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RESUMO

O presente estudo objetiva desenvolver um métodgndstico espécie-especifico para a
infeccdo porBrucella ovisbaseado em PCR e avaliar trés testes sorologispsmiveis, a
IDGA utilizando 2 antigenos e a FC, para o diagodstesta enfermidade. Foram utilizadas 12
janelas de leitura (ORF) como sequéncias-alvo dplificacdo. Amostras de soro, sangue,
sémen, urina, lavado prepucial e 6rgaos de 9 cameixperimentalmente infectados foram
obtidas ao longo de 180 dias de infeccao. Adicineate, amostras biol6gicas de 8 animais
provenientes de rebanho livre da doenca, além derd@stras de sémen provenientes de
rebanhos naturalmente infectados foram obtidas. éodo de PCR apresentou limite de
deteccdo de 0 101,180 UFC/mL em amostras de sémen, urina e lavado pdpuc
respectivamente. Valores semelhantes de sensiglidaspecificidade foram encontrados para
0 método de PCR quando comparado ao isolamenterlzani para as amostras testadas. As
IDGAs apresentaram valores de sensibilidade e #®dmde semelhantes entre si e
estatisticamente superiores a FC. Os resultadisamdque primeiro método de PCR espécie-
especifico demonstrou ser eficiente para o diagmosta infeccdo poB. ovisem amostras
biolégicas de carneiros infectados. Além disso,D&A deve ser preferida a FC para o
diagnéstico desta enfermidade com os antigenomédual

Palavras-chaveéBrucella ovisepididimite, PCR, sémen, urina
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ABSTRACT

The goal of this study was to develop a PCR tegetang specifid. ovisgenomic sequences to
be applied in biological samples from rams anduvalieate three serological tests, AGID using
two antigens and CF, available in for the diagna$isvine brucellosis. Specific primer pairs
were designed targeting 12 open reading frames JOBlBod, serum, semen, urine, preputial
wash, and organs samples were collected from arpatally infected rams through 180 days
post infection. Moreover, biological samples froigh¢ rams belonging t8. ovisfree flock as
well as 40 semen samples from rams belonging twralst infected flocks were obtained. The
limit of detection of this PCR protocol was?1Q0t,10 CFU/mL for semen, urine and prepucial
wash samples, respectively. Similar sensibility apelcificity values were obtained by this PCR
method when compared to bacteriology using theobioal samples. Both ID test presented
similar sensitivity and specificity values and, lbatethods were statistically more efficient than
CF test for the serological diagnosisEf ovisinfection. The results clearly indicate that this
first specific PCR method is highly efficient fdret diagnosis oB. ovisinfection in biological
samples from infected rams. Additionally, ID shobllused, rather than CF, for the serological
diagnosis of this disease with the antigens evetlat

Key-words: Brucella ovis, epididymitis, PCR, semerine
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INTRODUCAO

A brucelose ovina, causada pdbaucella
ovis é uma doenga infecto-contagiosa de
distribuicAo mundial (Burguess, 1982). O
agente é um coco-bacilo Gram negativo
filogeneticamente relacionado ao grupo das
a-proteobactérias. A enfermidade se
caracteriza clinicamente por epididimite
cronica e infertlidade em carneiros
(Biberstein et al., 1964; Searson, 1987) e
ocasionalmente, aborto em ovelhas e
nascimento de cordeiros fracos (Mollelo et
al., 1963; Osbourn e Kennedy, 1966).
Portanto, a infeccdo pdB. ovisresulta em
perdas econdmicas significativas para os
sistemas de produgdo de ovinos, em
decorréncia das falhas reprodutivas e
descarte precoce de animais (McGowan e
Devine, 1960; Webb et al., 1980).

O termo epididimite contagiosa ovina vem
sendo erroneamente empregado para
designar a infeccéo p@&. ovisem carneiros.

(Hartley et al., 1955; Brown et al., 1973;
Ridler et al., 2002). Portanto, ao contrario do
gue ocorre na brucelose bovina, a
manutencéo da infeccdo pBr ovisem um
rebanho ocorre principalmente através do
macho infectado, e este também é o
principal responsavel pela transmissdo da
infeccdo entres os animais. Por esta razéo, o
diagnéstico da brucelose ovina causada por
B. ovisdeve ser realizado fundamentalmente
nos machos da propriedade a ser investigada
(Robles, 2008).

O diagnéstico da infeccdo pdd. ovis €
realizado através de uma associacdo entre
exame clinico, métodos soroldgicos e
isolamento bacteriano em amostras de
sémen (Webb et al., 1980; Burguess, 1982).
Os meétodos sorolégicos mais empregados
sdo a fixacdo de complemento (FC), a
imunodifusdo em gel de agar (IDGA) e
testes imunoenziméaticos (ELISA)
(Burguess, 1982; Blasco, 1990). Testes
sorolégicos podem apresentar resultados
falso-negativos, principalmente em casos de

Apesar de esta bactéria ser reconhecida animais cronicamente infectados (Hicks et

como o principal agente de epididimite em
carneiros sexualmente maduros, diversos

al., 1978; West e Bruce, 1991). Apesar de
ser considerado o diagndéstico definitivo para

outros organismos podem causar alteracdes a infeccdo, o isolamento bacteriano pode ser

clinicas e lesbes semelhantes aquelas
causadas pel. ovis como oActinobacillus

seminis, Histophilus somni, A.
actinomycetemcomitans, Arcanobacterium
pyogenes, Corynebacterium

pseudotuberculosis entre outros,
principalmente em animais mais jovens
(Burguess, 1982; Walker et al., 1986).

ineficaz em detectar animais infectados, uma
vez que a eliminacdo do agente no sémen é
intermitente e animais infectados e
soropositivos podem ndo excretar a bactéria
(Laws et al., 1972; Webb et al., 1980;
Burguess, 1982).

As falhas nos testes diagndésticos
convencionais levaram pesquisadores a
desenvolver métodos moleculares de reacéo

H& um consenso geral entre pesquisadores em cadeia da polimerase (PCR) baseados em

de que a excrecdo d& ovisno sémen de

carneiros infectados seja um fator
importante  na  epidemiologia  desta
enfermidade (Burguess, 1982).

amplificacdo de fragmentos de DNA &e

ovis em amostras de sémen de animais
infectados (Manterola et al., 2003; Saunders
et al., 2007). Embora o método de PCR

Consequentemente, a transmissdo da doencatenha mostrado sensibilidade semelhante ao
ocorre principalmente por via venérea, na isolamento bacteriano, a sequéncia-alvo de
qual a fémea atua de forma passiva, e por DNA utilizada é conservada no genoma de

contato direto entre carneiros infectados todas as espécies classicas do género
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Brucella Portanto, as técnicas de PCR
utilizadas para o diagnoéstico da brucelose
ovina porB. ovisaté o presente momento
sdo incapazes de diferenciar a infeccdo por
B.ovis da infeccdo por outras espécies de
Brucella que infectam ovinos, comda.
melitensis

No Brasil, o crescimento acelerado de
rebanhos ovinos voltados para o corte e a
crescente exigéncia do comeércio
internacional para o controle sanitario
animal, criaram uma demanda significativa
de métodos de diagnésticos eficazes para as
doencas infecto-contagiosas dos animais de
producdo. Porém, h& pouca disponibilidade
de imunorreagentes no mercado nhacional
para realizacdo de diagndstico de doencas de
importancia econbmica na ovinocultura,
incluindo a brucelose ovina pdB. ovis
(Marques, 2006).

Para que haja um controle adequado e
erradicacdo efetiva de uma enfermidade, &
essencial que métodos de diagnostico
eficientes estejam disponiveis (Webb et al.,
1980). Portanto, diante da alta demanda por
métodos eficazes para o diagndstico da
infeccdo porB. ovise da auséncia de uma
técnica de PCR espécie-especifica para esta
doenca, o objetivo do presente trabalho foi
desenvolver um método diagndstico espécie-
especifico baseado em PCR para amostras
bioloégicas de carneiros e avaliar trés testes
soroldgicos disponiveis no Brasil para o
diagnostico da brucelose ovina @@r ovis
Cabe salientar que este projeto resultou
recentemente no depdsito de um pedido de
patente junto ao Instituto Nacional de
Propriedade Industrial (INPI) para o método
de diagndstico da infeccdo pdd. ovis
espécie-especifico desenvolvido e validado
com base na presente dissertacao (“Método
diagnoéstico espécie-especifico 8eucella
ovis e kit diagnostico para deteccdo de
Brucella ovisatravés de reagcdo em cadeia da
polimerase (PCR)”. Protocolo INPI nimero:
014080007113).

14



CAPITULO |: REVISAO DE LITERATURA

INFECCAO POR BRUCELLA OVIS
Agente etioldgico

Bactérias pertencentes ao gén&wcella
sdo consideradas parasitas
facultativos, principalmente de células
fagociticas profissionais como macréfagos,
podendo ser encontradas em outros tipos
celulares como trofoblastos e linfocitos B.
Estes agentes sdo filogeneticamente
relacionados a outros microorganismos
simbidticos, patdégenos de plantas e de
animais do grupo dasi-proteobactérias
(Halling et al., 2005).

As primeiras evidéncias da atuacao Ble
ovis como agente patogénico para ovinos
sdo datadas do inicio dos anos 1950. A

o6timo ocorre quando as culturas séo
encubadas em atmosfera contendo 10% de
C0, a 37°C (Burguess, 1982). Em meios
sélidos, o crescimento ocorre entre 5 a 7 dias
de incubacédo e as col6nias apresentam por

intracelulares volta de 2 mm de diametro, coloracao

acinzentada, morfologia circular, convexa,
macia e de superficie brilhante. Para que
haja crescimento adequado, 0 meio deve ser
enriguecido com soro ou sangue (Burguess,
1982). A B. ovis apresenta morfologia
colonial permanentemente rugosa,
diferentemente de outras espécies classicas
de Brucella (B. melitensis, B. abortus, B.
sui9, que possuem aspecto liso (Alton et al.,
1988). Tal fato pode ser explicado pela
ocorréncia de lipopolissacarideo (LPS) de
parede celular incompleto nd. ovis
resultado da auséncia da cadeia O no LPS

ocorréncia de aborto em ovelhas, associada desta espécie (Diaz et al., 1967).

ao isolamento de microorganismos com
morfologia de coco-bacilos foi descrita na
Nova Zelandia por McFarlane e

colaboradores (1952a). Subsequentemente,

McFarlane e colaboradores (1952b)
concluiram que 0s organismos previamente
isolados eram responséveis por aborto em
ovelhas e epididimite em carneiros. O
mesmo organismo foi isolado nos anos
seguintes em outros paises como Australia
(Simmons e Hall, 1953), Estados Unidos
(McGowan e Schultz, 1956) e Africa do Sul
(Van Rensburg et al.,, 1958). Em 1953,
Buddle e Boyes (1953) caracterizaram o

Epidemiologia

A infeccéo poB. ovisapresenta distribuicdo
mundial, e esta presente em todas as areas
onde a ovinocultura possui importancia
econdmica, com excec¢do da Gra-Bretanha
(Burguess, 1982). Levantamentos
soroldgicos em diferentes regiées do mundo
demonstraram que a prevaléncia da doenca
em rebanhos varia entre 9,1 e 46,7%
(Sergeant, 1994) e, a prevaléncia em
carneiros dentro de um rebanho infectado
varia entre 2,1 e 67 % (Sergeant, 1994,

isolado neozelandés como pertencente ao Torres et al., 1997; Robles et al., 1998). No

género Brucella e, trés anos depois, 0
organismo foi denominadd@rucella ovis
(Buddle, 1956).

A B. ovisé considerada uma bactéria com
morfologia de coco-bacilo Gram negativo

Brasil, a presenca da doenca foi descrita em
diferentes estados. Estudos provenientes do
estado do Rio Grande do Sul apontaram a
prevaléncia média de 13,4% (com variacao
de 6,9 a 50%) de carneiros infectados em
rebanhos positivos (Cardoso et al., 1989;

pequeno, de aproximadamente 0,5 a 0,7 por Magalhdes Neto e Gil-Turnes, 1996). Em
0,6 a 1,5 um. Nao apresenta capsula, ndo éestados do Nordeste brasileiro, onde a

movel, ndo forma endosporos e nao
apresenta coloracao bipolar. O crescimento

ovinocultura tem importédncia econbémica
consideravel, a soroprevaléncia de animais
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positivos variou de 5,57 a 34% (Silva et al., ovina porB. ovisé mais comum em animais
2003; Clementino et al., 2007). sexualmente maduros, com isolamentd@de
Levantamentos soroldgicos realizados em 18 ovis em 79,5% dos casos de lesbes
rebanhos do estado de Sdo Paulo revelaramepididimarias em carneiros acima de 18
a auséncia de evidéncia sorolégica da meses de vida. Porém, a doenca pode

infeccdo porB. ovis nos 15 municipios
avaliados (Marinho e Mathias, 1996).
Estudo recente realizado no estado de Minas
Gerais por Marques (2006) demonstrou que
29,4% das propriedades mineiras
apresentam animais soropositivos p&a
ovis e, dentro das propriedades positivas,
uma meédia de 5,3% dos animais sao
reagentes aos testes soroldgicos.

A infeccd@o natural poB. ovisé considerada
praticamente exclusiva de ovinos
domésticos (Santos et al., 2005) com menor
soroprevaléncia em carneiros da raga Merino
(Sergeant, 1994). Porém, a infeccao pode
também ocorrer de forma natural em
cervideos Cervus elaphus, Odocoileus
virginianug (Barron et al., 1985; Ridler e
West, 2002) e carneiros selvager@vié
musimon originarios da Sardinia e Corsega

ocorrer em animais jovens, com até quatro
meses de idade (Burguess, 1982) e em
rebanhos jamais utilizados para reproducao
(Bulgin, 1990).

A presenca do agente no sémen de animais
infectados é considerada a principal fonte de
infeccdo da doenca (Burguess, 1982).
Acredita-se que a transmissdo natural da
brucelose ovina porB. ovis ocorra
primariamente por via venérea ou infeccéo
de membranas mucosas, primariamente
peniana, prepucial, retal e nasal (Burguess,
1982), apesar de todas as vias de
transmissdo da enfermidade ndo serem
conhecidas (Paolicchi, 2001). Hartley e
colaboradores (1955) demonstraram o papel
importante da fémea infectada na
transmissdo da bactéria, quando esta copula
com um carneiro susceptivel apos copular

(Cerri et al.,, 2002). Enquanto os carneiros com um carneiro infectado no mesmo
selvagens aparentemente sdo resistentes dperiodo de estro. Padrdo semelhante de
doenca, em cervideos, o quadro clinico transmissdo foi observado entre cervideos
observado é semelhante aquele descrito em (Cervus elaphys (Ridler et al., 2002). O
ovinos domésticos (Ridler et al., 2002). O contato de animais susceptiveis com
ovino doméstico é, inclusive, capaz de placenta contaminada nado representa um
transmitir a infeccdo para o0s cervideos risco importante de infecgdo, ao contrario do
guando ambas as espécies sdo mantidas noque ocorre na brucelose bovina (Hartley et
mesmo piquete (Ridler et al.,, 2000). al., 1955). A transmissdo natural da doenca
Caprinos podem ser experimentalmente ainda pode acontecer por contato direto
infectados porB. ovis e sd0 capazes de entre carneiros, ou carneiros e cervideos,
eliminar a bactéria no sémen. Este fato pode mantidos no mesmo piquete ou baia (Brown
ter algum significado epidemioldgico et al., 1973, Ridler et al., 2000). Neste caso,
guando esta espécie é mantida em contatoa infeccdo ocorre através do ambiente
direto com ovinos (Burguess et al., 1985). contaminado por secrecdes de animais ou,
Dentre as espécies de animais de laboratdrio principalmente, através do comportamento
experimentalmente infectadas, o gerbil homossexual exacerbado desta espécie,
(Meriones unguiculatysapresentou o maior  evidenciado pela observacdo de fezes em
potencial para ser utilizado como modelo de prepuacio de carneiros mantidos com outros
infeccdo por B. ovis (Cuba-Capara6 e machos (Hartley et al., 1955; Burguess et al.,
Myers, 1973). 1982).

