirB12r
(Figura 7) foram confirmadas por SDS-PAGE.
No gel para avaliacdo da expressdo da BP26, foi
aplicada também uma aliquota de lisado bruto
de B. ovis e de E.coli BL21 sem plasmideo de
expressdo, para efeito de comparagdo entre os
perfis proteicos (Figuras 6).
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Figura 5. Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a
12%, corado por azul de Coomassie. Perfil
proteico de Escherichia coli BL21 ndo induzida
(NI) e induzida (I) para expressdo de BoP59r;
BoP59r purificada e marcador de massa
molecular para proteinas. Seta: altura da
BoP59r, proteina recombinante de 59 kDa.

No gel SDS-PAGE corado por azul de
Coomassie (Figura 5) observa-se que na
canaleta identificada como E. coli BL21-1 o
perfil proteico do cultivo induzido de E. coli
BL21 apresenta maior quantidade da proteina
com peso molecular de 59 kDa, correspondente
a BoP59r, em comparagdo com o perfil da E.
coli BL21 nédo induzida. Desta forma, pode-se
afirmar que a produgdo de BoP59r foi
eficientemente induzida em E. coli BL21
contendo plasmideo de expressdo com inserto
para expressdao dessa proteina recombinante
cultivada em meio LB. Na canaleta identificada
como BoP59r observa-se banda Unica,
confirmando que esta foi eficientemente
purificada por cromatografia de afinidade.

Na Figura 6, observa-se gel SDS-PAGE corado
por azul de Coomassie. Na canaleta identificada
como B. ovis observa-se o perfil proteico do
lisado bruto bacteriano, na canaleta identificada
como E. coli BL21 observa-se o perfil de
proteinas de E. coli BL21 que ndo contém
plasmideo  para expressdéo da  BP26.
Comparando-se o perfil da E. coli BL21 ndo
induzida com a E. coli BL21 induzida, observa-
se aumento da expressdo de proteina com massa

molecular entre 25 e 35 kDa, proteina esta que
apresenta mesma massa da BP26r purificada (26
kDa) presente como banda Unica na canaleta
identificada como BP26r. Desta forma, pode-se
afirmar que foi induzida a producdo da BP26r
por E. coli BL21 contendo o plasmidio para
expressdo dessa proteina e que BP26 foi
purificada por cromatografia de afinidade.

E. coliBL21 - NI

E. coliBL21
E. coliBL21 -1

=
(o)
s

BP26r
MPM

Figura 6. Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a
12%, corado por azul de Coomassie. Perfil
proteico de Brucella ovis, Escherichia coli
BL21 sem plasmideo de expressdo, Escherichia
coli BL21 ndo induzida (NI) e induzida (1) para
expressdo de BP26r, BP26r purificada e
marcador de peso molecular para proteinas.
Seta: altura da BP26r, proteina recombinante de
26 kDa.

De forma semelhante ao observado nas Figuras
5 e 6, na Figura 7 observa-se que na canaleta
identificada como E. coli BL21 induzida, o
perfil proteico do cultivo induzido de E. coli
BL21 apresenta maior quantidade da proteina
com massa molecular de aproximadamente 19
kDa, correspondente a Virb12r, em comparacdo
com o perfil da E. coli BL21 ndo induzida.
Desta forma, pode-se afirmar que a producéo de
Virb12r foi eficientemente induzida. Na
canaleta identificada como Virb12r observa-se
banda Unica, confirmando que esta foi
purificada.
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Figura 7. Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a
12%, corado por azul de Coomassie. Perfil
proteico de Escherichia coli BL21 ndo induzida
(NI) e induzida (I) para expressdo de VirB12r e
VirB12r purificada. Seta: altura da VirB12r,
proteina recombinante de 19 kDa.

4.2. Western blot com BoP59r, BP26r e
VirB12r

Na membrana submetida a Western blot e
incubada com soro de carneiro negativo para B.
ovis, pode-se observar apenas marcagoes
extremamente fracas para as bandas de BoP59r
e VirB12r, ja na membrana incubada com soro
de carneiro positivo, observam-se bandas
fortemente marcadas nas canaletas contendo
lisado bruto de B. ovis e VirB12r, BoP59r ou
BP26r purificadas (Figura 8). Como mostrado
por outros autores (Kittelberger e Reichel, 1998;
Cerri et al., 2000), o Western blot € uma técnica
soroldgica sensivel e especifica no diagndstico
de infeccdo por B. ovis, podendo apresentar
sensibilidade de 98,6% (Kittelberger e Reichel,
1998) e especificidade de 100% (Cerri et al.,
2000), e no diagnéstico soroldgico da infecgdo
por B. melitensis em ovinos (Seco-Mediavilla et
al., 2003) e humanos (Lindler et al., 1996)
usando BP26 como antigeno. A proteina
VirB12r é sabidamente antigénica e marcador
sorolégico da infeccdo por Brucella spp. (Rolan
et al., 2008). Entretanto, esta foi a primeira vez

que a BoP59 e a VirB12 foram testadas como
marcadores sorolégicos da infecgdo por B. ovis
em carneiros por Western blot.

