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Introdugao

O Brasil possui cerca de 17,6 milhdes de cabecas de ovinos, entre os estados, Mato
Grosso representa aproximadamente 2% do rebanho efetivo nacional (Instituto..., 2015).
Segundo Viana (2008), o ovino foi umas das primeiras espécies domesticadas pelo homem,
tendo uma importancia histérica como atividade de subsisténcia (Silva Sobrinho, 2006).
Atualmente, a ovinocultura pode ser considerada uma atividade promissora no cenario do
agronegocio, embora seja evidente a necessidade de um maior controle sanitario e,
paralelamente, o desenvolvimento de métodos de diagndstico e controle eficientes (Madruga
et al., 2005).

A brucelose é causada pela bactéria Brucella ovis, desencadeando quadros de
epididimite, infertilidade ou subfertilidade, abortos ou nascimento de cordeiros fracos
(Martins et al.,, 2013). A penetracdo do agente pode ocorrer pelas mucosas conjuntival,
nasal, peniana, vaginal ou retal, sendo que apds a ocorréncia de bacteremia, o agente
alcanca orgaos como baco, rins, figado e principalmente, os 6rgdos sexuais devido ao
tropismo (Lira, 2009). Devido a grande variacdo dos periodos de incubacao e intermiténcia
da eliminagcao do agente, o diagndstico pode resultar em resultados falso negativos, ou
ainda, falso positivos (Martins, 2013). Os testes de diagnéstico preconizados pelo Ministério
da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento sdo os de Imunodifusdo em Gel de Agar (IDGA) e
Fixacdo de Complemento (FC) (Brasil, 2004). Estudos comparativos apresentaram
sensibilidade no IDGA de 96,4 a 97,10%, e para a FC a sensibilidade foi de 92,7%.
Entretanto, o teste de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) apresentou-se como o
mais sensivel (97,6%), com uma especificidade de 100% (Batista, 2012).

Objetivou-se nesse estudo verificar a ocorréncia de anticorpos anti-B. ovis em ovinos
da regiao médio-norte de Mato Grosso pelo teste do ELISA indireto utilizando a proteina

periplasmatica recombinante BP26 como marcador sorolégico da infecgéo.

Material e Métodos
Para o desenvolvimento do estudo foram incluidos os municipios de Ipiranga do
Norte, MT, Sinop, MT, Vera, MT, Itauba, MT e Santa Carmem, MT. Foram escolhidas
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aleatoriamente 21 propriedades onde foi feita uma amostragem de pelo menos 10% do
rebanho, totalizando 330 amostras. Apds a coleta do sangue, as amostras seguiram para o
Laboratério de Sanidade Animal da Embrapa Agrossilvipastoril, localizada no municipio de
Sinop, MT. O material foi centrifugado (3000xg por 15 minutos) para obten¢do do soro, para
posteriormente ser aliguotado em microcubos e armazenado a -20 °C.

Duas amostras de soro de carneiros sabidamente positivo e negativo pelos testes
preconizados pelo MAPA foram usadas como controle. O diagndstico da infecgéo por B. ovis
foi realizado por ELISA indireto (Franga et al., 2014) e resumidamente consistiu em cinco
etapas: Etapa 1: Adsorcdo do Antigeno Bp26r de B. ovis (500 ng pogo') em tampao
carbonato nas placas. Etapa 2: Bloqueio das placas adsorvidas e congelamento. Etapa 3:
Diluicao dos soros 1:20 em PBSTL 1% (solugéo salina tamponada fosfatada com 0,05% de
Tween 20 e 1% de leite em pd). Apods a diluigao aplicou-se 100 yL dos soros, em duplicata,
em cada pocgo e a placa foi incubada a 25 °C por 1 hora. Ao final do periodo de incubacgéao
foram feitas trés lavagens com 200 uL de PBST 0,005% (PBST com 0,005% de leite em po).
Etapa 4: Adicdo do anticorpo conjugado. Em cada poco foi aplicado 100 uL de IgG de
coelho anti-ovino conjugado com peroxidase, na diluigdo de 1:4000 em PBSTL 1% e
incubada a placa a 37° C por 1 hora. Em seguida, trés novas lavagens com 200 yL de PBST
0,005% por pogo. Etapa 5: Adicdo do substrato. Foram aplicados 100 pL da solugao
contendo 0,5 mg mL' de OPD (8-Phenylenediamine) diluido em tampéo citrato-fosfato pH
5.0 (0,1 M acido citrico anidro, 0,2 M fosfato de sodio e perdxido de hidrogénio PA 130
volumes) e adicionado quantidade suficiente de agua para completar 10 mL. A placa foi
incubada por 10 minutos a 25 °C. Apos este periodo, foi adicionado 40 uL de acido sulfurico
4 M e procedida a leitura em leitor de ELISA (Multiskan FC, Thermo Fischer Scientific) a 494
nm.