Walker e colaboradores (1986) A infeccdo experimental de carneiros cBm
demonstraram que a ocorréncia de brucelose ovis foi realizada por inoculagédo
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intratesticular (Buddle e Boyes, 1953; as primeiras lesdes epididimarias palpaveis
Simmons e Hall, 1953) ou intravenosa comecam a aparecem em animais
(Buddle e Boyes, 1953). O uso de sémen naturalmente infectados a campo. Em
sabidamente infectado ou de suspensao animais submetidos a infeccdo experimental,
contendo microorganismos viaveis também as lesdes tendem a aparecer entre 15 e 45
foi eficiente em reproduzir a doenca quando dias pés-inoculacdo (Robles, 2008).

a inoculacdo foi realizada por diferentes

vias: intraprepucial (Buddle e Boyes, 1953; A remissao dos sinais clinicos apos algumas
Simmons e Hall, 1953; Laws et al.,, 1972; semanas de infeccdo € frequentemente
Webb et al, 1980), intraconjuntival relatada (Laws et al., 1972; Burguess, 1982;
(Biberstein et al., 1964; Brown et al., 1973) Worthington et al., 1985; Plant et al., 1986),
e intranasal (Burguess, 1982). Nestes apesar de o sémen destes animais continuar
estudos, o percentual de carneiros que a apresentar baixa qualidade (Cameron e
apresentaram evidéncias soroldgicas, Lauerman, 1976). Hughes e Claxton (1968)
bacteriologicas e clinicas da doencga variou descrevem a eliminacao 8e ovisno sémen
entre 68 e 100%. Em fémeas, infec¢cdes de animais clinicamente normais por longos
experimentais utilizando via intravenosa periodos. Estes animais assintomaticos
(McFarlane et al., 19522 ; Buddle e Boyes, podem, inclusive, apresentar fertilidade
1953; Molello et al, 1963), via normal representando um risco importante
intraconjuntival (McGowan et al., 1961) ou para a dissemina¢do da doenca no rebanho.
intravaginal (Muhammed et al.,, 1975)

resultaram em morte fetal esporadica e A infeccdo porB. ovisresulta em alteragtes
ocorréncia de natimortos e nascimento de significativas dos parametros espermaticos

cordeiros fracos. (Burguess et al.,, 1982) mais evidentes
guanto mais acentuadas forem as lesdes nos
Manifestacdes clinicas epididimos (Cameron e Lauerman, 1976).

As alteracBes clinicas decorrentes da
Animais acometidos pela brucelose ovina infeccdo levam a diminuicdo do nimero de
por B. ovis apresentam primariamente espermatozoides no ejaculado, diminuicdo
alteracbes de O6rgdos sexuais, com énfasede motilidade dos mesmos e aumento de
para os epididimos (Burguess, 1982). patologias espermaticas (Cameron e
Frequentemente, a cauda do epididimo, e Lauerman, 1976; Cardoso et al., 1989;
por vezes 0 corpo e a cabeca do o6rgdo, Ridler et al, 2002). As alteracbes
apresenta aumento de volume unilateral com espermaticas mais observadas sao defeitos
consisténcia firme a palpacdo (Cameron e de peca intermediaria e de cauda, além de
Lauerman, 1976; Blasco, 1990). Os cabecas isoladas (Kimberling et al., 1986).
testiculos podem apresentar consisténcia
flacida e diminuicdo de volume em Em fémeas, a principal alteracdo clinica
decorréncia de degeneragdo testicular descrita € a ocorréncia de aborto e
secundaria a alteracdo epididimaria. As nascimento de cordeiros fracos (Burguess,
glandulas acessorias, nhotoriamente a 1982). Os abortos, se presentes (Muhammed
vesicula seminal, sdo também afetadas et al., 1975), tendem a acontecer em torno de
(Foster et al., 1987), porém suas alteracdes 30 dias apds o inicio da gestacdo (Osburn e
clinicas sdo pouco evidentes em um exame Kennedy, 1966), podendo acometer 39% de

rotineiro. Os sinais clinicos iniciais, ovelhas gestantes inoculadas
caracteristicos de infeccdo aguda como experimentalmente (Meinershagen et al.,
febre, perda de apetite e respiracdo agitada 1974). Infeccbes experimentais

também ndo sdo usualmente notados demonstraram ainda que a infeccdo Bor
(Robles, 2008). N&o se sabe ao certo quando ovispode resultar em até 29% de nascimento
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de cordeiros fracos ou natimortos (Grillé6 et A B. ovispode ser ocasionalmente isolada
al.,, 1999), e em comprometimento do de sitios sistémicos de infec¢do como baco,
desempenho reprodutivo da ovelha em figado, rins, pulméo e linfonodos (Laws et
decorréncia de vaginite e endometrite devido al., 1972; Worthington et al., 1984; Searson,
a transmissdo do agente por ocasido da 1987). Apesar de haver colonizacdo por

copula (Homes et al., 1994). vezes significativa destes sitios pelo agente,
lesdes evidentes tanto macroscopicamente
Patogénese e patologia guanto microscopicamente ndo séo descritas

(Burguess, 1982; Searson, 1987). Portanto, a
Assim como descrito para outras espécies do importancia dos 6rgdos sistémicos esta
género (Carvalho Neta et al., 2009; Xavier et relacionada exclusivamente a persisténcia da
al., 2009b), &B. ovispossui capacidade de bactéria no animal afetado, e ndo a
sobrevivéncia e multiplicacdo em células ocorréncia de lesdes que possam ser
fagociticas, notoriamente macrofagos relacionadas a presenca da bactéria no tecido
(Paolicchi, 2001). Estudo de patogénese (Biberstein et al., 1964).
realizado por Biberstein et al. (1964)
baseado em bacteriologia de 6rgdos em No carneiro, as lesbBes resultantes de
diferentes  tempos apds inoculacdo brucelose ovina por B. ovis com

experimental de carneiros via confirmacdo bacterioldgica, estao
intraconjuntival, demonstrou uma concentradas principalmente na cauda do
progressao lenta da infeccdo. epididimo (Searson, 1987), ampola do ducto

Aparentemente, o0 agente desencadeia umadeferente e glandula vesicular (Foster et al.,
infeccdo local na mucosa exposta por 1987). Alteracbes macroscopicas sao
aproximadamente 30 dias, quando entdo geralmente observadas nos epididimos apoés
evolui para um processo regional, a formagdo de granuloma espermatico
acometendo os linfonodos préximos a (Santos et al.,, 2005), em conseqiiéncia de
mucosa afetada. O estdgio bacterémico estase espermatica e subseqlente
somente se instala por volta de dois meses extravasamento de esperma para o intersticio
pos-infeccdo, quando o organismo atinge o (Burguess, 1982). Este extravasamento pode
trato genital, baco, rins e figado, e passa a desencadear uma reacdo imune anti-
sobreviver nestes 0Orgdos por tempo espermatica, com possiveis implicacdes na
indeterminado. patogénese da infertilidade associada a
infeccdo pomB. ovis(Paolicchi et al., 2000).
Uma vez presente no trato genital do animal As glandulas vesiculares podem apresentar
afetado, a eliminacdo deB. ovis aumento de volume, com ductos
principalmente pelo sémen passa a ocorrer preenchidos por liquido, e a interrup¢do da
(Burguess, 1982). Nem todo carneiro espermatogénese pode resultar em atrofia
infectado excreta o organismo no sémen, e a testicular (Santos et al., 2005).
excrecdo, na maioria das vezes, ocorre de
forma intermitente (Laws et al, 1972; Webb Microscopicamente, o epididimo afetado
et al., 1980; Worthington et al., 1985, West e apresenta edema intersticial, fibrose e
Bruce, 1991). Biberstein e colaboradores infiltracdo perivascular de linfocitos e
(1964) descreveram a excrecao Bleovis plasmocitos (Searson et al., 1987; Santos et
no sémen por periodos superiores a seis al.,, 2005). Ja as lesGes histoldgicas de
meses em 45 de 48 animais inoculados via glandulas vesiculares e ampolas afetadas
intraconjuntival. Ja Laws e colaboradores consistem de infiltrado inflamatério
(1972) demonstraram a presenca do agente intersticial e intraepitelial de linfocitos,
no sémen de somente 6 de 25 animais macrofagos, plasmécitos e raros neutréfilos
experimentalmente infectados. (Foster et al., 1987). As glandulas bulbo-
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uretrais e préstata normalmente nao

DIAGNOSTICO DA INFECCAO POR

apresentam alteracdes significativas (Santos BRUCELLA OVIS

et al., 2005). Curiosamente, vesiculite

seminal e ampulite podem estar presentes A erradicacdo eficiente da infeccdo [@r

em animais sem lesdes microscopicas
aparentes nos epididimos (Foster et al.,
1987).

Na ovelha, é importante ressaltar que outras
espécies do géneRrucella (B. melitensie
B. abortu3 possuem maior potencial

patogénico para a indugcdo de aborto (Santos satisfatério.

ovis em rebanhos afetados depende da
habilidade dos testes diagndsticos nao so6 de
identificar todos os animais infectados,
como também de evitar 0 descarte
desnecessério de carneiros saudaveis (West
e Bruce, 1991). Watt (1972) afirma que nao
h&a um Unico método diagndstico totalmente
Portanto, o diagndstico da

et al., 2005), a semelhanca do que ocorre na brucelose ovingpor B. ovisem carneiros

infeccdo de vacas gestantes cBmabortus
(Xavier et al., 2009a). Ainda assim, a
infeccdo porB. ovisem animais gestantes

deve ser realizado através de exame clinico
associado a coletas sucessivas de amostras,
sendo que estas devem ser submetidas

pode resultar em placentite, mais acentuada concomitantemente a testes sorolégicos e

nas regioes intercotiledonarias e
caracterizada  macroscopicamente  por
acumulo de material amarelado fibrinoso
sobre o cérion intercodiledonario e

espessamento da membrana cério-alantéide

em decorréncia de edema. (Molello et al.,
1963; Osbourn e Kennedy, 1966). Lesdes
histolégicas consistem de necrose de

pesquisa direta do agente no sémen de
animais suspeitos (Lawrence, 1961).

Exame clinico
A realizacdo de exame clinico da genitalia

externa de carneiros, com énfase para a
palpacao escrotal, € considerada uma técnica

trofoblastos associada a presenca do agente,vélida para o diagnéstico de epididimite em

infiltrado composto por neutréfilos e
macréfagos e lesdo vascular evidente
(Osbourn e Kennedy, 1966).

ovinos (Watt, 1972). O exame é capaz de
detectar alteragbes macroscépicas que
afetam a fertilidade, possui baixo custo e o
diagnéstico clinico pode ser informado

Fetos abortados podem apresentar altos imediatamente ao proprietario (Webb et al.,

titulos de anticorpos ani: ovis(Osbourn e
Kennedy, 1966). Por muitas vezes, o0s
produtos de abortamento encontram-se

1980).

A palpacdo escrotal mostra-se ineficiente

autolizados, sdo pequenos para a sua idadequando lesdes cronicas sofrem regressdo ao

gestacional e apresentam peritonite fibrinosa
como Unica alteragcdo macroscopica evidente
(Osbourn e Kennedy, 1966; Santos et al.,
2005). Lesdes histoldgicas fetais incluem
hiperplasia linféide peribronquiolar, edema
de septo alveolar e infiltrado inflamatorio
intersticial composto  por  linfécitos,
plasmocitos e macréfagos (Osbourn e
Kennedy, 1966; Burguess, 1982). Acumulo
discreto de neutréfilos nos espacos porta do
figado também pode ser observado em
alguns casos (Ousbourn e Kennedy, 1966;
Libal e Kirkbride, 1983).

ponto de tornarem-se ndo detectaveis ao
toque (Webb et al., 1980). Além disso,
diversos estudos (Biberstein, 1964; Hughes
e Claxton, 1968; Worthington et al., 1985;
Plant et al., 1986) demonstram que animais
sem alteracbes clinicas evidentes, séao
capazes de eliminaB. ovisno sémen. Em
ambos 0s casos, carneiros infectados seriam
considerados clinicamente normais (Webb et

al.,, 1980). A técnica ainda possui a
desvantagem de ndo diferenciar a
epididimite causada porB. ovis da

epididimite em conseqléncia de infeccao
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por diversos outros agentes bacterianos A fixacdo de complemento é considerada o
(Hughes e Claxton, 1968). teste soroldgico padrdo para o diagnéstico
da brucelose ovina em programas de
O exame de esfregacos de sémen coradoserradicacdo da doenca na Australia e Nova
por técnicas como Giemsa para a Zelandia (Burguess, 1982; Plant et al., 1986;
evidenciagcdo de células inflamatérias, West e Bruce, 1991). A deteccao de animais
particularmente neutréfilos, pode ser soropositivos pode ocorrer a partir de duas
utiizado como um método auxiliar a semanas pos-inoculagdo e a maioria dos
palpacdo escrotal no diagnéstico da animais apresentam titulos positivos a partir
brucelose ovina (Burguess, 1982). Webb et de 4 a 5 semanas, com titulos maximos
al. (1980) demonstraram que a presenca de sendo atingidos as 9 semanas poés-inoculacao
células inflamatérias no sémen pode ser (Biberstein et al., 1964; Webb et al., 1980).
considerada como o primeiro indicativo para
a ocorréncia de infeccao, estando presente aO teste é considerado altamente especifico, e
partir de 2 semanas apds a inoculacdo sua especificidade estd diretamente
experimental. Porém, assim como o exame relacionada ao modo de extracdo do
clinico, a presenca de neutréfilos no sémen antigeno utilizado (Santos et al., 2005).
ndo é especifica de nenhum patégeno em Enquanto antigenos obtidos por ultra-som
particular (Webb et al., 1980; Burguess, tiveram seu uso interrompido por
1982). apresentarem reacdo cruzada com outras
espécies deBrucella (Diaz et al., 1967),
antigenos sollveis obtidos por aquecimento
e posterior centrifugacdo de suspensdes
Ao contrario de outras espéciesBleicella salinas dd3. ovisapresentaram resultados de
a B. ovis assim como 8. canis apresenta  especificidade satisfatérios (Myers e Siniuk,
morfologia de colénia permanentemente 1970).
rugosa, em consequéncia da auséncia da
cadeia O em seu lipolissacarideo (LPS) de Apesar de ser um teste amplamente utilizado
parede celular (Diaz et al., 1967). A maioria em programas de erradicacdo, dificuldades
dos testes sorolégicos convencionais para consideraveis vem sendo relatadas no
deteccdo de brucelose tem como alvo desenvolvimento e aplicacdo de um teste de
anticorpos produzidos contra a cadeia O de FC satisfatorio (Burguess, 1982). O método
LPS. Portanto, estas provas soroldgicas ndo de  diagnostico  possui  desvantagens
sdo indicadas para o diagndstico da significativas relacionadas a sua

Métodos soroldgicos

brucelose ovina poB. ovis (Alton et al.,
1988).

Diversos métodos soroldgicos podem ser
utilizados para detectar anticorpos coridra
ovis Alguns, porém, foram abandonados por
apresentarem  baixa  sensibilidade e
especificidade, ou por serem pouco préaticos
(Santos et al., 2005). Dentre as provas mais
utilizadas, destacam-se a imunodifusdo em
gel de agar (IDGA) (Myers e Siniuk, 1970),
fixacdo de complemento (FC) (Clapp, 1955;
Alton, 1988) e ELISA indireta (Gall et al.,
2003; Raobles, 2008).

complexidade de execucédo, necessidade de
inativagdo do soro por calor, atividade
anticomplementar de algumas amostras e a
ocorréncia de fenbmeno de prozona (Blasco,
1990). Além disso, diversos autores
demonstraram falhas deste teste diagndstico
em detectar animais infectados rovis
principalmente em casos de infec¢do cronica
(Hicks et al., 1978; Hughes, 1982; West e
Bruce, 1991; West et al., 1993). Em
consequéncia disso, testes diagndsticos
alternativos passaram a ser desenvolvidos.
Em decorréncia de sua alta sensibilidade,
simplicidade de execucdo e praticidade, o
teste de imunodifusdo em gel de agar vem
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sendo utilizado pra o diagnéstico de rotina
da brucelose ovina poB. ovis no Brasil
(MANUAL..., 2008). Os testes de IDGA
usualmente utilizam antigenos de parede
celular ou citoplasméticos para a deteccao
de B. ovis (Blasco, 1990) e baseia-se na
formacdo de complexo antigeno-anticorpo
insoluvel que se precipita no gel, formando
uma linha de precipitagdo visivel apés 72
horas de incubacao (Myers e Siniuk, 1970).

Testes imunoenzimaticos (ELISA) também
podem ser utilizados para o diagndéstico da
brucelose ovina pdB. ovis(Vigliocco et al.,
1997; Gall et al., 2003). O ELISA indireto
vem sendo apontado como a prova mais
sensivel e especifica para o diagndstico
sorolégico da infeccdo porB. ovis
(Worthington et al., 1984; Gall et al., 2003;

doenca. Ainda, Ficapal e colaboradores
(1998) observaram que h& um aumento de
55,1% na sensibilidade do diagnéstico
sorolégico quando este era realizado
simultaneamente pelas provas de IDGA e
FC.

Isolamento bacteriano

O isolamento deB. ovis no sémen de
carneiros é considerado o diagnéstico
definitivo da doenca (Burguess, 1982). Este
método diagndstico possui grande valor,
uma vez que outros agentes bacterianos
podem causar lesdes semelhantes aquelas
apresentadas por animais infectados Bor
ovis(Walker et al., 1986)

A identificacdo do microorganismo no

Robles, 2008). Este teste possui a vantagem sémen € um indicador confiavel da presenca

de apresentar uma leitura objetiva com o
auxilio de um espectrofotbmetro, utilizacdo

de infeccéo principalmente a partir de cinco
semanas pos-inoculacdo (Webb et al., 1980),

de quantidades minimas de reagentes e soro,porém a auséncia de deteccdo pode ser de
e o processamento de grande numero de significAncia questionavel (Burguess, 1982).

amostras ao mesmo tempo (Robles, 2008).