Carneiro negativo Carneiro positivo
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Figura 8. Membranas de PVDF submetidas a
Western blot. Membranas incubadas com soros
de carneiros negativo e positivo para Brucella
ovis. Seta: altura da BoP59r e cabega de seta:
altura da BP26r e VirB12r.

A proteina BP26r mostrou-se consistentemente
antigénica, e permitiu a diferenciacdo de
animais infectados de ndo infectados, de forma
semelhante ao que foi descrito por outros
pesquisadores para B. melitensis (Lindler et al.,
1996; Cloeckaert et al., 2000; Yang et al., 2005;
Liang et al., 2010) e B. abortus (Connolly et.,
2006).

4.3. Teste de repetibilidade e
reprodutibilidade do ELISA indireto com
BoP59r e BP26r

Os  resultados obtidos no teste de
reprodutibilidade do ELISAi wusando 500
ng/poco e 1 ug/poco de BoP59r purificada, e
oito diluicBes dos soros testados demonstraram
que esta proteina recombinante ndo discriminou
a amostra de soro de carneiro positivo da
amostra do negativo (Figura 9). Desta forma,
pode-se afirmar que a BoP59 ndo foi um bom
marcador sorologico da infecgdo por B. ovis em
carneiros.
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Figura 9. Teste de reprodutibilidade do ELISAI utilizando BoP59r purificada. A - 500ng de BoP59
purificada por poco. B - 1 ug de BoP59 purificada por pogo. Foram realizadas 10 repeti¢Ges dos soros em

oito diluicBes, em duplicata, das amostras de soro de um carneiro positivo e um negativo. N&do houve
diferenca estatistica significativa entre amostras de carneiro infectado e ndo infectado.
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Figura 10. Teste de reprodutibilidade do ELISAI utilizando BP26r purificada. A - 500 ng de BP26r
purificada por poco. B - 1 pg de BP26r purificada por pogo. Foram realizadas 10 repeticdes dos soros em
oito diluicBes, em duplicata, de um carneiro positivo (infectado) e um negativo (ndo infectado). Os pontos

representam as médias das 10 repeticfes e o desvio padrdo. O valor das médias da amostra positiva foi
superior e estatisticamente diferente das médias da amostra negativa, nas oito dilui¢des (p<0,05).

O teste de reprodutibilidade do ELISAI recombinante foi eficiente em discriminar os
utilizando BP26r demonstrou que essa proteina soros de ovino positivo do negativo. Nesse
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ensaio, foram usadas 500 ng/pogo e 1 pg/pogo
de BP26r e oito diluigBes dos soros testados
(Figura 10), sendo a melhor diferenciacéo
observada utilizando-se 500 ng por pogo.

Com base nestes resultados, 500 ng por poco foi
a concentragdo de BP26r escolhida para ser
utilizada no ELISAI para testar amostras de soro
de  ovinos  positivos a IDGA e
experimentalmente infectados. Assim, como nos
ensaios de Western blot, também no ELISAI a

marcador sorolégico de infeccdo por B. ovis ao
reagir de forma distinta com soros de carneiros
positivos e negativos. Os valores de média,
desvio padrdo e coeficiente de variagdo do teste
de repetibilidade estdo discriminados na Tabela
4. Os valores de média, desvio padrdo e
coeficiente de variagho do teste de
reprodutibilidade estdo identificados na Tabela
5. Os valores de coeficiente de variacdo indicam
que o ELISAI usando BP26r é um teste
reprodutivel.

BP26r mostrou-se antigénica e um bom

Tabela 4: Valores de média, desvio padrdo (DP) e coeficiente de variacdo (CV) obtidos no teste de
repetibilidade do ELISAI usando BP26r como antigeno.

Quantidade Diluicdo do soro

de antigeno 1:5 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640

500 ng/ pogo  Média 2,100 1,903 1,560 1,220 0,841 0,532 0,364 0,224

Positivo DP 0,089 0,020 0,054 0,036 0,034 0,038 0,027 0,004
Ccv 4.2% 4,2% 3,4% 2,4% 4,0% 7,2% 7,4% 1,8%

500 ng/ pogo  Média 0,900 0,799 0,647 0,498 0,330 0,20 0,140 0,110

Negativo DP 0,038 0,140 0,120 0,090 0,056 0,027 0,025 0,016
CcVv 4,2% 17,5% 18,5% 18,1% 17,0% 13,5% 17,8% 14,5%

Tabela 5: Valores de média, desvio padrdo (DP) e coeficiente de variacdo (CV) obtidos no teste de
reprodutibilidade do ELISAI usando BP26r como antigeno.