O calculo do resultado foi feito através da regra de trés, onde M (média das
absorbancias das duas replicatas do controle positivo esta para o valor esperado do controle
positivo (0,835), e T (média das absorbancias das amostras testadas) esta para X (valor da
absorbancia corrigida da amostra). Animal negativo apresentou X < 0,220, animal

inconclusivo 0,222 < X < 0,263 e animal positivo X > 0,263.

Resultados e Discussao
Os resultados do teste de ELISA por municipio estdo representados na Tabela 1.
Todos os municipios amostrados apresentaram sorologia positiva em pelo menos 15% dos

animais. Sinop apresentou a maior ocorréncia, com 52% (52/100) de animais positivos
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(Tabela 1). Das 21 propriedades amostradas apenas uma ndo apresentou casos positivo,

sendo assim, 95,2% das propriedades possuem incidéncia da infecgao.

Tabela 1. Frequéncia de ovinos soro-reativos para Brucella ovis pelo teste de ELISA indireto
na regido médio-norte de Mato Grosso.

Municipio Positivos Negativos Total
Itauba 47 57 104
Sinop 52 48 100
Vera 26 29 55
Ipiranga 6 34 40
Santa Carmem 9 22 31
Total 140 190 330

Os machos sao mais susceptiveis do que as fémeas a infeccao por B. ovis, e sdo a
principal fonte de disseminagao do agente, pois copulam com um grande numero de fémeas
além de apresentarem comportamento homossexual (Lira, 2009). Por outro lado, as fémeas
muitas vezes atuam como portadoras assintomaticas, disseminando a bactéria para os
machos do rebanho. Dessa forma, fica evidente que ambos os sexos sado importantes na
epidemiologia do agente e, no presente estudo, foi possivel verificar que ndo houve
diferenca no percentual de animais positivos entre os sexos (Tabela 2).

Tabela 2. Frequéncia de fémeas e machos ovinos com anticorpos anti-Brucella ovis por
ELISA indireto na regido médio-norte de Mato Grosso.

Categoria ELISA

Fémeas 42,4% (125/295)
Machos 42,8% (15/35)
Total 42,4% (140/330)

A Tabela 3 apresenta um levantamento soroepidemioldgico através da técnica de
IDGA em diferentes regides brasileiras. Os dados comparados com o resultado do teste
Elisa do atual trabalho mostra que a regido de Mato Grosso possui uma porcentagem de
igual ou muito maior de animais positivos comparativamente com os estudos listados
abaixo.

Tabela 3. Levantamento soroepidemioldgico para Brucella ovis em ovinos no Brasil,
segundo a técnica de IDGA.

Estudo Prevaléncia Técnica Local

Nozaki et al. (2004 0,00 IDGA Regido Centro-Oeste de S&do Paulo
Souza et al. (2011) 0,72 IDGA Microrregido de Juazeiro/BA

Rizzo et al. (2009) 1,96 IDGA Sao Paulo

Pinheiro Junior et al. (2009) 3,10 IDGA Regibes Leste, Agreste e Sertao de Alagoas
Silva et al. (2009) 3,27 IDGA Recéncavo Baiano

Azevedo et al. (2004) 5,00 IDGA Ouro Branco/RN

Azevedo et al. (2004) 9,10 IDGA Parelhas/RN

Azevedo et al. (2004) 10,70 IDGA Jardim do Serid6/RN

Juliano et al. (2011) 12,70 IDGA Corumba/MS

Azevedo et al.(2004) 15,60 IDGA Caic6-RN

Silva et al. (2003) 34,00 IDGA Rio Grande do Norte

Fonte: Martins (2013).
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Conclusao

A brucelose ovina possui alta ocorréncia na regido médio-norte de Mato Grosso, o
que confirma a necessidade de métodos de diagndsticos eficientes e de facil acesso,
controle sanitario rigido e orientagado para a populagéo sobre a ocorréncia da doencga e sua

relagdo com baixos indices reprodutivos.
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