Comparacdes entre os testes de FC, IDGA e
ELISA concluiram que o Ultimo apresenta
melhores resultados individuais
(Worthington et al., 1984; Marin et al.,
1989; Blasco, 1990). Worthington e
colaboradores (1984) demonstraram que o
ELISA apresentou sensibilidade de 97,2%,
enquanto os testes de IDGA e FC
apresentaram sensibilidade de 96,3% e

Tal fato se deve a eliminagdo do agente no
sémen ser intermitente (Laws et al, 1972;
Webb et al., 1980; Worthington et al., 1985;
West e Bruce, 1991) e, por muitas vezes,
carneiros com alteragdes epididimérias e
reacao soroldgica positiva ndo eliminarem o
agente no sémen (Burguess, 1982). Porém,
diversos pesquisadores (Hicks et al., 1978;
Hughes, 1982; West e Bruce, 1991) relatam
identificacdo de animais infectados pBr
ovis somente através de isolamento

91,7% respectivamente. Somente o teste de bacteriano, quando testes soroldgicos foram

IDGA foi 100% especifico. Resultados
semelhantes foram obtidos por Marin e
colaboradores (1989) com valores de
sensibilidade de 97,6%, 96,4% e 92,7% para
os testes de ELISA, IDGA e FC,
respectivamente. Como alguns soros foram
positivos no testes de IDGA e ELISA e
negativos no teste de FC e vice-versa, 0s
autores recomendam a utilizacdo de pelo
menos dois testes soroldgicos no diagndstico
da brucelose ovina pdB. ovis A mesma
recomendacdo é realizada por West e Bruce
(1991) em programas de erradicacdo da

incapazes de fazé-lo.

Para que a sensibilidade do isolamento
bacteriano seja aumentada, trés a quatro
amostras de sémen devem ser coletadas em
intervalos semanais (Blasco, 1983). As
amostras de sémen devem ser plaqueadas
em meio seletivo Thayer-Martin modificado
gue contém os antibidticos nitrofurantoina e
o inibidor VCN (vancomicina, colistina,
nistatina) (Brown et al., 1971), uma vez que
a contaminacdo ambiental pode dificultar a
identificacdo do agente (Hughes e Claxton,
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1968; Blasco, 1990). O cultivo deve ser
realizado em ambiente com 5 a 10% de, CO

gene gue codifica a proteina de membrana
externa de 43-kDa dBrucella abortusS19.

a 37° C e a leitura das placas realizadas apésDois anos depois, Hernan e De Ridder

5 a 7 dias de incubacéo. As colbniasBie

(1992) exploraram o gene 16S rRNA para o

ovis sdo pequenas, de bordos regulares e desenvolvimento de uma PCR baseada na
coloracéo variando de branca a amarronzada amplificagdo de um produto de 800 pb

(Alton et al., 1988). Em provas bioguimicas
confirmatdrias,B. ovis € urease negativa,
nao redutora de nitrato a nitrito, catalase
positiva e oxidase negativa, ndo produtora
de HS e geralmente cresce em
concentracdes-padrao de tionina e fucsina
(Blasco, 1990).

Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR)

O ‘“padrdo-ouro” para o diagnéstico
definitivo de animais suspeitos de brucelose
continua a ser o isolamento bacteriano de
tecidos do hospedeiro, leite e fluidos
corporais, seguido de caracterizacdo
bacteriolégica por provas biogquimicas
(Alton et al., 1988). Porém, o processo de
identificacdo bacteriolégico pode demorar

conservado nas espécies classicas do género.
Outros autores utilizaram o mesmo gene
para amplificacdo de outras sequéncias-alvo
de PCR (Romero et al., 1995; Rijpens et al.,
1996). A sequéncia de genes que codificam
a proteina de superficie dBrucella de
31kDa (bscp31) também foi alvo de estudo
por Baily e colaboradores (1992). Costa et
al. (1996) testaram as espécies classicas de
Brucella mediante a amplificacdo de
fragmentos de 223pb do gene bscp3l e
demonstraram que todas as espécies do
género poderiam ser reconhecidas, sem
distingdo entre elas. Desde entdo, 0 método
de diagnéstico baseado em PCR vem sendo
amplamente utilizado para a deteccdo de
Brucella em diferentes amostras biol6gicas
como sangue, leite, sémen e O6rgdos de

periodos superiores a duas semanas, sdoanimais suspeitos (Romero e Lopez-Goni,

complexos e requerem que o
microorganismos esteja viavel para que haja
crescimento em cultivo (Bricker, 2002).

Testes moleculares baseados em PCR

1999; Cortez et al., 2001; Manterola et al.,
2003; O’Leary et al., 2006; Saunders et al.,
2007).

podem ser considerados uma alternativa pra Bricker e Halling (1994) desenvolveram
0s entraves apresentados pelo isolamento uma PCR baseada na amplificacdo do

bacteriano, uma vez que tém demonstrado

elemento de insercdo 711 (1IS711 ou 1S6501)

ser mais rapidos e mais sensiveis que 0s presente em mudltiplas copias no genoma de

métodos  tradicionais de

(Bricker, 2002).

diagnéstico

A técnica de PCR baseia-se na amplificacédo

todas as espécies classicasBiacella A
suposta alta sensibilidade de uma PCR em
gue h varias cépias do alvo de amplificacédo
no genoma do organismo-alvo, levou

se sequUéncias especificas de DNA presentesManterola et al. (2003) a desenvolverem 0

no genoma de um determinado ser vivo.
Como o génerdrucella possui o genoma

primeiro teste diagnostico baseado em PCR
para amostras biolégicas de carneiros

amplamente conservado entre as espeéciesinfectados porB. ovis Neste estudo, 50%

(Halling et al., 2005), a maioria das PCRs

(26/52) de amostras de animais com

desenvolvidas sao género-especificas, ou evidéncia sorolégica de infec¢do frovis

seja, amplificam sequéncias de DNA
comuns as diferentes espéciesBlacella
Fekete e colaboradores (1990) relataram o
primeiro ensaio de diagndstico baseado em
PCR para o génerBrucellg resultante da
amplificacdo de um seguimento de 635pb do

foram positivas para bacteriologia e, dentre
estas amostras positivas, 84,6% (22/26)
também foram positivas por PCR. Além
disso, houve 0,91 de concordancia entre os
resultados de isolamento e PCR. Os autores
concluiram que a técnica de PCR
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desenvolvida poderia ser utilizada como
diagnostico auxiliar da infeccéo pBr ovis

(1996), baseada em polimorfismos presentes
nas sequéncias dos ger@ap2Ae omp2B

gue codificam proteinas externas de

Saunders et al. (2007) desenvolveram uma membrana em todas as espécies classicas do

técnica de PCR multiplex utilizando as
mesmas sequéncias-alvo descritas por

género.

Manterola et al. (2003), com o objetivo de Além do PCR denominado convencional,

detectar a presenca d8rucella ovis,
Actinobacillus seminie Histophilus somni
em amostras de sémen ovino fresco e
provenientes de centrais de inseminacdo. A
PCR desenvolvida foi igualmente capaz de
detectar a presenca d& ovis em sémen

diversos autores vém desenvolvendo o
diagnostico da infeccao p8rucellaatravés

da técnica de PCR em tempo real
(Bounaadja et al., 2009). Os métodos
usualmente utilizam como alvo, as

sequéncias genéticas conservadas entre as

infectado quando comparada a bacteriologia, espécies, como IS711 e o gebesp3l
ambas apresentando trés amostras positivas(Debeaumont et al., 2005; Navarro et al.,
entre 295 disponiveis. Além disso, a técnica 2006; Al Dahouk et al., 2007; Bounaadja et
mostrou-se superior a bacteriologia na al, 2009). O PCR em tempo real possui as
identificacdo de amostras infectadas por vantagens de execucdo mais rapida e facil,
seminis e H. somnj sendo também limitar a possibilidade de contaminagdo do
considerada pelos autores como uma DNA utilizado e permitir a quantificacao
ferramenta valida para o diagnostico destas dos produtos de DNA avaliados (Bounaadja
trés enfermidades. et al., 2009).

A técnica de PCR ainda possui aplicagio CONTROLE DA
importante quando a identificacdo da espécie BRUCELLA OVIS
de Brucella torna-se necessaria, como em

estudos epidemioldgicos e programas de Em paises onde ha alta prevaléncia da
erradicacdo (Bricker, 2002). Porém, métodos doenca, programas de controle baseados em
de PCR denominados diferenciais, ou seja, vacinacdo, seguidos de teste e sacrificio de
capazes de distinguir as diferentes espécies animais positivos revelaram ser praticos e

INFECCAO POR

de Brucella sdo essencialmente mais
complexos e dificeis de serem realizados
(Bricker, 2002). Dentre as diversas técnicas
disponiveis, destaca-se 0
AbortusMelitensisOvisSuis (AMOS) PCR,
capaz de diferencid. abortusbiovares 1, 2

e 4;B. melitensisB. ovise B. suishiovar 1.

O principio da técnica baseia-se no fato de

econdmicos (Santos et al., 2005). Em paises
onde a prevaléncia da brucelose ovina é
baixa, programas de erradicacdo baseados
em associacdo de testes soroldgicos e
bacteriologicos seguidos de sacrificio

realizados em intervalos de semestrais ou
anuais também revelaram ser eficientes
(Clapp et al., 1962; Burguess, 1982; West e

que, apesar do numero de copias e a Bruce, 1991).

localizacdo do elemento de insercédo IS771

ser tipicamente conservados nas espécies deBuddle (1954) desenvolveu uma vacina

Brucella, a maioria das espécies possui pelo
menos uma coOpia deste elemento em
localizacdo Unica em seu Cromossomo
(Bricker e Halling, 1994). A diferenciacéo
de espécies d8rucella também pode ser
realizada através da técnica de PCR-RLFP
(Restriction Fragment Lenght Polymorfism
descrita por Cloeckaert e colaboradores

baseada em bacterina Be ovis preparada

em emulsdo salina em dleo, cuja
imunogenicidade foi melhorada pela adi¢édo
de B. abortusS19 (Buddle, 1958). Reacdes
adversas a vacina incluiram excrecao da
amostras S19 no sémen dos carneiros
imunizados (Hughes e Claxton, 1968),
ocorréncia de epididimite e interferéncia
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com o diagnéstico sorolégico (Blasco,
1990).

A utilizacdo de vacinas preparadas a partir
da amostra atenuada BemelitensiREV 1
conferiu imunidade em mais de 80% dos
animais vacinados (Marin et al., 1990). Esta
vacina tem sido amplamente utilizada em
paises onde h& infeccdo tanto fr ovis
quanto B. melitensis(Santos et al., 2005).
Entretanto, a vacina baseada na amostra
REV 1 ndo possui aceitacdo em paises,
como o Brasil, onde &. melitensisé
exobtica, uma vez que ha interferéncia com
resultados sorolégicos e esta amostra pode
ser patogénica para o homem (Burguess,
1982).

Até o presente momento ndo ha tratamento
efetivo pra a enfermidade e, apesar da
ocorréncia de regressdao de lesdes
macroscopicas dos animais afetados, a
fertilidade do rebanho infectado pBr ovis
fica permanentemente  comprometida.
Portanto, o conhecimento da epidemiologia
desta doenca, a identificagcdo e eliminacdo de
carneiros positivos nos diferentes testes
diagnésticos e/ou com lesdes genitais deve
ser a base para impedir a perpetuacdo da
brucelose ovina em um rebanho (Clementino
et al., 2007).
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CAPITULO I

Desenvolvimento e avaliacdo de método de PCR esgéespecifico para
diagnostico da infeccdo poBrucella ovisem amostras de sémen, urina, lavado
prepucial e drgaos de carneiros

consequéncia, a diferenciagcdo da infeccéo
INTRODUCAO entre estes dois agentes torna-se necessaria

para o estabelecimento de um programa de
O diagndstico da brucelose ovina € realizado controle eficiente e para monitoramento de
através de uma associagdo entre exameagentes zoondticos em paises livres, ou
clinico, provas sorolégicas e isolamento mesmo naqueles em que a brucelose humana
bacteriano em amostras de sémen de animaispor B. melitensigsta presente.
infectados (Webb et al., 1980; Burguess,
1982). A associacdo de provas é necessaria, Tsolis e colaboradores (2009) realizaram o
uma vez que um s6 método de diagndstico sequenciamento completo do genoma da
ndo € considerado eficiente para a amostra de referéncia ATCC25840 &e
identificacdo de todos os animais ovis (também conhecida como 63/290 ou
acometidos (Lawrence, 1961; Watt, 1972). NCTC10512), isolada originalmente na
Diante de falhas apresentadas pelos métodosAustralia (Buddle, 1956). Este trabalho
de diagnéstico convencionais (Hicks et al., resultou na identificacdo de um segmento do
1978; Burguess, 1982; Hughes, 1982; West cromossomo Il, contendo 28 janelas abertas
e Bruce, 1991), métodos moleculares de de leitura (ORF, do inglésopen reading
reacdo em cadeia da polimerase (PCR) frame ausentes nas demais espécies de
baseados em amplificacdo de fragmentos de Brucella j& sequenciadas, que incluei
DNA de B. ovisem amostras de sémen de melitensis(Delvechio et al.,, 2002)B. suis
animais infectados foram propostos por (Paulsen et al., 2002) e as amostras 9-941,
alguns autores (Manterola et al., 2003; 2308 e amostra vacinal B19 @ abortus
Saunders et al., 2007). Contudo, os métodos (Halling et al., 2005; Chain et al., 2005;
de PCR disponiveis atualmente, utilizam Crasta et al., 2008).
sequéncias-alvo conservadas entre as
diferentes espécies do génerucella Considerando o potencial destas ORF como
(Manterola et al., 2003; Saunders et al., alvos para amplificacdo no desenvolvimento
2007). Portanto, até o presente momento, de testes de diagnéstico especificos [Bara
ndo ha uma técnica de PCR espécie- ovis a auséncia de um método de PCR
especifica parB. ovis. espécie-especifico para a identificacdo da

infeccdo pomB. ovis e a necessidade de um
A auséncia de diferenciacdo entre espécies teste diagnostico pratico e eficiente para a
deBrucellapode ser tornar um problema de brucelose ovina, o objetivo do presente
salude publica, uma vez que ovinos sao os trabalho foi desenvolver e validar um
hospedeiros ndo s6 &e ovis como também método  diagnéstico  espécie-especifico
deB. melitensigBlasco, 1990). Enquant. baseado em PCR para amostras de sémen,
ovis €, aparentemente, ndo-virulenta para urina, lavado prepucial e 0Orgdos de
humanos,B. melitensis espécie exodtica no  carneiros.
Brasil, € considerada a espécie com maior
potencial zoono6tico, podendo inclusive ser
utilizada como arma biolégica. Em
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MATERIAL E METODOS suspensdao inicial, com o objetivo de obter
novas suspensdes contendo concentracdes
Especificidade dos inicializadores e entre 10 e 16 UFC/mL deB. ovis Todas as
sensibilidade analitica concentracdes dB. ovisforam confirmadas
por plagueamento de 100 pL das suspensotes
Para a determinacdo da especificidade dos nas diluicdes 16 10° e 10° em meio GC
inicializadores utilizados em relacéo a outras (DIFCO, EUA) acrescido de hemoglobina

espécies classicas do génBracella foram bovina (BBL, EUA) e contagem das

obtidas amostras de referéncia d& colénias apos 5 dias de incubag¢do. Amostras
melitensis (amostra 16M) B. abortus frescas de sémen, sangue, urina e lavado
(amostra 2308)B. suis(amostra 1330)B. prepucial de ovinos machos sabidamente

canis e B. neotomaé®ara a verificacdo de negativos paraB. ovis provenientes de
que as sequéncias genéticas estudadas erammebanho com 100% de sorologia negativa no
conservadas entre diferentes isoladosBde rebanho sem histérico de epididimite ou
ovis 18 isolados deste agente provenientes infertilidade, foram obtidas em condigbes
de diferentes partes do mundo foram assépticas para a realizagdo do experimento.
utilizados. Para a determinacdo de A contaminacdo das amostras foi realizada a
especificidade dos inicializadores em partir da inoculagdo de 100 pL das
relacdo a outros agentes infecciosos, foram suspensdes d®&. ovis com concentracao
obtidas cepas de diferentes espécies de variando entre 70e 13 UFC/mL em 900
bactéria causadoras de epididimite em pL de sémen, sangue, urina ou lavado
ovinos: Actinobacillus seminis prepucial, de forma que fossem obtidas
(ATCC15768) Histophilus somni(3384Y amostras finais contendo entre®10 10
and D0614057) Corynebacterium UFC/mL de B. ovis As amostras foram
pseudotuberculosis  (D0507204 e submetidas a extracdo de DNA e reacdo de
D0503218) Arcanobacterium pyogenes PCR, conforme descrito abaixo.
(D0602705 e D06022438) Mannheimia
haemolytica(D0614057) eSthaphylococcus  Animais experimentais e coleta de
aureus(ATCC 12600)assim como espécies amostras
filogeneticamente relacionadas B ovis
Ochrobactrum intermediunLM3301) and Foram utilizados nove carneiros mesti¢cos da
Ochrobactrum antropiAs amostras foram raca Santa Inés, com um a trés anos de
submetidas a extracdo de DNA e posterior idade, mantidos na Escola de Veterinaria da
reacdo de PCR utilizando os parametros Universidade Federal de Minas Gerais em
descritos posteriormente. piguete Unico e isolado de outros animais.
Foram utilizadas duas fémeas mesticas da
A sensibilidade analitica foi avaliada a partir raca Santa Inés para auxilio na coleta de
da obtencdo de colénia8. ovis cepa amostras de sémen. Durante a fase de
ATCC25840cultivadas por 5 dias em meio adaptacdo, os animais foram condicionados
GC (DIFCO, EUA) acrescido de a coleta de sémen através da utilizacdo de
hemoglobina bovina a 1% (BBL, EUA) a vagina artificial. Para isso, os machos foram