Quantidade Diluicdo do soro
de BP26r 1:5 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320 1:640
500 ng/ Média 1,85 1,923 1,915 1,849 1,927 1,7 1,369 1,059
poco DP 0,259 0,263 0,199 0,167 0,149 0,142 0,127 0,087
Positivo cv 14% 13,7% 10,1% 9,0 11,30%  9,73% 9,28% 8,21%
500 ng/ Média 0,99 0,932 0,789 0,594 0,411 0,274 0,177 0,123
poco DP 0,186 0,103 0,097 0,053 0,043 0,033 0,02 0,015
Negativo cVv 18,8% 11,1% 12,3% 8,90%  10,40% 12% 11,30%  12,20%
lug/pogo Média 1,728 1,907 1,866 1,835 1,977 1,828 1,488 1,157
Positivo DP 0,378 0,385 0,264 0,314 0,328 0,274 0,203 0,191
cv 21,9% 202%  14,15% 17,1% 16,6% 15,0% 13,6% 16,5%
lpg/pogo Média 1,139 0,987 0,841 0,642 0,478 0,337 0,24 0,157
Negativo DP 0,24 0,277 0,24 0,161 0,118 0,073 0,046 0,042
Ccv 21,1% 28,1% 28,5% 25,1% 24,7% 21,7% 19,2% 26,8%

4.4. ELISA indireto com BP26r foram iguais a 100% e de especificidade iguais
a 90,2%, 85,4% e 80,5%, respectivamente
(Tabela 6) e de acurécia iguais a 1,0, 0,997 e
0,989 (Figura 12). A curva ROC é um gréfico
de sensibilidade versus 1 - especificidade que
permite a mensuracao da acuracia global através

do calculo da éarea sob a curva, sendo

A discriminagdo entre amostras de soro
negativas e positivas foi eficiente utilizando
amostras de carneiros experimentalmente
infectados (Figura 11). Os valores de
sensibilidade para as dilui¢des 1:20, 1:40 e 1:80
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sensibilidade a fracdo de casos positivos
corretamente identificados pelo teste, e
especificidade a fracdo de casos negativos assim
classificados pelo teste diagnostico em questao.
A curva ROC mostra graficamente o equilibrio
entre sensibilidade e especifidade (Florkowisk,

2008). Os valores de sensibilidade,
especificidade, valores preditivos positivos e
negativos e acuracia sdo os parametros usados
na escolha da diluicio a ser utilizada. S&o
considerados bons os valores de acurécia
superiores a 0,9, sendo o ideal valor igual a 1,0.
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Figura 11. ELISAI BP26r para diagnéstico de infecgdo por Brucella ovis em carneiros experimentalmente
infectados. Foram testadas, em duplicata, nas diluicbes 1:20, 1:40 e 1:80, 41 amostras de soro de
carneiros negativos e 55 amostras de soro de carneiros positivos & IDGA, PCR e isolamento bacteriano de
amostras de urina. (A) Foram utilizados 500ng de BP26r purificada por pogo. Os pontos representam as
médias das 10 repeti¢des e o desvio padrdo. (*) e (**) Diferenca estatistica significativa com valor de P <
0,05. (B) Grafico de dispersdo dos valores de absorbancia a 492 nm de amostras de soro de carneiros
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submetidas ao ELISAI BP26r. A linha continua representa a média e a linha pontilhada representa o ponto

de corte para cada diluico.
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Figura 12. Curva ROC de resultados de ELISAi BP26r utilizando amostras de soro de carneiros negativos
(n=41) e positivos (n=55) experimentalmente infectados com B. ovis, nas dilui¢bes 1:20, 1:40 e 1:80,

mostrando sensibilidade versus 1 menos especificidade.

Tabela 6: Valores de sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP), valor preditivo
negativo (VPN) e &rea abaixo da curva ROC do ELISAi BP26r de 55 amostras de carneiros
experimentalmente infectados com B. ovis e 41 negativos & IDGA, PCR de urina e isolamento bacteriano,

totalizando 96 amostras testadas.

Diluigéo ELISAi BP26r

do soro Sensibilidade Especificidade VPP VPN Acuracia
(%) (%) (%) (%)

1:20 100,0 90,2 93,2 100,0 1,000

1:40 100,0 85,4 90,2 100,0 0,997

1:80 100,0 80,5 87,3 100,0 0,989

Comparando os resultados do ELISAi BP26r
testando amostras de soros de ovinos negativos
e positivos somente a IDGA com os resultados
obtidos com  amostras de  carneiros
experimentalmente  infectados e  positivos
simultaneamente & IDGA, PCR e isolamento

bacteriano de urina (Tabela 6), observa-se que
os valores de sensibilidade, especificidade e
acuracia sdo maiores quando se usam 0s trés
testes em associacdo. O ELISAi BP26r foi
eficiente em discriminar ovinos positivos de
negativos a IDGA nas diluicdes 1:10, 1:20 e
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1:40 (Figura 13), apresentando maiores valores
de sensibilidade (85,7%), especificidade
(85,4%) e acuréacia (90,3%) na dilui¢do do soro-
teste em 1:40. A sensibilidade do ELISAI BP26
usando soros de ovinos positivos somente a
IDGA (85,7%) foi inferior ao valor obtido
testando amostras de carneiros
experimentalmente  infectados  (100%) e
positivos a IDGA, PCR e ELISAIi. Isso
provavelmente ocorreu por que o IDGA
apresenta sensibilidade variavel durante o curso
da infeccdo, com valores entre 50 e 88,8%

(Xavier et al., 2011) e carneiros que estejam
eliminando B. ovis no semém podem ser
negativos a IDGA (Nozaki et al., 2011). J& os
carneiros experimentalmente infectados foram
considerados  positivos se  apresentassem
resultado positivo em trés testes diagnosticos:
IDGA, PCR e isolamento bacteriano,
simultaneamente, ja que estudos demonstram
que o uso combinado de dois ou dois ou trés
testes aumenta a certeza do diagnéstico (Hilbink
et al., 1993; Estein et al., 2002).
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Figura 13. ELISAI BP26r para diagnostico de infeccdo por Brucella ovis utilizando 82 amostras de soro
de ovinos negativos a IDGA e 42 amostras positivas a IDGA, em duplicata. (A) Foram utilizados 500 ng
de BP26r purificada por poco, testando amostras de soro nas dilui¢fes 1:10, 1:20, 1:40, 1:80, 1:160, 1:320
e 1:640. Os pontos representam as médias das 10 repeti¢Bes e o desvio padrdo. (*) e (**) Diferenca
estatistica significativa com valor de P < 0,05. (B) Grafico de dispersao dos valores de absorbancia a 492
nm de amostras de soro de ovinos submetidas & ELISAI BP26r nas dilui¢fes 1:20, 1:40 e 1:80, A linha
em preto continua representa a média e a linha pontilhada em cinza representa o ponto de corte para cada
diluicéo.
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O ELISAI BP26r desenvolvido neste estudo
apresentou sensibilidade de 100%,
especificidade de 90,2% e area sob a curva ROC
(AUC) igual a 1, utilizando amostras de soro
(diluicdo 1:20) de carneiros experimentalmente
infectados por B. ovis e positivos
simultaneamente no IDGA, PCR e isolamento
bacteriano de amostras de urina (Tabela 6). O
ELISA BP26r desenvolvido por Zygmunt e
colaboradores, utilizando BP26r purificada,
apresentou sensibilidade de 81,8%. J& ao utilizar
0 ELISAiI BP26r padronizado no presente
trabalho para testar soros (diluicdo 1:40) de
ovinos negativos e positivos a IDGA, a
sensibilidade foi de 85,7%, especificidade de
85,4% e &rea sob a curva ROC igual a 0,903.
Neste caso, os valores de sensibilidade,
especificidade e AUC foram consideravelmente
inferiores, em relagdo aos valores obtidos com
as amostras definidas como positivas ao
apresentarem  simultaneamente  resultados
positivos para B. ovis a IDGA, PCR e
isolamento bacteriano de urina. Nozaki e
colaboradores  (2011), utilizando animais
experimentalmente infectados, observaram que
a partir da 34% semana pos-infeccdo todos os
ovinos foram negativos & IDGA. Vale salientar
que diversos autores demonstraram que o
ELISAI é mais sensivel que o IDGA (Cox et al.,
1977; Worthington et al., 1984; Marin et al.,
1989; Hilbink et al., 1993; Estein et al., 2002).

O primeiro ELISAI utilizando a BP26r como
antigeno (200 ng por poco) foi desenvolvido
para diagndstico da infeccdo por B. melitensis
em ovinos e apresentou sensibilidade de 100% e
especificidade de 93% em amostras de soros
positivos (diluicdo 1:50) a FC e isolamento
bacteriano (Cloeckaert et al., 2001). Jacques e
colaboradores  (2007) desenvolveram um
ELISAI com a BP26r como antigeno (200 ng
por pogo) capaz de diferenciar soro (diluicdo
1:50) de ovinos infectados com B. melitensis de
ovinos vacinados com Rev 1, com
especificidade de 100%. Gupta e colaboradores
(2010) padronizaram um ELISAI usando BP26r
como antigeno (1 pg por pogo) para diagndstico
da infecgdo por B. melitensis em soro (dilui¢do
1:100) de caprinos, e este teste apresentou
sensibilidade de 87,5% e especificidade de 90%.
O ELISAIi desenvolvido neste trabalho é o
primeiro a utilizar a BP26r como antigeno em
ELISAI para diagnéstico da infeccdo por B. ovis
em carneiros experimentalmente infectados,

além disso, alia altos valores de sensibilidade
(100%), especificidade (90,2) e acurécia global,
que foi igual a 1,0 sendo este o maior valor
possivel para um teste diagnéstico.