37°C em atmosfera com 5% de £LOma colocados em contato diario com as fémeas,
suspensdo concentrada d& ovis foi permitindo a monta e coleta de sémen, por
preparada em solucdo salina PBS estéril aproximadamente 15 dias. Para que
contendo aproximadamente 1 x°10FC houvesse interesse inicial dos machos, estro

(unidades formadoras de coldnia)/mL com o artificial foi induzido alternadamente nas
auxilio de um espectrofotbmetro  fémeas utilizadas através da aplicacédo de 1
(SmartSpec, BioRad). Foram realizadas mL de cipionato de estradiol (ECP - Pfizer
diluicbes decimais em base 10, a partir da Saude Animal, Brasil) 48h antes da coleta de
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sémen. Este protocolo continuou sendo
utilizado durante o periodo experimental,
quando necessario. Durante a fase de
adaptacdo e no periodo experimental, os
animais foram alimentados com feno e ragéo
comercial para ovinos e submetidos a
vermifugacdo (Cidectin injetavel, Fort

Dodge Animal Healt,Brasil) sempre que

um minuto, o que estimulou a miccéo
espontanea do carneiro (Nozaki, 2008). As
amostras de lavado prepucial foram colhidas
pela introducédo de 10 mL de PBS estéril na
bainha prepucial do animal com auxilio de
um tubo plastico estéril (equipo utilizado
para hidratacdo parenteral), seguida de
massagem por um minuto e recuperagédo do

necessario, com base na contagem de ovosliquido com o auxilio de uma seringa (Clark

nas fezes. Este experimento foi aprovado
pelo comité de ética em experimentacdo
animal da Universidade Federal de Minas
Gerais (CETEA, protocolo: 02/2007)

Ap6s o periodo de adaptacdo, os animais
foram desafiados com 2 mL de suspenséo
contendo 1,2 x TOUFC/mL deB. oviscepa
ATCC25840 por via intraprepucial e com 50
ML em ambos o0s sacos conjuntivais de
solucéo contendo 1,2 x YQJFC da mesma
cepa. As inoculagdes prepucial e conjuntival
foram realizadas simultaneamente (Blasco,
1990), de forma que cada animal recebeu o
desafio total de 3,6 x {QFC deB. ovis

Antes da inoculacdo, todos os carneiros
foram submetidos a coleta de soro, sangue,
sémen, urina e lavado prepucial com o
objetivo de confirmar a auséncia de infecgéo
pré-inoculacdo. Apdés a inoculagdo, os
animais foram submetidos a coletas
quinzenais, por 180 dias, de amostras de

e Dufty, 1978).

Para que fosse realizada a pesquisa do
agente nos orgaos dos animais, aos 192 dias
pos-infeccdo, estes foram sedados com
xilazina (Copazine, Schering-Plough
Coopers, Brasil), eutanasiados  por
eletrocussdo e submetidos a necropsia.
Foram colhidos fragmentos de cauda, corpo
e cabeca de ambos os epididimos, ambos 0s
testiculos, ampola do ducto deferente,
vesiculas seminais, glandulas bulbo-uretrais,
prepucio, glande, linfonodos inguinais,
linfonodos iliaco-internos, bago, figado, rins

e bexiga. Amostras de todos estes Orgaos
foram colocadas em tubos tipo Falcon de 50
mL estéreis, contendo 2 mL de PBS estéril
para isolamento bacteriano e congeladas a -
80° C para posterior extracdo de DNA.

Como controle negativo foram utilizados
oito carneiros machos da raca Santa Inés
com idade entre 1 e 4 anos provenientes de

soro para exame sorologico de IDGA e propriedade da regido metropolitana de Belo
amostras de sémen, sangue, urina e lavadoHorizonte livre deB. ovise sem historico de
prepucial para realizagdo de isolamento epididimite ou infertilidade. A propriedade
bacteriano e reacdo de PCR. Para que afoi determinada como livre pela da coleta de
coleta fosse realizada da maneira mais soro de 10% do rebanho (aproximadamente
asséptica possivel, foram utilizados somente 30 animais), incluindo todas as faixas etarias
equipamentos previamente esterilizados e, de animais, e realizagdo de teste soroldgico
antes da coleta, a regido prepucial de cada de IDGA, no qual todos os animais foram
animal foi limpa com solucdo de alcool negativos. Os oito carneiros foram
etilico a 70% e papel toalha. As amostras de submetidos a coletas semanais, por 4
sémen foram obtidas através de monta semanas, de amostras de soro, sangue,
natural com auxilio de vagina artificial, com sémen, urina e lavado prepucial, como
excecdo do carneiro 9, para o qual foi descrito para os animais experimentalmente
necessaria a utilizagdo de eletroejaculador infectados.

(Biberstein et al., 1964). As amostras de

urina foram colhidas por meio de bloqueio Amostras de sémen liofilizado de quarenta
da respiragcdo do animal por 30 segundos a animais, provenientes de  rebanhos
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naturalmente infectados, foram gentilmente
cedidas pelo Dr. Carlos Robles, no Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria
(INTA) — Bariloche, Argentina. Os animais
apresentaram diferentes perfis sorolégicos
(realizado por método de ELISA indireto) e
de isolamento bacteriano parB. ovis
(Anexo A4) Para realizacdo da extragdo de
DNA e PCR, as amostras de sémen foram
ressuspendidas em 1 mL de PBS estéril.

Imunodifusdo em Gel de Agar (IDGA)

Para a realizacdo da IDGA, utilizou-se
agarose (Invitrogen, Brasil) a 1,1% em
tamp&o borato 0,1 M pH 8,6, perfurador
hexagonal com sete orificios (um central e
seis periféricos) medindo 4 mm de diametro,
com distancia entre orificios de 3mm e com
capacidade para 30 pL de soro/antigeno por
orificio. Os orificios 1 e 4 foram
preenchidos com soro contrylerificios 2,

3, 5 e 6 com os soros testes e orificio central,
com o antigeno. O antigeno utilizado foi
produzido pelo Instituto de Pesquisas
Veterinarias Desidério Finamor — IPVDF e
composto por extrato soltvel obtido a partir
de cultivo fresco ddB. ovis amostra REO
198, inativada pelo calor, IPVDF®. Sobre
uma superficie nivelada, foram distribuidos
4,6 mL de agarose por lamina de vidro (25 x
75 mm) desengordurada previamente em
solucao &lcool-éter 50%. Apds ocorréncia de
gelificacéo, as laminas foram
acondicionadas em camara umedecida por
30 minutos a 4°C para estabilizacao ibnica.

Isolamento bacteriano

Para o isolamento dB. ovis 100 pL das
amostras de sémen, sangue, urina e lavado
prepucial foram semeados em placas
contendo meio Thayer-Martin modificado,
composto por meio GC (DIFCO, EUA), 1 %
de hemoglobina bovina (BBL, EUA) e
inibidor VCN (BBL, EUA) (Brown et al.,
1971; Alton et al., 1988). As amostras de
orgaos foram primeiramente pesadas e entao
maceradas com auxilio de um
homogeinizador (Hamilton, Brasil), para
entdo serem plagueadas da mesma maneira
gue as demais amostras. As placas foram
incubadas a 37°C em atmosfera com 5% de
CO, e aleitura das mesmas realizada apos 5
a 7 dias de incubacdo (Alton et al., 1988).
As colbnias suspeitas foram identificadas
através da técnica de PCR espécie-especifica
descrita neste trabalho. As colbnias foram
repicadas em placas contendo meio GC
(DIFCO, EUA) com 1% de hemoglobina
bovina (BBL EUA) e, ap6s 5 dias de
incubacdo, as massas de bactéria foram
ressuspendidas em 100 pL de 4&agua
deionizada estéril, submetidas a fervura por
10 minutos e centrifugadas a 10.000xg por 1
minuto. Entdo, 2 pL do sobrenadante obtido
foram utilizados para realizacdo da PCR.

Extracdo de DNA
A extracdo de DNA das amostras de bactéria

utilizadas para a avaliagdo de especificidade
dos inicializadores foi realizada

Foram perfuradas 3 rosetas por lamina, e a ressuspendendo a cultura em 567 puL de

retirada dos orificios foi realizada com
auxilio de uma agulha fina. Apdés a
distribuicdo dos reagentes, as laminas foram

tampédo Tris-EDTA (TE) pH 8,0 (10 mM
Tris-HCI pH 8,0; 1mM EDTA, pH 8,0),
seguida de adicdo de tampado de extracdo

colocadas em camara umida a temperatura contendo 30 pL de sédio duodecil sulfato

ambiente e a leitura realizada apés 72h de
incubacdo, em luz direta, sobre fundo
escuro. Para a leitura, primeiramente foram
observadas as linhas do soro controle
positivo (1 e 4), e em seguida as linhas dos
soros testes, verificando a ocorréncia de
linhas de precipitacdo com identidade com
aquelas do soro controle.

(SDS) 10% (Bioagency, Brasil) e 3 uL de
proteinase K (20mg/mL) (Invitrogen, Brasil)
e incubacdo a 55°C por 1 hora. Apos a
incubacado, foram adicionados 100 pL de
NaCl 5M e, apls agitagéo, foram
adicionados 80 pL de CTAB/NaCl, seguido
de uma segunda incubacdo a 65 °C por 10
minutos. O restante do processo foi

! Gentilmente cedido pelo Dr. Mauricio Dasso, Institde Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor,

Porto Alegre, RS
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realizado pelo método de fenol-cloroférmio- Para extracdo, 1 mL das amostras foi
alcool isopropilico. descongelado e adicionado a 500 pL de
tampdo TE pH 8,0 e centrifugadas a
O DNA das amostras de sémen e sangue 13.000xg por 15 minutos. O restante do
total foi extraido imediatamente apdés a procedimento de extracdo foi o mesmo
coleta do material. Aproximadamente 500 utilizado para as amostras de sémen e
uL de sémen ou PL foram adicionados a 500 sangue.
pL de tampéo Tris-EDTA (TE) pH 8,0
(10mM Tris-HCI pH 8,0; 1mM de EDTA Para a extragcdo de DNA, fragmentos de
pH 8,0) e centrifugadas a 13.000xg por 5 orgdos foram descongelados, macerados
minutos por uma a trés vezes, até que o com auxilio de lamina de bisturi estéril,
sobrenadante ficasse translucido. Entdo, as adicionados a 800 puL de tampé&o TE pH 8,0
amostras foram ressuspendidas em um e centrifugadas a 13.000xg por 5 minutos. O
segundo tampao Tris-EDTA (TE-2) pH 8,0 sobrenadante foi desprezado e as lavagens
(10 mM Tris-HCI pH 8,0; 25 mM de EDTA  repetidas por 3 a 4 vezes até que o
pH 8,0, 100 mM NaCl) e submetidas a sobrenadante ficasse limpido. O restante do
incubacdo a 80°C por 10 minutos em procedimento de extracdo foi 0o mesmo
termobloco. Ap6s incubacdo, foram utilizado para as amostras de sémen e
adicionados 50 pL de SDS a 10% e 10 pL sangue, com exce¢do da ressuspensdo do
de proteinase K (20 mg/mL) (Invitrogen, pellet final, realizada em 200 uL de tampéao
Brasil), seguidos de nova incubacdo a 37°C TE estéril.
por 24h. Apdés a segunda inubagdo, foram
adicionados 500 pL de fenol (GE ApOs a extracdo, a pureza e concentragdo de
Healthcare, Brasil) seguido de centrifugacdo DNA de todas as amostras foram estimadas
das amostras a 13.000xg por 5 minutos. por espectrofotometria, medindo-se a
Entdo, 400 pL do sobrenadante foram densidade éptica a 260 nm para DNA e a
transferidos para um novo microtubo de 1,5 280 nm para proteinas.
mL, seguido por adicdo de 400 uL de fenol-
cloroférnio (GE Healthcare, Brasil). As PCR
amostras foram submetidas a uma nova
centrifugacdo a 13.000xg por 5 minutos, O processo de amplificacdo utilizado foi o
seguida de transferéncia de 300 puL da fase mesmo para as amostras de colbnias de
aguosa para um novo microtubo de 1,5 mL e bactérias, sémen, sangue, urina, lavado
adicao de 300 uL de alcool isopropilico. Em prepucial e 6rgdos. Os 12 pares de
seguida, as amostras foram mantidas a -20°C inicializadores utilizados para 0s
overnight seguida de centrifugagcdo a experimentos iniciais de especificidade estdo
13.000xg por 30 minutos para precipitacdo listados na Tabela 1. Para os experimentos
do DNA. A lavagem dopellet de DNA adicionais em amostras bioldgicas, foram
formado foi realizada pela adicdo de 1000 selecionados os inicializadores AO503 e
uL de etanol a 70% seguida de AO512 de acordo com a sua maior
centrifugacdo a 13.000xg por 20 minutos sensibilidade aparente e auséncia de reacbes
(Matrone et al.,, 2009). (pellet final foi inespecificas quando a amplificagdo do
ressuspendido em 30 pL de tampdo TE DNA bacteriano foi realizada em amostras
estéril e incubado a 56°C por 15 minutos. O contendo DNA de mamifero (DNA ovino).
material foi estocado a -20°C até a
realizacdo da PCR. As reacoes de PCR foram realizadas em um
volume final de 25 pL, contendo 23 uL de
As amostras de urina e lavado prepucial mix de PCR comercial (Supermix,
foram congeladas a - 20°C até a extracdo. Invitrogen, Brasil), 0,5 pL de cada
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inicializador a 25 mM, 0,25 puL de Taq DNA
polimerase (Invitrogen, Brasil) e entre 100 e
500 ng por reacdo do DNA extraido. Agua
MilliQ estéril foi utilizada como controle
negativo e DNA de coldnia pura @ ovis
extraido por método de fervura descrito
anteriormente foi utilizado como controle
positivo.

Os parametros de amplificacdo utilizados
foram os seguintes: 95°C por 5 minutos,
seguido de 30 ciclos de 95°C por 1 minuto,
57°C por 1 minuto (todos os iniciadores
foram delineados para temperatura étima de
anelamento de aproximadamente 57°C) e
72°C por 1 minuto e uma etapa final de
extensdo a 72°C por 5 minutos.

A analise do produto amplificado foi
realizada em gel de agarose (Invitrogen, Sao
Paulo, Brasil) a 1% em cuba horizontal com
tamp&o de corrida Tris-Borato EDTA (TBE)
(50 mM de Tris, 50 mM de acido bdérico, 2,5
mM de EDTA, pH 8,0) 1X. As bandas
foram comparadas com o padrdo de peso
molecular e foram consideradas positivas

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nao foi observada amplificacdo de produtos
de PCR especificos pelos 12 inicializadores
delineados, utilizando amostras de DNA de
espécies classicas de do géné&mucella
(Figura 1), de outras espécies de bactéria
causadoras de epididimite em ovinos ou
amostras de DNA de microorganismos
filogeneticamente relacionados B. ovis
(Tabela 2). Além disso, houve amplificacdo
especifica de produtos de PCR quando as 18
amostras distintas d& ovisforam utilizadas
(Figura 2). Estes resultados demonstram a
alta especificidade dos inicializadores
utilizados neste trabalho.

A sensibilidade analitica encontrada
utilizando-se os inicializadores ORF AO503

e ORF AO512 foi de 110" e 10 UFC/mL

para amostras de sémen e sangue, urina e
lavado prepucial, respectivamente (Tabela 3
e Figura 3). A alta sensibilidade encontrada
em amostras de lavado € esperada, uma vez
que ndo ha grande numero de células e,
consequentemente, a presenca possiveis

aquelas com peso molecular esperado parainibidores de PCR neste tipo de amostra é

cada primer utilizado.
Andlise estatistica

A andlise de freqiéncia de amplificagdo das
ORFs pelo método de PCR e isolamento
bacteriano foi avaliada pelo teste exato de
Fisher com auxilio do programa GraphPad
InStat software versdo 3.05 (GraphPad
InsStat software, Inc. San Diego, CA, EUA),
considerando-se diferencas significativas
quando o P<0,05. A sensibilidade e
especificidade do teste de PCR foram
calculados segundo Henken et al. (1997),
utilizando o programa GraphPad InStat
software versdo 3.05 (GraphPad InsStat
software, Inc. San Diego, CA, EUA). A
comparacao entre os testes diagnosticos foi
realizada pela estatistica kappa (Smith,
1994), utilizando o programa Minitab 15
(Global Tech, Belo Horizonte, MG, Brasil).

restrito. A sensibilidade analitica encontrada
neste estudo € semelhante aquela encontrada
por outros autores, como Nozaki (2008) que,
utilizando inicializadores descritos por
Manterola e colaboradores (2003) obteve
sensibilidade de 102 UFC/mL em amostras
de sémen e urina artificialmente inoculadas
com B. ovis J& Saunders e colaboradores
(2007) descrevem  sensibilidade de
aproximadamente 2 x 10UFC/mL em
amostras de sémen infectadas ddmovis
aplicando técnica de PCR multiplex. Amim
e colaboradores (2001) relataram
sensibilidade de 102 UFC/mL utilizando
inicializadores especificos para deteccao de
B. melitensi:em amostras de sémen ovino e
bovino. Ja Kim e colaboradores (2006)
relataram uma sensibilidade mais baixa de
técnica de PCR empregada para detecc¢éo de
DNA de B. canisem amostras de sémen.
Neste estudo (Kim et al., 2006), a técnica foi
somente capaz de detectal WEFC/mL.
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Tabela 1. Sequéncias dos inicializadores espesifiacaB. ovisutilizados neste estudo.

Janela aberta de leitura (ORF) Inicializadores Prodto

S: 5-TTGAGACCGCTATCGTTGAGGG-3

A0492 AS: 5-GTCCTTGTGGTAGATGGGCAGTAG-3’ 278 pb
S: 5-CAGGATTATGTGCTCAACGATGC-3’

A0495 AS: 5-CAGGTGCTCCAGAAACGATACC-3 135 pb
S: 5-TGGCTATTACGACGACACTGGAAG-3’

A0496 AS: 5-AAGCATCACAAAGCGGGTTCGG-3’ 278 pb
S: 5-TCATTACCAAGAACGGTCGCC-3’

A0497 AS: 5-CGCAAGATCGTCTTCTGTCAGC-3’ 119 pb
S: 5-TGGTATCTTCAGCCGTTCCAAG-3’

A0500 AS: 5-ATCTTTGCCCGTTCCAGTCG-3’ 225 pb
S: 5-TGATAAATGCTGAACTGCCGC-3'

A0502 AS: 5'-CGCCGAAATACCAAAACAGAGG-3’ 167 pb

A0503 S: 5-GCCTACGCTGAAACTTGCTTTTG-3’
AS: 5-ATCCCCCCATCACCATAACCGAAG-3 228 pb
S: 5-TGATTGGGACGCAGACCAGAAC-3’

A0504 AS: 5-CGGGTGTAACTCCAGATTATGTCG-3 159 pb
S: 5-ACCAAACCAAACTTGATGTCGG-3'

A0505 AS: 5-GCATTTTCGGCAACCATTCC-3 220 pb
S: 5-GCACCAAATATGCGGAAGATCC-3’

A0506 AS: 5-TTCGATCATCGTCTGGCTCG-3’ 140 pb
S: 5-ATGCGGCGACCAATGAACTG-3’

A0511 AS: 5-TGATGCGTTGAGGGCAATCC-3 197 pb
S: 5-TTCAGGCGACTGCTAATGGCAC-3’

A0512 AS: 5'-AAACCGATACCTCATCCCCGAG-3’ 135 pb

BR0615 S: 5- AGTCCGGAGCCTATAAGC-3' 631 pb

AS: 5-AGGCTGTAGATTGCAATC-3’

S: sequiéncia senso; AS: seqliéncia anti-senso



Brucella ovis
Brucella melitensis
Brucella abortus
Brucella suis
Brucella canis
Brucella neotomae

NTC

ORF AO496 — 278bp
ORF AO503 - 228bp

ORF AO504 —-159bp

IC - 631bp

Figura 1. Resultado representativo (ORFs AO496, 3805 A0504) da amplificacdo das sequéncias das
12 ORF nas seis espécies classicas do g@reicella NTC: controle negativo, sem adicdo de DNA
gendmico a reagdo; IC: controle interno — reacAd®@& com iniciadores para gene BRO0O615, gene
sabidamente conservado em todas as espécies do Béneella
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Figura 2. Resultados representativos (ORF AO49@&nddificacdo das 12 ORF utilizando 18 isolados de
campo deB. ovis.NTC: controle negativo, sem adicdo de DNA genbraiceacao.
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Tabela 2. Resultados de amplificacdo de 12 prodegpscificos de PCR utilizando DNA de diferentestédréas causadoras de epididimite em ovinos ou
filogeneticamente relacionado8aucella ovis

Janela aberta de leitura (ORF)
Bactéria AO492 AO495 AO496 AO497 AO500 AO502 AO503 AO504 AO505 AO506 AO511 AO512

Actinobacillus seminis - - - - - - - - - - - -
Actinobacillus pyogenes - - - - - - - - - - - -

Chlamydophila abortus - - - - - - - - - - - -

Corynebacterium pseudotuberculosis
Histophilus somni - - - - - - - - - - - _
Mannheimia haemolytica - - - - - - - - - - - -
Staphylococcus aureus - - - - - - - - - - - _

Ochrobactrum. intermedium

Ochrobactrum. antropi - - - - - - - - - - - -

Brucella ovis + + + + + + + + + + + +
+: positivo; - : negativo
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Aparentemente, 0 numero de sequéncias-
alvo, mdltiplo nas técnicas utilizadas por
Manterola e colaboradores (2003) e Unico no
presente trabalho, ndo influenciou a
sensibilidade analitica do método de PCR,
que pode estar limitada por fatores de
inibicAo presentes, principalmente, nas
amostras de sémen e sangue.

O desafio utilizado na infeccdo experimental
foi suficiente para resultar em infeccdo em
todos os animais inoculados ao longo dos
180 dias de experimento (Anexo B). Os
resultados sorolégicos (Figura 4)
demonstram que a deteccdo de anticorpos

experimental. Houve maior porcentagem de
deteccao, 88,9% (8/9) dos animais, na fase
aguda da infeccdo entre 30 e 60 dias poés-
inoculacdo. Os resultados aqui apresentados
sdo semelhantes aqueles descritos por outros
pesquisadores que, apds realizarem
inoculacdo experimental coBl ovispor via
intraprepucial, verificaram 0
desenvolvimento de titulos detectaveis em
provas soroldgicas entre 2 e 9 semanas pos-
inoculacdo, e que, apbés este periodo, os
titulos tornavam-se flutuantes entre os
animais (Webb et al., 1980; Burguess, 1982;
Plant et al., 1986). O mesmo resultado foi
observado por Nozaki (2008) utilizando a

contra B. ovis pelo do teste de IDGA foi  prova de IDGA em carneiros
iniciada aos 15 dias poés-inoculacdo e que experimentalmente infectados.
esta foi instdvel durante todo o periodo
ORF AO 503
M C+ c- 107 10° 10°  10° 10*  10° 10F

Figura 3. Resultados representativos (ORF AO503gdsibilidade analitica utilizando amostras deauri
de carneiro livre ddrucella ovisartificialmente inoculada com concentraces vaigade 18 a 10
UFC/mL. M: marcador de peso molecular; C+: contymbsitivo, DNA puro de cultura dB. ovis C-:

controle negativo, sem DNA gen6émico na reacao.

Tabela 3. Resultados de sensibilidade analitidezardo amostras de sémen, sangue, urina e lavado
prepucial de carneiro livre dgrucella ovisartificialmente inoculadas com concentragées ndoade 16

a 10 UFC/mL.
Concentracdo deBrucella ovis (UFC/mL)
Amostra 10° 10" 107 10° 10 10° 10°
Sémen - -
Sangue - -
Urina - + + + + + +
Lavado Prepucial + + + + + + +

+ : positivo; -: negativo
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Figura 4. Frequiéncia de animais positivos fBaravisem teste sorolégico de IDGA ao longo de 180 dias,
apos infeccdo experimental.

A eliminacdo daB. ovis em amostras de 77,8% (7/9) de animais positivos por PCR
sémen, detectada tanto por PCR quanto por aos 135 dias pos-inoculacdo (Figura 8).
bacteriologia, ocorreu a partir de 45 dias Portanto, além de coletas seriadas de
poés-infeccdo em um animal e se manteve amostras, o diagnéstico da brucelose ovina
intermitente ao longo da infec¢do (Figura 5). pode ser melhorado através da coleta de
O mesmo padrdo foi observado para as mais de uma amostra bioldgica, como sémen
amostras de urina e lavado prepucial e urina, de animais suspeitos.

(Figuras 6 e 7, respectivamente), sendo que

foi possivel detectar o agente na urina de um A B. ovis ndo foi detectada por PCR ou
animal aos 30 dias pés-inoculacdo. A bacteriologia em amostras de sangue ao
eliminacdo intermitente do agente em longo da infecgcdo. Biberstein et al. (1964)
amostras de sémen foi descrita por diversos descreve a ocorréncia de fase bacterémica da
autores (Burguess, 1982; Worthington, doenca por volta de 60 dias pds-inoculacéo.
1984; Plant, 1986; Manterola et al., 2003; Caso esta fase tenha ocorrido neste estudo, a
Nozaki, 2008). Aparentemente, o padrdo € o quantidade de bactéria circulante foi inferior
mesmo para outras amostras bioldgicas dos ao limite de deteccdo das técnicas aplicadas.
animais infectados. Quando os resultados Em conseqiiéncia, amostras de sangue nao
das trés amostras biolégicas foram s&o indicadas para o diagnostico diret@dde
considerados conjuntamente, o percentual de ovisem ovinos.

animais positivos tanto por isolamento

quanto por PCR aumentou, chegando a
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Figura 5. Freqiiéncia de animais positivos por PQRaeriologia par®8rucella ovis em amostras de
sémen ao longo de 180 dias de infeccdo experimental
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Figura 6. Freqiéncia de animais positivos por PQiaaeriologia par&rucella ovisem amostras de
urina ao longo de 180 dias de infeccdo experimental
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Figura 7. Freqiiéncia de animais positivos por PQRaeriologia par®8rucella ovis em amostras de
lavado prepucial ao longo de 180 dias de infecg@er@nental.
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Figura 8. Frequiéncia de animais positivos por PQRaeriologia pard8rucella ovis em amostras de
sémen, urina ou lavado prepucial ao longo de 189 dk infeccdo experimental.
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A técnica de PCR foi capaz de identificar a
excrecdo dé3. ovisem amostras de sémen,

urina e lavado prepucial de 77,8% (7/9) dos
animais experimentalmente infectados em
algum ponto ao longo de 180 dias. Ja o
isolamento bacteriano detectou 55,6% (5/9),
77,8% (7/9) e 55,6% (5/9) de animais

excretores d8. ovisem amostras de sémen,

urina e lavado prepucial respectivamente ao
longo do periodo experimental. Portanto os
resultados obtidos demonstram que a
deteccdo dd. ovis em amostras biologicas

individuais de animais experimentalmente
infectados pelas técnicas de PCR e
bacteriologia foi semelhante ao longo da
infeccdo (Figuras, 5, 6, 7 e 8). A técnica de
PCR utilizada foi capaz de detectar 17,9;
19,7 e 22,2% de amostras positivas de
sémen, urina e lavado prepucial,

respectivamente (Tabela 4). Ja o isolamento

bacteriano foi capaz de detectar 16,2; 18,8 e
16,2% de amostras positivas para 0s mesmos
fluidos corporais. Considerando-se todas as
amostras, a PCR foi capaz de detectar 19,9%
de amostras positivas, enquanto 17,1% das
amostras foram positivas por isolamento.
N&ao havendo  diferenca  estatistica
significativa entre as duas técnicas (P>0,05).
Adicionalmente, n&o houve diferenca
estatistica significativa (P>0,05) na deteccao
deB. ovispor PCR ou bacteriologia entre os
diferentes fluidos corporais avaliados. N&o
ha estudos para deteccdo deste agente em
lavado prepucial. Porém, como se trata de
estudo experimental, em que a via de
inoculagédo foi intraprepucial, o real valor
deste tipo de amostra para o diagndstico da
brucelose ovina ainda precisa ser mais bem
estudado, particularmente em casos de
infeccdo natural.

Tabela 4. Frequéncia de amostras positivas [Bacella ovis em carneiros experimentalmente

infectados, apds 180 dias de inoculacgéo.

Amostra PCR Bacteriologia
Sémen 17,9 (21/117) 16,2 (19/117)
Urina 19,7 (23/117) 18,8 (22/117)

Lavado Prepucial 22,2 (26/117) 16,2 (19/117)
Orgéios 28,6 (54/189) 20,1 (38/189)
Total 23,0 (124/540) 18,1 (98/540)

Quarenta amostras de sémen ovino
liofilizado foram obtidas junto ao Instituto
Nacional de Tecnologia Agropecuaria
(INTA) — Bariloche, Argentina. Todas estas
amostras eram provenientes de carneiros
com resultados sorologicos variaveis pelo
teste de ELISA (realizado segundo Nielsen
et al.,, 2007) e oriundos de rebanhos
naturalmente infectados p&. ovis (Anexo
A4). Destas, 80% (32/40) eram provenientes
de carneiros com sorologia positiva p&a
ovis Somente 23 dos quarenta animais
possuiam  diagnostico  baseado em

Considerando-se  as  amostras  com
diagnostico baseado também em isolamento
bacteriano, a PCR foi capaz de detectar o
DNA de B. ovis em 69,6% (16/23) das
amostras, enquanto somente 47,8% (11/23)
das amostras foram positivas  por
bacteriologia. Porém, ndo houve diferenca
estatistica significativa entre o0s testes
(P>0,05). Os resultados apresentados mais
uma vez corroboram com o fato de que nem
todos os animais sorologicamente positivos
paraB. oviseliminam a bactéria no sémen
(Webb et al., 1980; Burguess, 1982;

isolamento bacteriano. Considerando-se os Worthington et al., 1984). Entretanto, em

animais com diagnéstico sorolégico, a PCR
foi capaz de detectar a presencaBdeovis
em 70% (28/40) das amostras.