5. CONCLUSOES

A proteina BoP59r ndo foi eficiente, pelo
Western blot e ELISAI, em discriminar carneiro
infectado de carneiro ndo infectado por B. ovis.

A proteina BP26r é antigénica para ovinos
infectados por B. ovis por Western blot e
ELISAi. O ELISAi usando como antigeno a
BP26r é eficiente em diferenciar ovinos
infectados de ovinos ndo infectados por B. ovis
com sensibilidade de 100%, especificidade de
90,2% e acurdcia igual a 1,0. O teste foi
eficiente em detectar ovinos com infecgéo
cronica.
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ANEXOS

Anexo 1 — Amostras de carneiros testadas em ensaios de Western blot

Teste realizado

Negativos

1

Carneiros

Positivos

4

Isolamento bacteriano de amostras de
urina

PCR de amostras de urina
IDGA

+

+
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Anexo 2 — Amostras de carneiros negativos e experimentalmente infectados testadas pelo ELISAi BP26r

2.1 — Resultados de carneiros negativos

Carneiro IDGA PCR Isolamento ELISA*
bacteriano Diluicdes

1:20 1:40 1:80
1 - - - 0,501 0,364 0,243
2 - - - 0,730 0,571 0,360
3 - - - 0,512 0,402 0,301
4 - - - 0,970 0,735 0,508
5 - - - 0,678 0,474 0,285
6 - - - 0,813 0,676 0,531
7 - - - 0,484 0,353 0,238
8 - - - 0,854 0,721 0,595
9 - - - 0,987 0,813 0,579
10 - - - 0,458 0,346 0,262
11 - - - 0,868 0,707 0,486
12 - - - 0,670 0,461 0,355
13 - - - 0,342 0,277 0,181
14 - - - 0,992 0,826 0,620
15 - - - 0,644 0,500 0,366
16 - - - 0,805 0,635 0,472
17 - - - 0,578 0,423 0,336
18 - - - 0,850 0,633 0,399
19 - - - 0,890 0,674 0,635
20 - - - 0,882 0,684 0,494
21 - - - 0,963 0,761 0,503
22 - - - 1,024 0,700 0,478
23 - - - 0,658 0,578 0,389
24 - - - 0,718 0,594 0,394
25 - - - 0,837 0,635 0,431
26 - - - 0,650 0,516 0,328
27 - - - 1,013 0,696 0,590
28 - - - 0,744 0,524 0,348
29 - - - 0,631 0,616 0,409
30 - - - 0,916 0,656 0,456
31 - - - 0,897 0,65 0,421
32 - - - 0,892 0,581 0,412
33 - - - 0,891 0,594 0,420
34 - - - 0,715 0,551 0,343
35 - - - 0,782 0,456 0,387
36 - - - 0,873 0,539 0,359
37 - - - 0,865 0,631 0,469
38 - - - 0,988 0,681 0,488
39 - - - 0,758 0,651 0,454
40 - - - 0,691 0,493 0,318
41 - - - 0,849 0,665 0,481
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2.2 — Resultados do carneiro infectado 1 (11)

Semana IDGA PCR Isolamento ELISA*

bacteriano Diluicbes
1:20 1:40 1:80
Pre - ; 0,970 0,735 0,508

Inoculagéo
1% pos- ; - ; 1,265 1,022 0,816
infeccéo

22 + - - 1,309 1,119 0,645
32 + - - 1,532 1,146 0,874
42 + - 1,530 1,242 1,110
52 + - - 1,396 1,145 0,990
62 + - - 1,341 1,206 0,926
78 + - + 1,486 1,228 1,002
8? + - + 1,470 1,227 0,995
92 + - + 1,426 1,158 0,861
102 + + + 1,680 1,355 0,967
112 + + + 1,726 1,533 1,081
128 + + + 1,600 1,326 1,160
132 + + + 1,897 1,682 1,173
142 + + + 1,494 1,199 0,928
152 + + + 1,940 1,577 1,213
162 + - + 1,656 1,405 1,040
172 + - - 1,687 1,300 0,972
182 + - - 1,124 0,871 0,683
192 + - - 1,191 0,924 0,774
202 + - - 1,293 1,021 0,746
212 + - - 1,069 0,854 0,622
222 + - - 1,252 1,025 0,723
238 + - - 0,987 0,822 0,677
242 + - - 0,899 0,810 0,606

*Pontos de corte: 1:20 (0,983); 1:40 (0,7) e 1:80 (0,497). Valores calculados pela soma da média de 10

repeticdes do negativo + 2x o desvio padrdo do negativo.
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2.3 — Resultados do carneiro infectado 2 (12)

Semana IDGA PCR Isolamento ELISA*
bacteriano Diluicbes
1:20 1:40 1:80
pre - - - 0,678 0,474 0,285
Inoculagéo
L pos- - - 0,872 0,635 0,473
infeccdo
22 - - - 0,895 0,676 0,472
3 - - - 0,858 0,707 0,483
42 + - - 0,921 0,755 0,595
52 + - - 1,235 1,035 1,009
62 + - - 0,889 0,782 0,494
78 + - 0,841 0,587 0,424
8 + - - 0,887 0,685 0,419
92 + - 0,865 0,609 0,440
102 + + - 0,926 0,633 0,529
112 + + - 1,055 0,738 0,511
122 + + + 1,067 0,769 0,541
132 + + + 1,268 0,942 0,650
142 + + + 1,303 1,028 0,777
152 + + + 1,286 1,005 0,796
162 + + + 1,163 0,852 0,546
172 + + - 1,079 0,887 0,596
182 + + - 0,921 0,630 0,459
192 - - - 0,959 0,703 0,490
202 - - - 0,872 0,691 0,443
212 - - - 0,953 0,853 0,493
222 - - - 0,877 0,600 0,465
232 - - - 0,781 0,628 0,414
242 - - - 0,923 0,663 0,467

*Pontos de corte: 1:20 (0,983); 1:40 (0,7) e 1:80 (0,497). Valores calculados pela soma da média de 10

repeticdes do negativo + 2x o desvio padréo do negativo.
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2.4 — Resultados do carneiro infectado 3 (13)

Semana IDGA PCR Isolamento bacteriano ELISA*
Diluices
1:20 1:40 1:80
Pré-
x - - 0,484 0,353 0,238
Inoculagdo
1 pos- - - 0,724 0,531 0,381
infeccéo
oa + - - 0,714 0,544 0,454
32 + - - 0,901 0,669 0,470
42 + - - 0,915 0,730 0,531
5a + - - 1,165 0,940 0,752
62 + - - 0,915 0,640 0,514
7a + ] - 0,832 0,587 0,431
ga + - - 0,797 0,631 0,456
92 + - - 0,909 0,710 0,448
108 + + - 1,041 0,707 0,555
118 + + - 1,139 1,041 0,696
122 + + + 1,223 0,850 0,596
132 + + + 1,162 0,858 0,569
14a + + + 1,334 0,968 0,741
152 + + + 1,235 0,973 0,658
16° + - + 1,153 0,902 0,600
172 + - - 1,354 1,024 0,750
182 + - - 0,784 0,547 0,371
192 + - - 0,769 0,629 0,379
202 - - - 0,908 0,584 0,407
212 - - - 0,905 0,651 0,492
99 ] ; - 0,795 0,546 0,337
23 - - - 0,921 0,688 0,441
242 ] ; - 0,843 0,666 0,532

*Pontos de corte: 1:20 (0,983); 1:40 (0,7) e 1:80 (0,497). Valores calculados pela soma da média de 10

repeticOes do negativo + 2x o desvio padréo do negativo.
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2.5 — Resultados do carneiro infectado 4 (14)

ELISA*

Semana IDGA PCR Isolamento bacteriano Diluices
1:20 1:40 1:80
Pré- - - 0,987 0,813 0,579

Inoculagdo
L pos- i - : 0,863 0,603 0,455
infeccdo

28 - - - 0,975 0,806 0,543
K - - 0,967 0,714 0,520
42 + - - 1,089 0,776 0,507
52 + - - 1,406 1,131 0,894
6? + + - 1,263 0,980 0,693
7 + + + 1,561 1,303 1,045
82 + + + 1,827 1,541 1,350
92 + + + 1,389 1,040 0,728
102 + + + 1,495 1,193 0,873
118 + + + 1,277 1,044 0,890
122 + + + 1,264 1,010 0,858
13 + + + 1,444 1,145 0,814
142 + + + 1,429 1,244 0,850
152 + + + 1,450 1,105 0,788
16° + + + 1,447 1,167 0,844
178 + + - 1,474 1,106 0,814
1882 + + - 1,118 0,802 0,528
192 + - - 1,070 0,841 0,564
202 + - - 1,087 0,788 0,564
218 + - - 1,149 0,954 0,740
228 + - - 0,787 0,589 0,412
232 + - - 0,804 0,623 0,476
242 + - - 1,019 0,678 0,486