amostras de campo, o método de PCR
utilizado foi capaz de detectar um nimero de
animais positivos estatisticamente
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semelhante ao numerode animais positivos 1980; Burguess, 1982). A especificidade da
por sorologia e por isolamento bacteriano. técnica de PCR foi 100% utilizando este
Portanto, a técnica de PCR mostrou-se calculo. Ainda assim, resultados aqui
eficiente em detectar o agente em amostras apresentados sdo semelhantes aqueles
provenientes de animais naturalmente descritos por Nozaki (2008), que verificou
infectados. sensibilidade de 21,6% e 12,7% para PCR
de amostras de sémen e urina,
N&o houve amplificacdo especifica por PCR respectivamente. Porém, Manterola et al.
de DNA deB. ovisou isolamento do agente (2003) descrevem uma sensibilidade maior
em nenhuma das 32 amostras de sémen, 31da técnica de PCR, chegando a 51,9% para
amostras de urina e 32 amostras de lavado amostras de sémen provenientes de animais
prepucial  provenientes dos animais experimentalmente infectados.
utilizados como controle negativo. Tal fato
demonstra uma vez mais a alta Uma segunda alternativa seria calcular a
especificidade do método de PCR utilizado sensibilidade da técnica de PCR utilizando o
no presente trabalho. isolamento bacteriano como “padr&o-ouro”.
Neste caso, a sensibilidade da PCR seria de
Considerando-se que todos os animais 89,5%, 82%, 100% e 90,3% para amostras
expostos ao desafio tornaram-se infectados, de sémen, urina, lavado prepucial e a soma
uma vez que todos apresentaram resultadosde todas as amostras, respectivamente.
positivos na prova de IDGA em algum ponto Porém, como a técnica de PCR foi capaz de
durante a infeccdo, a técnica de PCR detectar um numero maior de amostras
apresentou sensibilidade de 19,4%, 21,3%, positivas quando comparado a bacteriologia
24,1% e 20,4% para amostras de sémen, (Tabela 4), como descrito por outros autores
urina, lavado prepucial e a soma de todas as (Fekete et al, 1990; Nozaki, 2008), a
amostras, respectivamente. Neste caso, aespecificidade do teste foi prejudicada por
técnica de isolamento apresentou esta forma de calculo. A técnica de PCR nao
sensibilidade de 17,6%, 20,3%, 17,6% e mais apresentou especificidade de 100% e
17,6% para amostras de sémen, urina, sim 97,8%, 98,8%, 92,1% e 96,2% para
lavado prepucial e a soma de todas as amostras de sémen, urina, lavado prepucial e
amostras respectivamente. Os valores dea soma de todas as amostras,
sensibilidade das técnicas utilizando este respectivamente. Ainda assim, os resultados
tipo de célculo podem estar de sensibilidade e especificidade obtidos s&o
consideravelmente subestimados. Fatores semelhantes aqueles obtidos utilizando-se o
gue contribuiriam para tal fato seriam a isolamento bacteriano como diagnostico. O
eliminacdo intermitente do agente, a valores de sensibilidade do método de PCR
descricdo da ocorréncia de eliminacdo de utilizado no presente estudo foram
B.ovisnos fluidos corporais somente ap0s 45 superiores  aqueles  encontrados  por
dias de infeccdo e o fato de que alguns Manterola e colaboradores (2003), em cujo
animais sorologicamente positivos nunca trabalho descreve valor de 84,6% para
excretamB. ovis (Burguess, 1982; Blasco, sensibilidade do método de PCR empregado
1990). Além disso, no presente experimento, quando comparado a amostras sabidamente
apos aproximadamente 3 meses de infec¢do, positivas para B. ovis em isolamento
somente por volta de 60% dos animais bacteriano.
(figura 4) apresentaram sorologia positiva
para B. ovis e portanto, poderiam ter A concordancia entre 0s métodos
debelado a infec¢céo, cessando a eliminacéo diagnosticos de PCR e isolamento
do agente, como descrito por diversos bacteriano esta detalhada nas Tabelas 5 e 6.
autores (Biberstein, et al. 1964; Webb et al., O percentual de concordancia entre testes
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para as diferentes amostras bioldgicas
provenientes de infeccdo experimental e
natural testadas foi superior a 90% para
intervalo de confiangca de 95%, com valores
de estatistica kappa acima de 0,79. O valor
de concordancia obtido é inferior ao descrito
por Manterola et al. (2003), que encontraram
valor de kappa de 0,91. Porém, ambos os
valores de kappa séo considerados
amplamente satisfatérios e indicam alta
concordancia entre os testes diagndsticos
(Smith, 1994). Ja Nozaki (2008) encontrou
porcentagem de concordancia entre
bacteriologia e PCR inferiores aqueles
descritos no presente trabalho. O porcentual
de concordancia proximo a 75% associado a
uma maior sensibilidade da técnica de PCR
foram atribuidos, por outros autores, a falhas
no meio seletivo Thayer-Martin modificado
(Brown et al.,, 1971), como inibicdo de
crescimento de algumas cepasBleovise
crescimento de grande nuamero de
contaminantes (Manterola et al., 2003).

baixos. O valor de kappa para as amostras
experimentais foi de 0,13 e 61,52% de
concordancia e, para amostras de infeccéo
natural, o valor de kappa foi de 0,33 e 75%
de concordancia entre testes. Enquanto a
técnica de PCR pesquisa diretamente o
agente (ou seu DNA genbmico) em uma
amostra, a técnica sorolégica pesquisa a
resposta imune do individuo a infeccao.
Diferencas ja descritas relacionadas ao perfil
intermitente de eliminacdo d&. ovis e
flutuacdo de titulos de anticorpos em
animais infectados justificam os valores
encontrados (Biberstein, et al. 1964; Webb
et al., 1980; Burguess, 1982; Blasco, 1990).
Portanto, um valor de concordancia baixo
entre estes testes é esperado, uma vez que as
duas técnicas utilizam maneiras distintas de
identificar a infecc&o pd8. ovise devem ser
utilizadas em conjunto para aumentar a
eficiéncia de diagndstico desta enfermidade.

A importancia da eliminacao d& ovispelo

Estas possiveis falhas ndo foram observadassémen de animais infectados € amplamente
no presente estudo nas amostras conhecida (Burguess, 1982). Portanto,
experimentais. Porém, a concordancia entre amostras de sémen sdo aquelas de escolha
os testes diagnosticos foi inferior, com para o diagndstico definitivo da bactéria
valores de 78,26% e kappa de 0,55, quando através do isolamento e, consequentemente,
amostras de sémen provenientes de animaispara realizacdo de PCR. Entretanto, ha

naturalmente infectados foram avaliadas.
Neste caso também houve uma maior
sensibilidade da técnica de PCR quando
comparada ao isolamento bacteriano e,
portanto, falhas relacionadas ao meio de
cultivo ou a viabilidade do microorganismo
para realizagdo do isolamento poderiam
justificar os valores de concordancia mais
baixos.

Quando a técnica de PCR foi comparada ao
diagnéstico soroldgico, tanto para amostras
provenientes de infeccdo experimental ou
natural, os valores de concordancia foram

descricbes prévias de eliminacao Bleovis
pela urina (Burguess, 1982; Cerri et al.,
2002) em animais infectados. Este fato,
somado a descrigcdo no presente trabalho de
sensibilidade e concordancia de detec¢éo do
agente por PCR e isolamento em amostras
de urina semelhantes aquelas encontradas
para amostras de sémen, fazem com que
amostras de urina sejam também
consideradas como amostras biologicas de
escolha para diagndstico da brucelose ovina.
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Tabela 5. Freqliéncia de concordancia e valoresgjgskpara PCR e bacteriologia de amostras de sémen,
urina, lavado prepucial e 6rgdos de carneiros axgetalmente infectados pBrucella ovis

Amostra N amostral N concordancia Concordancia (%) Kappa
Sémen* 172 161 93,60 (88,85-96,76) 0,796
Urina ** 148 140 94,59 (89,63-97,64) 0,786
Lavado ** 149 142 95,30 (90,56-98,09) 0,817
Orgéios 189 171 90,48 (85,37-94,26) 0,741
Total 658 614 93,31 (91,13-95,10) 0,781

Valores entre parénteses indicam variacdo do vdéorconcordancia considerando-se intervalo de

confianca de 95%.

" Soma das amostras de sémen provenientes de infexgérimental (n=117), infecgdo natural (n=23) e

controle negativo (n=32)

** Soma das amostras de urina ou lavado prepuc@lemientes de infeccdo experimental (n=117), e

controle negativo (nh=32)

Tabela 6. Frequiéncia de concordéncia e valoresagpakpara PCR, bacteriologia e teste soroldgico
(ELISA) de amostras de sémen e soro de carneitasatraente infectados p&rucella ovis

Métodos N amostral N concordancia  Concordancia (%) Kappa
PCR e sorologia 40 30 75,00 (58,80 - 87,31) 0,333
PCR e bacteriologia 23 18 78,26 (56,30-92,54) 53,5

Valores entre parénteses indicam variacdo do vdéorconcordancia considerando-se intervalo de

confianca de 95%.

A avaliacdo dos o6rgdos dos animais
experimentalmente infectados demonstrou
que 77,8% (7/9) dos carneiros apresentaram
evidéncia bacteriolégica de infeccéo (r
ovis em pelo menos um 6érgdo examinado
(Anexo Ab). Considerando-se tanto o0s
resultados de PCR e de isolamentB, avis

foi principalmente identificada em O6rgéos
sexuais, principalmente na vesicula seminal
e na cauda do epididimo, além do linfonodo
iliaco interno e bexiga (Figura 9). A
predilecdo deste agente pelo trato genital
masculino j& foi previamente descrita
(Biberstein et al., 1964; Burguess, 1982;
Worthington et al., 1984; Plant et al., 1986)
e tal fato € justificado no presente trabalho
pelo maior indice de isolamento do agente
em vesicula seminal e epididimos e
linfonodos regionais, associado a baixa
identificacdo do agente em sitios sistémicos
de infeccdo como o baco e o figado. A baixa
frequéncia de identificacdo d®. ovis em
sitios sistémicos pode estar relacionada ao
periodo pés-inoculacdo em que 0s animais

foram eutanasiados, uma vez que a fase
bacterémica de disseminacdo sistémica
aparentemente ocorre por volta de 60 dias
pos-infeccao (Biberstein et al., 1964).

Houve identificacdo do agente em 33,3%
(3/9) de amostras de glande e prepucio por
isolamento bacteriano e em 44,4% (4/9) das
mesmas amostras quando o método de PCR
foi utilizado. N&o ha relatos na literatura de
isolamento déB. ovisda genitalia externa de
carneiros. Apesar da via intraprepucial ter
sido utilizada no presente trabalho,
justificando  um maior isolamento da
bactéria da genitalia externa, estes 6rgaos
devem ser cuidadosamente examinados,
podendo ser Uteis no auxilio ao diagndstico
da infeccdo. Interessantemente, em 22,2%
(2/9) e 44,4% (4/9) dos animais, houve
identificacdo deB. ovis em amostras de
bexiga por isolamento bacteriano e PCR,
respectivamente. Embora diversos autores
tenham relatado isolamento positivo Be
ovis no trato urindrio de carneiros
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infectados,  principalmente  nos  rins
(Biberstein et al., 1964; Burguess, 1982;
Plant et al., 1986), somente Nozaki (2008)
descreve o isolamento do agente na bexiga.
A colonizacéo do trato urinério de carneiros
infectados somada a via Unica de passagem

80
70 4
60 1
50 1
40
30 4

20 1

Frequéncia de animais positivos %

10

6rgéos

Figura 9. Frequéncia de amostras de 6érgaos

de urina e secre¢des espermaticas através da
uretra, justificaria o isolamento do agente
em amostras de urina de animais positivos
paraB. ovis

EPCR
OBacteriologia

pasitp@ PCR e bacteriologia em carneiros

experimentalmente infectados fnucella ovis eutanasiados aos 192 dias pés-infec¢éo.

Assim como descrito para as outras amostras
biolégicas, em amostras de tecidos, o
método de PCR empregado foi capaz de
detectar maior nimero absoluto de amostras
positivas paraB. ovis quando comparado

com o isolamento bacteriano (Tabela 4).
Enquanto 20,1% (38/189) de amostras de
orgdos foram positivas por isolamento

bacteriano, 28,6% (54/189) foram positivas
por PCR. Entretanto, ndo houve diferenca
estatistica significativa entre o0s testes
(P>0,05). Ao contrario do observado no

presente estudo, Nozaki (2008) verificou um
baixo percentual de amostras de Orgaos
positivas por cultivo bacteriano quando

comparado ao método de PCR utilizado. A

concordancia entre PCR e isolamento
bacteriano determinada para diagnéstico da
infeccdo em 6rgdos de animais infectados
foi de 90,48%, com estatistica kappa
apresentando valor de 0,741 (Tabela 5). A
discreta queda observada nos valores de
concordancia para amostras de 0rgaos
guando comparada as outras amostras
testadas pode estar relacionada a maior
sensibilidade do método de PCR para
amostras de 6rgdos em relacdo ao
isolamento. Ainda assim, a concordancia
entre os dois testes diagndsticos continua a
ser considerada satisfatoria (Smith, 1994),
demonstrando o valor da técnica de PCR
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para diagnostico da brucelose ovina também
em tecidos de animais infectados.

CONCLUSAO

O método de diagndstico desenvolvido pode
ser considerado o primeiro método de PCR
espécie-especifico direto para o diagnostico
da brucelose ovina. Esta técnica de PCR

diagnéstico da infeccdo poB. ovis em
amostras de sémen, urina, lavado prepucial e
tecidos de carneiros infectados. Portanto, os
dados apresentados demonstram que o0
método de PCR espécie-especifico para
ovis pode ser empregado no diagnostico de
rotina desta enfermidade, inclusive em
amostras de urina, em associacdo com
provas soroldgicas, como uma alternativa

mostrou-se igualmente especifica e sensivel mais rapida e pratica ao isolamento

quando comparada ao método convencional
(isolamento bacteriano) e eficiente para o

bacteriano
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CAPITULO IlI

Comparacao entre dois métodos de Imunodifusdo em Gée Agar (IDGA) e um
meétodo de Fixacdo de Complemento (FC) para o diagsiico sorolégico da
infecgao porBrucella ovis em carneiros

INTRODUCAO

O diagndstico sorolégico da brucelose ovina
por B. ovis pode ser realizado através de

MATERIAL E METODOS

Coleta de amostras

diferentes testes ja desenvolvidos (Santos et Para a realizacdo do estudo, foram obtidas

al., 2005). Entre os métodos sorologicos
disponiveis, a fixacdo de complemento (FC),
a imunodifusdo em gel de agar (IDGA) e os
ensaios imunoenzimaticos (ELISA) sé&o
comumente utilizados (Burguess, 1982;
Blasco, 1990). A técnica de FC vem sendo

empregada em programas de erradicacdo daexperimental,

doenca, por ser considerada um método
altamente especifico (Burguess, 1982; Plant
et al., 1986; West e Bruce, 1991). Porém, a
FC é também considerada uma técnica
trabalhosa e de dificil execu¢do. Portanto, a
técnica de IDGA, considerada rapida e de
baixo custo, vem sendo empregada em
substituicdo a FC em alguns paises,
inclusive no Brasil, para o diagnéstico da
brucelose ovina poB. ovis (MANUAL...,
2008).

O crescimento dos rebanhos ovinos
nacionais voltados para a producéo de corte,

181 amostras de soro ovino, procedentes do
estudo realizado previamente (Capitulo I1).
Dentre as amostras, 117 eram provenientes
de nove carneiros experimentalmente
infectados com B. ovis em diferentes
periodos pos-infeccdo. Para a infeccdo
as coletas de soro foram
realizadas em intervalos quinzenais durante
192 dias pébs-inoculacdo, totalizando 13
coletas, como descrito no Capitulo Il. As 64
amostras restantes foram procedentes dos
carneiros utilizados para a infecgdo
experimental no periodo pré-infeccao (n=9)
e de ovinos de todas as faixas etérias
pertencentes a um rebanho da regido
metropolitana de Belo Horizonte livre &
ovis e sem histérico de epididimite ou
infertilidade (n=55).

O sangue de todos os animais foi coletado
através de venopuncdo jugular com

somado as exigéncias do mercado externo utilizacdo de sistema de vacuo estéril, sem
para o controle sanitario animal, resultou em anticoagulante (Vacuttainer) em tubos de 10
maior demanda de métodos de diagnosticos mL. Apdés a coagulacdo das amostras de
eficazes para as doencas infecto-contagiosassangue e obtencdo dos soros, estes foram
dos animais de producéo, incluindo ovinos alicotados em microtubos de 1,5 mL e
(Marques, 2006). Portanto, considerando a armazenados a -20°C até o momento de
importancia crescente da ovinocultura realizacdo dos testes.

nacional e a necessidade de métodos
soroldgicos eficientes para o diagnéstico da
infeccdo porB. ovis o objetivo do presente
trabalho foi avaliar trés testes sorologicos
disponiveis no Brasil para o diagnostico da
brucelose ovina.