*Pontos de corte: 1:20 (0,983); 1:40 (0,7) e 1:80 (0,497). Valores calculados pela soma da média de 10

repeticdes do negativo + 2x o desvio padréo do negativo.
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2.6 — Resultados do carneiro infectado 5 (15)

Semana IDGA PCR Isolamento bacteriano ELISA*
Diluicao
1:20 1:40 1:80
Pré-
x - - 0,670 0,461 0,355
Inoculagdo
1 pos- ; - - 0,566 0,446 0,355
infeccéo
2a - - - 1,087 0,816 0,616
3 + - - 1,369 1,111 0,886
42 + + - 1,421 1,072 0,790
52 + + + 1,640 1,335 0,968
62 + + + 2,383 2,179 2,101
7 + + + 1,825 1,740 1,707
82 + + + 1,719 1,352 0,945
92 + + + 1,859 1,653 1,498
102 + + + 1,933 1,899 1,710
112 + + + 2,409 2,004 1,958
122 + + + 1,819 1,795 1,555
132 + + + 2,165 1,880 1,500
148 + + + 2,547 2,379 2,213
158 + + + 2,318 1,861 1,708
162 + + + 1,720 1,535 1,157
172 + + + 1,414 1,098 0,852
182 + + + 1,267 0,947 0,636
192 - - + 1,092 0,851 0,567
202 - - + 0,979 0,746 0,547
212 - - - 1,456 1,085 0,787
202 - - - 1,148 0,961 0,552
238 - - - 1,100 0,786 0,548
242 . - - 1,019 0,776 0,466

*Pontos de corte: 1:20 (0,983); 1:40 (0,7) e 1:80 (0,497). Valores calculados pela soma da média de 10

repeticdes do negativo + 2x o desvio padrdo do negativo.
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2.7 — Resultados do carneiro infectado 6 (16)

ELISA*

Semana IDGA PCR Isolamento bacteriano Diluicbes
1:20 1:40 1:80
Pre- - - 0,854 0,721 0,595

Inoculacéo
1 pos- + - ; 1,084 0,781 0,618
infeccéo

oa + - - 1,668 1,417 1,028
32 + - - 2,277 2,078 1,769
42 + + + 2,951 2,926 2,37
52 + + + 1,465 1,186 0,818
62 + + + 1,904 1,409 1,184
7 + + + 2,070 2,014 1,840
82 + + + 2,442 2,250 1,918
92 + + + 1,969 1,874 1,779
102 + + + 2,821 2,781 2,792
112 + + + 2,089 2,077 1,887
122 + + + 2,010 1,891 1,716
132 + + + 2,837 2,567 2,434
142 + + + 2,729 2,337 1,846
152 + + + 1,796 1,643 1,217
162 + + + 2,359 1,901 1,482
172 + + + 1,750 1,510 1,242
182 + + + 1,918 1,674 1,285
192 + - + 1,819 1,487 1,213
202 + - + 1,621 1,216 0,946
21a + - + 1,868 1,450 1,253
294 + - + 1,683 1,299 0,876
232 + - + 1,717 1,367 1,040
242 + - + 1,714 1,274 1,011

*Pontos de corte: 1:20 (0,983); 1:40 (0,7) e 1:80 (0,497). Valores calculados pela soma da média de 10

repeticdes do negativo + 2x o desvio padrdo do negativo.
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Anexo 3 — Amostras de ovinos negativos e positivos somente a IDGA testadas pelo ELISAI BP26r

Ovinos N° IDGA ELISA*
Diluicbes

1:20 1:40 1:80

1 - 0,501 0,364 0,243
2 - 0,730 0,571 0,360
3 - 0,512 0,402 0,301
4 - 0,970 0,735 0,508
5 - 0,678 0,474 0,285
6 - 0,813 0,676 0,531
7 - 0,484 0,353 0,238
Negativos 8 - 1,053 0,940 0,660
9 - 0,987 0,813 0,579
10 - 1,228 0,960 0,752
11 - 1,007 0,793 0,630
12 - 0,992 0,826 0,620
13 - 0,851 0,659 0,468
14 - 0,743 0,595 0,405
15 - 0,861 0,664 0,408
16 - 0,816 0,550 0,347
17 - 0,793 0,535 0,347
18 - 0,504 0,377 0,237
19 - 0,622 0,462 0,341
20 - 0,797 0,526 0,334
21 - 0,527 0,460 0,354
22 - 0,611 0,484 0,396
23 - 0,838 0,633 0,452
24 - 0,801 0,580 0,410
25 - 0,724 0,501 0,421
26 - 0,579 0,419 0,251
27 - 0,415 0,277 0,189
28 - 0,931 0,627 0,365
29 - 0,929 0,669 0,443
30 - 0,902 0,699 0,540
31 - 0,687 0,443 0,343
32 - 1,34 1,028 0,721
33 - 0,610 0,416 0,285
34 - 0,613 0,500 0,352
35 - 0,661 0,612 0,562
36 - 0,625 0,411 0,292
37 - 1,093 0,881 0,662
38 - 0,881 0,694 0,485
39 - 0,708 0,615 0,481
40 - 1,185 0,887 0,668
41 - 0,798 0,686 0,509
42 - 0,861 0,661 0,462
43 - 0,458 0,346 0,262
44 - 0,868 0,707 0,486
45 - 0,342 0,277 0,181
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Anexo 3 - Amostras de ovinos negativos e positivos somente a IDGA testadas pelo ELISAi BP26r