Imunodifusdo em gel de agar (IDGA)

Para a realizacdo do método de IDGA,
foram utilizados os dois antigenos
disponiveis no mercado brasileiro, sendo (i)
antigeno produzido pelo Instituto de
Tecnologia do Parana (TECPAR) (antigeno
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de lipopolissacarideos e proteinas de parede resultados, foi considerada a formacdo ou
celular deB. ovis,amostra REO 198) e (i) ndo de um botdo de hemécias no fundo dos
antigeno produzido pelo |Instituto de pocgos (indicativo de preservacdo da
Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor integridade da hemacia) associada ao grau
(Extrato soltvel obtido a partir de cultivo de hemdlise apresentado (coloragéo
fresco de B. ovis amostra REO 198, avermelhada do sobrenadante). Portanto, os
inativada pelo calor, IPVDF®). A técnica resultados foram visualmente lidos para cada
empregada foi descrita previamente no diluicdo e valores foram atribuidos ao grau
Capitulo 11, sendo realizada de acordo com de hemdlise observado, sendo 0 (auséncia de
as recomendacbes dos fabricantes dos hemdlise), 1 ( 75% de hemdlise), 2 (50% de

antigenos. hemodlise), 3 (25 % de hemdlise) e 4 (100%
de hemodlise). Os titulos dos soros foram
Fixacdo de Complemento (FC) determinados pela reciproca da maior

diluicdo que apresentou 75% ou menos de
Para o presente estudo, foi empregada a FC hemdlise. Foram consideradas positivas as
em microtécnica descrita por Alton e amostras que apresentaram titulo igual ou
colaboradores (1988), executada em placas superior a 4 (quatro).
de poliestireno com fundo em "U”. Utilizou-
se o antigeno produzido pelo Instituto de Andlise estatistica
Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor,
em diluicdo de uso de 1:60. Inicialmente, os A andlise de frequéncia de amostras
soros foram submetidos a diluicdo de 1:2 em positivas nos diferentes testes sorolégicos
tamp&o Trietanolam e, em seguida, deixados foi avaliada pelo teste exato de Fisher com
em banho-maria a 60°C durante 30 minutos, auxilio do programa GraphPad InStat
com o objetivo de inativar o complemento software versdo 3.05 (GraphPad InsStat
presente no soro, para que ndo houvessesoftware, Inc. San Diego, CA, EUA),
interferéncia na reacdo. Entdo, os soros considerando  diferencas  significativas
foram distribuidos em placas de poliestireno quando o P<0,05. Sensibilidade e
e submetidos a uma série de diluicdes especificidade dos testes foram calculados
geométricas de razdo dois, obtendo-se as segundo Henken et al. (1997) utilizando o
diluicbes 1:2, 1:4, 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, programa GraphPad InStat software versao
1:128, de modo que, ao final da diluicdo, 3.05 (GraphPad InsStat software, Inc. San
houvesse 25uL de soro em cada pogo. Logo Diego, CA, EUA). A comparagdo entre 0s
apos a diluicdo das amostras de soro, foram testes diagnosticos foi realizada pela
adicionados a cada poco, 25 uL de antigeno estatistica kappa (Smith, 1994), utilizando o
seguidos de 25 pL de sistema de programa Minitab 15 (Global Tech, Belo
complemento e realizada incubacdo em Horizonte, MG, Brasil).
estufa a 37°C por 30 minutos. Apds a
primeira incubac&o, foi executada a adicdio RESULTADOS E DISCUSSAO
de 25 uL de sistema hemolitico, seguida de
uma segunda incubacdo em estufa a 37°C Em animais experimentalmente infectados,
por 30 minutos. A leitura das placas foi feita todas as trés técnicas utilizadas foram
apos centrifugacdo destas em temperatura capazes de detectar anticorpos em 55,6%,
ambiente a 1.500xg por 20 minutos. Para 77,8% e 77,8% dos carneiros para os testes
cada placa, foram utilizados soros controles de IDGA TECPAR, IDGA Desidério
positivo e negativo, além de serem Finamor (DF) e FC, respectivamente, j4 aos
realizados os controles do soro, 15 dias pos-inoculacdo (Figura 10). O maior
complemento, antigeno sem complemento e percentual de animais positivos foi
sistema hemolitico. Para a interpretacdo dos observado entre 30 e 60 dias poés-infec¢édo
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para todos os testes, sendo que 100% dosum animal ser considerado positivo na prova
animais foram positivos pela prova de FC de FC. Este fato demonstra que, apos os 75
aos 30 e 45 dias poés-infeccdo, enquanto os dias de infeccdo, a maior parte dos animais

testes de IDGA foram capazes de detectar

passou a apresentar titulos baixos ou

anticorpos em até 88,9% dos animais neste indetectaveis na prova de FC. A oscilacdo de

mesmo periodo. O valor médio maximo
(obtido por média geométrica) dos titulos de
anticorpo antB. ovis,obtido pela prova de

FC, ocorreu aos 30 dias pos-infeccédo (titulo
médio = 24), com manutencdo de valores
significativos até os 75 dias pos-infeccdo

resultados em provas soroldgicas apds 60
dias de infeccdo experimental ja foi descrita
por outros autores (Webb et al., 1980;
Burguess, 1982; Plant et al., 1986, Nozaki,
2008). Esta oscilacdo, somada aos baixos
titulos de FC encontrados provavelmente

(Figura 11). Estes resultados assemelham-se estao relacionados a diminuigdo de estimulo
aqueles descritos por outros autores (Laws et a producéo de anticorpos, uma vez que, apos

al., 1972; Webb et al., 1980; Burguess,
1982; Plant et al., 1986, Nozaki, 2008), que
demonstraram titulos detectaveis em provas
sorolégicas a partir de 2 semanas poés-
infeccdo em animais experimentalmente
infectados, com titulos maximos ocorrendo
entre 49 e 77 dias pés-infec¢ao.

A partir dos 60 dias p0s-infeccdo, a

0s 60 dias de infeccdo, ndo ha mais fase
bacterémica evidente e a infecgdo for
ovis passa a estar restrita ao trato genital do
animal (Biberstein et al., 1964). Muitas
vezes, 0 agente encontra-se no 6rgao do
animal sem causar um insulto evidente ao
tecido capaz de justificar um estimulo
inflamatério e antigénico constante. Além
disso, h& relatos na literatura que

frequiiéncia de animais positivos em ambas as demonstram a falha de métodos soroldgicos,

provas de IDGA passou a oscilar até o final

do estudo, com tendéncia a queda. J4& a sabidamente

frequiéncia de deteccao de anticorpos Bnti-
ovis pela prova de FC apresentou queda
constante ao longo da infec¢do (Figura 10).
Os titulos médios de anticorpos aBtiovis
dos carneiros, obtidos pela prova de FC

notoriamente a FC, em detectar animais
positivos paraB. ovis
principalmente em casos de carneiros
cronicamente infectados (Hicks, et al. 1978;
Hughes, 1982; West e Bruce, 1991). Alguns
carneiros experimentalmente infectados
ainda podem debelar a infeccdo e passar a

também seguiu este mesmo padrdo (Figura ndo apresentar titulos sorolégicos apos a

11). A partir dos 75 dias pos-infecgéo, houve
gueda significativa destes titulos, atingindo
titulacdo média inferior 4, valor minimo para

fase aguda de infeccdo (Biberstein, et al.
1964; Webb et al., 1980; Burguess, 1982).
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Figura 10. Freqiiéncia de carneiros soropositivoa pa testes de IDGA antigeno TECPAR (IDGA
TECPAR), IDGA antigeno Instituto de Pesquisas \fleéeias Desidério Finamor (IDGA DF) e fixacéo
de complemento (FC) paBxrucella ovisao longo de 192 dias de infec¢@o experimental.
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Figurall. Titulos médios de anticorpos aBti-evispela prova de fixagdo de complemento (FC) em soro
de carneiros ao longo de 192 dias de infeccdo empntal.
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Todas as 117 amostras provenientes de provas de

carneiros experimentalmente inoculados,
obtidas ao longo de 192 dias pds-infeccéo,
foram consideradas como  amostras

IDGA e a técnica de FC
apresentaram especificidade de 100% no
presente estudo.

sabidamente positivas, uma vez que todos os Os resultados de sensibilidade estdo na

nove animais foram submetidos a um alto

Tabela 7. O método de IDGA utilizando

desafio, este representado pela inoculacdo deantigeno do laboratério TECPAR apresentou

3,6 x 10 UFC/ animal deB. ovis Ja as
outras 64 amostras restantes foram

valor méximo de sensibilidade, 88,8%, aos
dois meses pos-infeccdo, com valores de

consideradas como amostras sabidamente sensibilidade estatisticamente semelhantes

negativas, uma vez que foram obtidas dos
carneiros de infeccdo experimental no
periodo pré-infeccdo (n=9) e de ovinos
provenientes de rebanho livre da doenca
(n=55). A porcentagem total de amostras
positivas pelas duas provas de IDGA foi

estatisticamente semelhante, com freqiéncia

de 45,3% (82/181) e 44,7% (81/181) pelos
testes de IDGA TECPAR e IDGA DF,

respectivamente. Contudo, para a prova de
FC, a frequéncia de amostras positivas foi de
33,7% (61/181) estatisticamente inferior
(P<0,05) aos meétodos de IDGA . Estes

até os quatro meses poés-infeccdo. Nos
ultimos dois meses, a sensibilidade deste
método caiu significativamente (P<0,05),
atingindo valores de até 50%. Ja o método
de IDGA utilizando antigeno do Instituto de
Pesquisas Desidério Finamor (DF), obteve
valores de sensibilidade estatisticamente
semelhantes ao longo de toda a infeccéo,
apesar de wuma tendéncia a maior
sensibilidade nos dois primeiros meses poés-
inoculagcdo. A prova de FC apresentou
valores altos de sensibilidade, 88,8% e
94,4% para 0 primeiro e segundo més

resultados demonstram uma aparente menor respectivamente, nos dois primeiros meses
capacidade do teste de FC para detectar pos-infecgdo. Porém, a partir do més quatro,

animais sorologicamente positivos pda
ovis, melhor determinada pelo do céalculo de

sensibilidade dos testes diagndsticos
avaliados.

Para determinacdo mais precisa da
sensibilidade dos testes diagnosticos

avaliados, as amostras foram divididas em
periodos mensais pés-infeccao, entre 1 e 6

os valores de sensibilidade do método foram
significativamente inferiores  (P<0,05),
atingindo até 22,2% no dltimo més de
infeccdo. A menor capacidade dos testes
diagnésticos, notoriamente a FC e o IDGA
TECPAR, em detectar carneiros
soropositivos pard. ovis a partir de trés
meses pos-infeccdo pode ser justificada pela
restricio da infeccdo ao trato genital

meses, com n=18 para cada periodo, exceto (Biberstein et al., 1964), falhas dos métodos
para o sexto més, em que o n=27. Como diagnoésticos (Hicks, et al. 1978; Hughes,
foram obtidos resultados negativos em todas 1982; West e Bruce, 1991) ou pela
as 64 amostras sabidamente negativas emcapacidade de alguns animais de debelar a
todos o0s trés métodos diagndsticos infeccdo apds a fase aguda desta (Webb et
avaliados, esta divisdo ndo se aplicou para o al., 1980, Burguess, 1982; Plant et al.,
célculo de especificidade. Portanto, as duas 1986), como discutido anteriormente.
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Tabela 7. Sensibilidade dos métodos de imunodifisfiogel de agar (IDGA) utilizando antigeno
TECPAR (IGDA TECPAR) e antigeno do Instituto de qResas Veterinarias Desidério Finamor (IDGA
DF) e prova de fixagdo de complemento (FC) @aravisao longo de 6 meses de infeccdo experimental.

Método Tempo poés-infeccdo (meses)
1 2 3 4 5 6 Total
IDGA TECPAR 72,2  g88,8" 83,3/ 72,2780 50,0"° 59,3%° 70,17
IDGA DF 83,3" 77,77 61,1 72,2 61,1 62,9 69,22
FC 88,8 944" 66,6 33,350° 33,34 pp ofc 53,850

Valores acompanhados de letras minusculas distitasesma linha diferem estatisticamente
(P<0,05) pelo Teste Exato de Fisher.
Valores acompanhados de letras mailsculas distiatasesma coluna diferem estatisticamente
(P<0,05) pelo Teste Exato de Fisher.

Entre os testes diagndsticos, houve diferenga carneiros naturalmente infectados pBr
estatisticamente significativa na detec¢do de ovis em que o periodo de infec¢do e o grau
anticorpos antB. ovisa partir do quarto més de desafio a que o0s animais foram
poés-infeccdo. A partir deste periodo, o submetidos eram desconhecidos. Outro
método de FC, apresentando sensibilidade aspecto importante que pode influenciar nos
entre 33,3% e 22,2 %, foi significativamente resultados obtidos € o antigeno utilizado.
(P<0,05) menos capaz de detectar animais Koerich e Vaz (2003) relataram a ocorréncia
sorologicamente positivos par®8. ovis de alta variabilidade entre partidas para os
guando comparado aos demais métodos. Em antigenos produzidos no Brasil, 0 que afeta a
contrapartida, ambos os métodos de IDGA sensibilidade dos métodos soroldgicos e
apresentaram resultados de sensibilidade dificulta a padronizacdo do diagnostico da
estatisticamente semelhantes ao longo de brucelose ovina pds. ovis

toda a infeccdo. Este mesmo padrdo foi

observado para a sensibilidade total dos trés A andlise de concordancia entre os métodos
métodos, com valores de 70,1%, 69,2% e sorolégicos avaliados estd apresentada na
53,8% para as provas de IDGA TECPAR, Tabela 8. Os métodos de IDGA
IDGA DF e FC respectivamente, em que a apresentaram 86,74% de concordancia ente
FC apresentou sensibilidade estatisticamente si, com valor de kappa de 0,734,
inferior aos dois demais métodos. Os valores considerado satisfatério. Este resultado,
de sensibilidade total encontrados no somado aos valores de sensibilidade e
presente estudo para os métodos sorolégicosvalores preditivos semelhantes, demonstra
avaliados diferem daqueles encontrados por que estes dois métodos podem ser

outros autores. Robles (1998) encontrou
valores de sensibilidade para o método de
IDGA de 97,1% e Marin e colaboradores

(1989) encontraram valores de sensibilidade
de 96,4% e 92,7% para as provas de IDGA e
FC, respectivamente. Ja Worthington e

colaboradores (1984) demonstraram valores
de sensibilidade de 91,7% e 96,3% para 0s
métodos de IDGA e FC, respectivamente.

igualmente empregados para o diagnostico
da infeccdo poB. ovis Entretanto, a prova
de FC apresentou concordancia de
resultados de 54,14% e 54,70% e valores de
kappa de 0,201 e 0,215 para os métodos de
IDGA  TECPAR e IDGA DF,
respectivamente. A baixa concordancia com
0os outros meéetodos de IDGA, somada a
menor sensibilidade e valor preditivo

Porém, em todos estes estudos prévios, asnegativo, demonstra que o método de FC
amostras de soro avaliadas eram obtidas de utilizado no presente estudo foi menos
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eficiente no diagnéstico da infeccdo r
ovis A baixa eficiéncia do método de FC

também poderiam contribuir para o
resultado apresentado. O aquecimento do

pode estar relacionada ao fato de que, na soro a 60°C por 30 minutos para inativacado

espécie ovina, a fixacdo do complemento é
realizada somente pela classe {g@quanto

todas as outras classes de IgG e
possivelmente IgM participam do processo
de aglutinagdo (Webb et al., 1980;
Worthington et al., 1984). Além disso, néo
se sabe ao certo qual a classe de
imunoglobulinas é predominante nos
diferentes periodos de infec¢do rovis

Fatores relacionados a técnica de FC

do complemento pré-existente resulta em
uma possivel perda de uma fracdo das
imunoglobulinas presentes, que sao termo-
sensiveis (Webb et al., 1980). Esta perda
pode ser determinante para o resultado do
teste, principalmente na fase crbnica da
doenca, em que o estimulo antigeno do
agente ja ndo é tdo evidente, resultando em
uma menor quantidade de imunoglobulinas
no soro do animal afetado.

Tabela 8. Frequéncia de concordancia e valoregppakpara os métodos sorolégicos de imunodifusdo
em gel de agar (IDGA) utilizando antigeno TECPARBRA TECPAR) e antigeno do Instituto de
Pesquisas Veterinarias Desidério Finamor (IDGA Pprova de fixacdo de complemento (FC) fra

ovisem amostras de soro ovino.

Métodos N amostral N concordéncia Concordancia (%) Kappa

IDGA TECPAR e IDGA DF 181 157 86,74 (80,92 - ?),3 0,734
IDGA TECPAR e FC 181 98 54,14 (46,59 - 61,56) @,20
IDGA DF e FC 181 99 54,70 (47,14 -62,09) 0,215

Valores entre parénteses indicam variacdo do
confianca de 95%.

CONCLUSAO

Os métodos de IDGA utilizando os
antigenos produzidos pelo Instituto de
Tecnologia do Parana (TECPAR) e pelo
Instituto de Pesquisas Veterinarias Desidério
Finamor foram igualmente sensiveis e
especificos para o diagnostico soroldgico da
infeccdo pomB. ovis A utilizagcdo do método

de IDGA deve ser preferida a utilizacdo da
técnica de FC para o diagnéstico da
brucelose ovina porB. ovis com os

vdéorconcordancia considerando-se intervalo de

antigenos testados, uma vez que a FC foi
somente eficiente no diagnostico da
enfermidade até os 75 dias pds-infecgao.
Devido a ocorréncia significativa de animais
falso-negativos, representada pelo baixo
valor preditivo negativo, o diagnostico
soroldgico baseado na técnica de IDGA
deve ser utilizado em conjunto como outras
técnicas disponiveis, como isolamento
bacteriano e PCR, para que um diagndstico
eficiente da brucelose ovina pBr ovisseja
alcancado.
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ANEXO A — Resultados de infec¢do experimental poifgo de amostra

Anexo Al. Resultados de PCR e bacteriologia (BAE€) ainostras de sémen de animais
experimentalmente infectados c@rucella ovisao longo da infec¢ao.

Tempo pos-infeccdo (dias)

0 15 30 45 60 75 90

Animal PCR BAC PCR BAC PCR BAC PCR BAC PCR BAC PCR BAC PCR BAC

1 - - - - - - - - - - - - - -
2 - - - - - - - - - - - - - -
3 - - - - - - + + + + + + + +
4 - - - - - - - - - - - - - -
5 - - - - - - - - - - - - - -
6 - - - - - - - - - - - - - +
7 - - - - - - - + - - - - + +
8 - - - - - - - - - - - - - -
9 - - - - - - - - - - - - - -

Tempo pos-infeccdo (dias)
105 120 135 150 165 180
Animal PCR BAC PCR BAC PCR BAC PCR BAC PCR BAC PCR BAC
1 - - - - + - - - - - - -

2 - - - - - - - - - - - -
3 + + + + + + + + + + + +
4 - - - - + + - - - - - -
5 - - - - - - - - - - - -
6 + - - - + + - - - - - -
7 - - - - - - - - + + + +
8 - - - - - - - - - - + -
9 - - - - + - - - + + + +
+: positivo; -: negativo
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Anexo A2. Resultados de PCR e bacteriologia (BAE) ainostras de urina de animais
experimentalmente infectados c@rucella ovisao longo da infecgao.

Tempo pos-infeccdo (dias)

0 15 30 45 60 75 90
Animal PCR BAC PCR BAC PCR BAC PCR BAC PCR BAC PCR BAC PCR BAC
1 - - - - - - - - + - - - - -
2 - - - - - - - - - - - - - -
3 - - - - + + + + + + + + + +
4 - - - - - - - - + + - - - -
5 - - - - - - - + - - + + + -
6 - - - - - - - - - - - - + -
7 - - - - - - - - - - - - + +
8 - - - - - - - - - - - - - -
9 - - - - - - - - - - - - - -
Tempo pos-infeccdo (dias)
105 120 135 150 165 180
Animal PCR BAC PCR BAC PCR BAC PCR BAC PCR BAC PCR BAC
1 + + - - + - - - - - - +
2 - - - - - - - - - - - -
3 + + + + + + + + + + + +
4 - - - - - - - - + + - -
5 - - - - - - - - - + - -
6 - - - - - - - - - - + +
7 - - - - - - - - - - + -
8 - - - - - - - - - - - -
9 - - - - + + - + - - - -

+: positivo; -: negativo
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Anexo A3. Resultados de PCR e bacteriologia (BA€ahostras de lavado prepucial de

animais experimentalmente infectados ddmcella ovisao longo da infeccéo.

Tempo pos-infeccdo (dias)

0 15 30 45 60 75 90
Animal PCR BAC PCR BAC PCR BAC PCR BAC PCR BAC PCR BAC PCR BAC
1 - - - - - - + + + + + + -
2 - - - - - - - - - - - -
3 - - - - - - + + + + + + +
4 - - - - - - - - - - - -
5 - - - - - - - - - - + + -
6 - - - - - - - - - - - +
7 - - - - - - - - + - - - -
8 - - - - - - - - - - - -
9 - - - - - - - - - - - -
Tempo poés-infeccdo (dias)
105 120 135 150 165
Animal PCR BAC PCR BAC PCR BAC PCR BAC PCR BAC PCR BAC
1 - - - - + + -
2 - - - - - - -
3 + + - - + + + +
4 - - + - - + - -
5 + + + - - - - +
6 + - + + - - +
7 - - + - - - - -
8 - - - - - - -
9 - - + + - - - -

+: positivo; -: negativo
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Anexo A4. Resultados de sorologia (ELISA), bactega e PCR de animais pertencentes a

rebanhos naturalmente infectados Boicella ovis.

Sorologia
Animal Idade (ELISA) Bacteriologia PCR
FAZENDA 1
36 > 4 anos + - +
270 > 4 anos + - -
437 > 4 anos + - -
651 3 anos + - +
FAZENDA 2
56 > 4 anos + + +
122 > 4 anos + + +
146 > 4 anos + + +
221 > 4 anos + + +
301 > 4 anos + + +
332 3 anos + + +
335 2 anos + + +
348 > 4 anos + + +
597 4 anos + + +
685 3 anos + + +
793 2 anos + + +
163 > 4 anos - - -
196 > 4 anos - - -
205-R 4 anos - - -
301-AZ 3 anos - - +
311 3 anos - - -
339 > 4 anos - - +
346 3 anos - - -
629 3 anos - - +
FAZENDAS 3 e 4
57 NI + NR +
58 NI + NR +
51 NI + NR -
46 NI + NR +
70 NI + NR +
68 NI + NR +
2 2 anos + NR +
5 2 anos + NR -
8 2 anos + NR +
9 2 anos + NR -
11 2 anos + NR -
12 2 anos + NR +
13 2 anos + NR -
14 2 anos + NR +
15 2 anos + NR +
18 2 anos + NR +
20 2 anos + NR +

+: positivo; -: negativo; NR: ndo realizado
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Anexo A5. Resultados de PCR e bacteriologia (BA€rthostras de 6rgdos de animais experimentalmefetados conBrucella ovis
eutanasiados aos 192 dias pés-infecgao.

Animal

1 2 3 4 5
Orgéo PCR BAC UFC/g PCR BAC UFC/lg PCR BAC UFC/g PCR BAC UFC/g PCR BAC UFC/g
Cauda epid. D + + 36x10 - - - + + 48x10 - - - - - -
Cauda epid. E - - - - - - - - - + + 86x14 - - -
Corpo epid. D - - - - - - + + 29x102 - - - - - -
Corpo epid. E - - - - - - - - - + - - - - -
Cabeca epid.

D - - - - - - + +  49x102 + - - - - -
Cabeca epid.

E - - - - - - - - - - - - - - -
Testiculo D - - - - - - + + 52x13 + - - - - -
Testiculo E - - - - - - - - - - - - - - .

Ves. Seminal
D + + 7.8x16 - - - + + 6,5x10% + + 16x102 - - -
Ves. Seminal

E + + 81x10 - - - - +  6,4x102 + - - ; ; ]
Bulbouretral

D - - - - - - + +  24x10% - - - - - -

Bulbouretal E - - - - - - + + 8,5x102 - - - - - -
Ampola - - - - - - + + 1,7x1d - - - - - -
Glande - - - - - - + + 8,8x10% + + 43x102 - - -
Prepucio - - - - - - + +  31x102 + - - - _ -

Linf. Inguinal  + + 22x10 - - - - - - - - - - . _

Linf. lliaco + + 16x16 - - - + - - + + 17x102 - - -
Baco - - - - - - - - - - - - - - -
Figado - - - - - - + - - - - - - - -

Bexiga + - - - - - + + 9,3x10% - - . . . .
Rim - - - - - - - - - - - - - - -
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Animal

6

9 Total %

Orgéao PCR BAC

UFC/g PCR BAC UFC/g PCR BAC UFC/g PCR BAC UFC/g PCR BAC

Cauda epid. D - -

Cauda epid. E - -
Corpo epid. D - -
Corpoepid. E - -
Cabeca epid.
D + -
Cabeca epid. E - -

Testiculo D - -
Testiculo E - -
Vesicula D + +
Vesicula E + +

Bulbouretral D - -
Bulbouretal E - -

Ampola - -
Glande - -
Prepucio - -
Linf. Inguinal - -
Linf. lliaco - -
Baco - -
Figado - -
Bexiga - -
Rim - -

v+

1,9 x 102

T

3,8x 108

3,2x 108
2,9 x 102
2,5 x 102

+ +

+ 1,4x 102 33,3 (3/9) 33,3 (3/9)

- - 44,4 (4/9) 33,3 (3,9)
- - 11,1 (1/9)11,1 (1/9)
- - 22,2(2/9) 0(0/9)

- - 55,6 (5/9) 22,2 (2/9)
- - 0(0/9) 0 (0/9)
- - 33,3(3/9)11,1 (1/9)
- - 11,1 (1/9) 11,1 (1/9)
+  1,2x102 55,6 (5/9) 55,6 (5/9)
- - 55,6 (5,9) 44,4 (4/9)

+  9x10 22,2 (2/9) 22,2 (2/9)
- - 11,1 (1/9) 11,1 (1/9)

- - 22,2 (2/9) 22,2 (2/9)
- - 44,4 (4/9) 33,3 (3/9)
+  3,9x 102 44,4 (4/9) 33,3 (3/9)
- - 22,2 (2/9)11,1 (1/9)
+ 8,8x10 44,4 (4/9) 33,3 (3/9)

- - 0(0/9)  0(0/9)
- - 22,2 (2/9) 11,1 (1/9)
- - 44,4 (419) 22,2 (2/9)
- - 0 (0/9)  0(0/9)

+: positivo; -: negativo

63



ANEXO B - Resultados de infeccdo experimental panimal

Anexo B1. Carneiro 1

Dias P.I. Sémen Sangue Urina Lavado Sorologia
PCR BACT PCR BACT PCR BACT PCR BACT TECPAR DF FC
0 - - - - - - - - - - -
15 - - - - - - - - - - 1/4
30 - - - - - - - - + +  1/32
45 - - - - - - + + + + 2/8
60 - - - - + - + + + + 2/8
75 - - - - - - + + + + 1/16
90 - - - - - - - - + + 2/8
105 - - - - + + - - + + 1/16
120 - - - - - - - - - + -
135 + - - - - - - - + + 2/8
150 - - - - - - - - + + -
165 - - - - - - + + - - -
180 - - - - - + - - - + -
Necrépsia  NR  NR NR NR NR NR NR NR + +

+: positivo; -: negativo; P.l.: pés-infeccdo; BACDacteriologia; TECPAR: IDGA com
antigeno TECPAR; DF: IDGA com antigeno do Institd Pesquisas Veterinarias Desidério
Finamor; FC: Fixacdo de complemento; NR: ndo radbtz

Anexo B2. Carneiro 2

Dias P.1. Sémen Sangue Urina Lavado Sorologia
PCR BACT PCR BACT PCR BACT PCR BACT TECPAR DF FC

0 - - - - - - - - - - -
15 - - - - - - - -
30 - - - - - - - -
45 - - - - - - - -
60 - - - - - - - -
75 - - - - - - - -
90 - - - - - - - - - - -
105 - - - - - - - - + - -
120 - - - - - - - - - - -
135 - - - - - - - - - - -
150 - - - - - - - - - - -
165 - - - - - - - - - - -
180 - - - - - - - - - - -
Necropsia NR NR NR NR NR NR NR NR - - -

+ +

+ + + + o+
1
)
~
o

+. positivo; -: negativo; P.l.: po6s-infeccdo; BACDbacteriologia, TECPAR: IDGA com
antigeno TECPAR; DF: IDGA com antigeno do Institd® Pesquisas Veterinarias Desidério
Finamor; FC: Fixagdo de complemento; NR: ndo radbz
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Anexo B3. Carneiro 3

Dias P.1. Sémen Sangue Urina Lavado Sorologia
PCR BACT PCR BACT PCR BACT PCR BACT TECPAR DF FC
0 - - - - - - - - - - -
15 - - - - - - - - + + 1/8
30 - - - - + + - - + +  1/32
45 + + - - + + + + + + 4/64
60 + + - - + + + + + + 2/64
75 + + - - + + + + + + 1/64
90 + + - - + + + + + + 2/32
105 + + - - + + + + + + 1/32
120 + + - - + + + + + + 3/16
135 + + - - + + - - + + 4/16
150 + + - - + + + + + + 4/8
165 + + - - + + + + + + 1/32
180 + + - - + + + + + + 3/32
Necrépsia  NR NR NR NR NR NR NR NR + + 3/16

+. positivo; -: negativo; P.l.: po6s-infeccdo; BACDbacteriologia, TECPAR: IDGA com
antigeno TECPAR; DF: IDGA com antigeno do Institd® Pesquisas Veterinarias Desidério
Finamor; FC: Fixagdo de complemento; NR: ndo radbz

Anexo B4. Carneiro 4

Dias P.I. Sémen Sangue Urina Lavado Sorologia
PCR BACT PCR BACT PCR BACT PCR BACT TECPAR DF FC

0 - - - - - - - - - - -
15 - - - - - - - - - + 1/4
30 - - - - - - - - + + 3/8
45 - - - - - - - - + + 2/8
60 - - - - + + - - + + 1/8
75 - - - - - - - - + + 3/8
90 - - - - - - - - + + 1/4
105 - - - - - - - - - + -
120 - - - - - - - - - + -
135 + + - - - - + - - + -
150 - - - - - - - - + + -
165 - - - - + + + - + + -
180 - - - - - - - - + + -
Necropsia  NR NR NR NR NR NR NR NR + + -

+. positivo; -: negativo; P.l.: po6s-infeccdo; BACDbacteriologia, TECPAR: IDGA com
antigeno TECPAR; DF: IDGA com antigeno do Institd® Pesquisas Veterinarias Desidério
Finamor; FC: Fixacdo de complemento; NR: ndo radbtz
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Anexo B5. Carneiro 5

Dias P.. Sémen Sangue Urina Lavado Sorologia
PCR BACT PCR BACT PCR BACT PCR BACT TECPAR DF FC
0 - - - - - - - - - - -
15 - - - - - - - - - - -
30 - - - - - - - -
45 - - - -
60 - - - -
75 - - - -
90 - - - -
105 - - - -
120 - - - - - - - -
135 - - - - - - + -
150 - - - - - - - -
165 - - - - - + - -
180 - - - - - - + +
Necropsia NR NR NR NR NR NR NR NR - + -
+: positivo; -: negativo; P.l.: pés-infeccdo; BACDacteriologia, TECPAR: IDGA com
antigeno TECPAR; DF: IDGA com antigeno do Institd® Pesquisas Veterinarias Desidério
Finamor; FC: Fixacdo de complemento; NR: ndo radbtz
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+ 218
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+ +
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+ 0+
+ +
+ + 4+ + + +

+ + +
1
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Anexo B6. Carneiro 6

Dias P.I. Sémen Sangue Urina Lavado Sorologia
PCR BACT PCR BACT PCR BACT PCR BACT TECPAR DF FC
0 - - - - - - - - - - -
15 - - - - - - - - + + 1/32
30 - - - - - - - - + + 1/64
45 - - - - - - - - + + 1/32
60 - - - - - - - - + + 1/16
75 - - - - - - - - + + 2/8
90 - + - - + - + + + + 1/4
105 + - - - - - + - + + -
120 - - - - - - - - + + -
135 + + - - - - + + + + -
150 - - - - - - - - + + -
165 - - - - - - - - + + -
180 - - - - + + + - + + -
Necropsia NR NR NR NR NR NR NR NR - + -

+: positivo; -: negativo; P.l.: pés-infeccdo; BACDacteriologia, TECPAR: IDGA com
antigeno TECPAR; DF: IDGA com antigeno do Institd Pesquisas Veterinarias Desidério
Finamor; FC: Fixacdo de complemento; NR: ndo radbtz
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Anexo B7. Carneiro 7

Dias P.I. Sémen Sangue Urina Lavado Sorologia
PCR BACT PCR BACT PCR BACT PCR BACT TECPAR Sul FC
0 - - - - - - - - - - -
15 - - - - - - - - + + 1/4
30 - - - - - - - - + + 1/32
45 - + - - - - - - + - 1/32
60 - - - - - - + - + + 3/8
75 - - - - - - - - + + 1/8
90 + + - - + + - - + + -
105 - - - - - - - - + + -
120 - - - - - - - - + + -
135 - - - - - - + - + + -
150 - - - - - - - - - + -
165 + + - - - - - - + + -
180 + + - - + - - - + + -
Necréopsia NR NR NR NR NR NR NR NR - + -

+: positivo; -: negativo; P.l.: pés-infeccdo; BACDacteriologia, TECPAR: IDGA com
antigeno TECPAR; DF: IDGA com antigeno do Institd Pesquisas Veterinarias Desidério
Finamor; FC: Fixacdo de complemento; NR: ndo radbtz

Anexo B8. Carneiro 8

Dias P.1. Sémen Sangue Urina Lavado Sorologia
PCR BACT PCR BACT PCR BACT PCR BACT TECPAR DF FC

0 - - - - - - - - - - -
15 - - - - - - - - + + 1/16
30 - - - - - - - - + + 1/64
45 - - - - - - - - + + 2/64
60 - - - - - - - - + + 3/32
75 - - - - - - - - + - 1/32
90 - - - - - - - - - - 3/16
105 - - - - - - - - - - 1/16
120 - - - - - - - - + + 4/16
135 - - - - - - - - - - 3/16
150 - - - - - - - - - - 34
165 - - - - - - - - - - 3/8
180 + - - - - - - - - + 1/4
Necrépsia NR NR NR NR NR NR NR NR - + 1/4

+. positivo; -: negativo; P.l.: po6s-infeccdo; BACDbacteriologia, TECPAR: IDGA com
antigeno TECPAR; DF: IDGA com antigeno do Institd® Pesquisas Veterinarias Desidério
Finamor; FC: Fixagdo de complemento; NR: ndo radbz
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Anexo B9. Carneiro 9

Dias P.I. Sémen Sangue Urina Lavado Sorologia
PCR BACT PCR BACT PCR BACT PCR BACT TECPAR DF FC
0 - - - - - - - - - - -
15 - - - - - - - - - + -
30 - - - - - - - - - - 2/8
45 - - - - - - - - - - 14
60 - - - - - - - - - - -
75 - - - - - - - - - - -
90 - - - - - - - -
105 - - - - -
120 - - - - -
135 + - - - + +
150 - - - - - + - - - - -
165 + + - - - - - - - - -
180 + + - - - - - - + + -
Necrépsia NR NR NR NR NR NR NR NR + + -
+: positivo; -: negativo; P.l.: pés-infeccdo; BACDacteriologia, TECPAR: IDGA com
antigeno TECPAR; DF: IDGA com antigeno do Institd Pesquisas Veterinarias Desidério
Finamor; FC: Fixacdo de complemento; NR: ndo radbtz
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