(continuacéo).

Ovinos N° IDGA ELISA*
Diluigéo

1:20 1:40 1:80

46 - 1,065 0,858 0,680
47 - 0,731 0,580 0,410
48 - 0,528 0,466 0,334
49 - 0,746 0,572 0,429
50 - 0,840 0,631 0,432
51 - 0,656 0,464 0,364
52 - 0,668 0,478 0,351
53 - 0,654 0,443 0,309
54 - 0,881 0,671 0,455
Negativos 55 - 0,478 0,445 0,253
56 - 0,585 0,369 0,251
57 - 0,843 0,510 0,396
58 - 0,616 0,528 0,374
59 - 0,838 0,695 0,457
60 - 0,611 0,440 0,345
61 - 0,595 0,441 0,308
62 - 0,881 0,605 0,427
63 - 0,603 0,429 0,265
64 - 0,905 0,674 0,399
65 - 1,048 0,633 0,412
66 - 0,729 0,468 0,333
67 - 0,854 0,556 0,366
68 - 0,758 0,547 0,361
69 - 0,691 0,496 0,305
70 - 1,042 0,729 0,463
71 - 0,722 0,483 0,301
72 - 0,678 0,537 0,384
73 - 0,932 0,742 0,429
74 - 0,842 0,568 0,373
75 - 0,618 0,471 0,320
76 - 0,503 0,371 0,284
77 - 0,420 0,303 0,240
78 - 0,790 0,525 0,331
79 - 0,679 0,530 0,320
80 - 0,576 0,428 0,296
81 - 0,791 0,522 0,303
82 - 0,821 0,570 0,362

*Pontos de corte: 1:20 (0,983); 1:40 (0,7) e 1:80 (0,497). Valores calculados pela soma da média de 10

repeticdes do negativo + 2x o desvio padrdo do negativo.
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Anexo 3 - Amostras de ovinos negativos e positivos somente a IDGA testadas pelo ELISAi BP26r

(continuacéo).

Ovinos N° IDGA ELISA*
Diluigéo

1:20 1:40 1:80

83 + 0,990 0,892 0,762
84 + 1,300 1,124 0,918
85 + 1,368 1,138 0,880
86 + 0,936 0,705 0,546
87 + 1,114 1,039 0,803
88 + 0,979 0,835 0,633
89 + 1,348 0,960 0,645
90 + 1,032 0,847 0,684
91 + 0,826 0,743 0,551
92 + 1,444 1,187 0,841
Positivos 93 + 1,264 0,964 0,785
94 + 1,127 0,817 0,544
95 + 2,000 2,064 1,904
96 + 1,353 1,081 0,777
97 + 1,347 0,940 0,628
98 + 0,864 0,672 0,527
99 + 1,259 0,782 0,481
100 + 0,901 0,662 0,44
101 + 0,96 0,648 0,366
102 + 1,232 0,821 0,504
103 + 1,120 0,861 0,673
104 + 1,074 0,914 0,708
105 + 1,040 0,854 0,564
106 + 1,500 1,250 0,802
107 + 1,604 1,227 0,864
108 + 1,231 0,900 0,573
109 + 1,576 1,179 0,858
110 + 1,531 1,437 1,199
111 + 0,985 0,715 0,489
112 + 1,359 0,966 0,729
113 + 1,126 0,819 0,601
114 + 1,123 0,813 0,528
115 + 1,353 1,095 0,814
116 + 0,879 0,736 0,629
117 + 0,802 0,704 0,469
118 + 1,064 0,868 0,818
119 + 0,811 0,642 0,432
120 + 1,057 0,835 0,580
121 + 1,152 0,892 0,631
122 + 0,931 0,537 0,334
123 + 0,735 0,510 0,354
124 + 0,986 0,772 0,628

*Pontos de corte: 1:20 (0,983); 1:40 (0,7) e 1:80 (0,497). Valores calculados pela soma da média de 10

repeticdes do negativo + 2x o desvio padrdo do negativo.
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