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DA COSTA, L.F. Avaliação comparativa entre PCR gênero-específica, PCR 

espécie-específica e nested PCR espécie-específica no diagnóstico da 

infecção por Brucella ovis. 2010. 48f. Dissertação (Mestrado) - Faculdade de 

Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista, Botucatu. 

Resumo 

O diagnóstico da infecção por Brucella ovis em ovinos usualmente é realizado 

por meio de exame clínico, testes sorológicos e bacteriologia. Devido às 

limitações apresentadas pelas técnicas, o diagnóstico é geralmente obtido 

mediante aplicação de duas ou mais técnicas para obtenção de um resultado 

conclusivo. A Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) tem sido utilizada 

como ferramenta diagnóstica aplicável, pois é sensível, pouco dispendiosa, 

rápida, simples de ser realizada e permite o diagnóstico específico do agente 

infectante. Neste trabalho foram realizados dois experimentos. No primeiro 

compararam-se os percentuais de positividade em duas técnicas de PCR 

padronizadas, sendo a primeira gênero-específica e a seguinte espécie-

específica, em 191 amostras de sêmen e 214 de urina provenientes de ovinos 

inoculados experimentalmente com a cepa de B. ovis REO 198. 

Posteriormente, desenvolveu-se a nested PCR a partir do produto amplificado 

da reação espécie-específica, e o percentual de positividade obtido pela nested 

PCR foi comparado aos obtidos pelas PCRs gênero-específica e espécie-

específica. Foi observada diferença significativa no percentual de positividade 

(P<0,05) entre PCR gênero-específica e PCR espécie-específica (24,08% e 

15,18%, respectivamente) para amostras de sêmen de ovinos e concordância 

moderada entre os resultados destas técnicas (kappa de 0,623); para amostras 

de urina, não houve diferença significativa entre as positividades obtidas pela 

PCR gênero-específica e a espécie-específica (10,28% e 7,011%, 

respectivamente), e a concordância entre os resultados foi moderada (kappa 

de 0,6167). A nested PCR espécie-específica apresentou percentual de 

positividade significativamente maior (P<0,001) quando comparada às PCRs 

gênero-específica e espécie-específica em amostras de sêmen (53,93%) e de 

urina (49,07%). Assim, de acordo com os resultados obtidos neste 

experimento, a PCR espécie-específica apresentou menor percentual de 

positividade frente a PCR gênero-especifica, não a recomendando portanto 



como técnica diagnóstica de triagem. Porém a implementação da nested PCR 

espécie-específica demonstrou aumento da positividade estatisticamente 

significativo, associado a especificidade, em amostras de sêmen e urina. 

Palavras-chave: Brucella ovis, PCR, gênero-específica, espécie-específica, 

sêmen, urina. 

 



 
 

DA COSTA, L.F. Comparative evaluation between genus-specific PCR, 

specie-specific PCR and species-specific nested PCR in the diagnosis of 

Brucella ovis infection. 2010. 48f. Dissertação (Mestrado) - Faculdade de 

Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista, Botucatu. 

Abstract 

Diagnosis of Brucella ovis infection in rams is routinely performed by clinical 

examination, serology and bacteriology. Due to limitations presented by each 

technique, the diagnosis is usually made by two or more techniques to obtain a 

conclusive result. The Polymerase Chain Reaction (PCR) has been used as a 

diagnostic tool applicable because it is sensitive, inexpensive, rapid, simple to 

perform and allows the specific diagnosis of infectious agents. In this study, the 

positivity percentages of two techniques of PCR previous described, one genus-

specific and other species-specific, were measured in 191 semen and 214 urine 

samples from sheep experimentally infected with strain of B. ovis REO 198. 

Then, a species-specific nested PCR was developed from amplified products of 

the species-specific PCR, and the percentage of positivity obtained by nested 

PCR was compared to those obtained by genus and species-specific PCRs. 

Significant difference was observed when comparing the percentage of 

positivity (P <0.05) between genus-specific and species-specific PCR (24.08% 

and 15.18%, respectively) in semen samples from sheep, and there was 

moderate agreement between the results of these techniques ( kappa 0.623). In 

urine, no significant difference between the percentages of positives samples 

obtained by genus and species-specific PCR was observed (10.28% and 

7.011% respectively) and the concordance between the results was moderate 

(kappa 0.6167). The species-specific nested PCR showed significantly higher 

percentage of positivity (P <0.001) when compared to genus-specific and 

species-specific PCRs in semen (53.93%) and urine (49.07%). Thus, according 

to the results obtained in this experiment, the species-specific PCR showed the 

lower percentage of positivity when compared to genus-specific PCR, but the 

implementation of the species-specific nested PCR showed highly significant 

increase in positivity, associated with specificity, in samples of semen and urine.  

Keywords: Brucella ovis, PCR, genus-specific, species-specific, semen, urine.
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1. INTRODUÇÃO 

 

 A brucelose ovina é uma doença infectocontagiosa que tem sua 

relevância, especialmente nos países em que a criação de ovinos é importante 

fonte de renda. A bactéria causadora desta enfermidade, a Brucella ovis, é, 

entre inúmeros agentes, a principal causadora da epididimite contagiosa ovina. 

A B. ovis reduz os indicadores reprodutivos, aumenta o número de carneiros 

descartados anualmente, gera diminuição da vida reprodutiva dos machos, 

causa abortos, mortalidade perinatal e a consequente diminuição nos 

rendimentos de carne e lã por hectare (ROBLES, 2008). 

 A infecção por B. ovis tem distribuição cosmopolita (SPENCER e 

BURGESS, 1984; ESTEIN, 1999). No Brasil, o primeiro relato de caso ocorreu 

no Estado do Rio Grande do Sul (RAMOS et al., 1966) e prosseguiu até a 

atualidade (MAGALHÃES NETO e GIL-TURNES, 1996; MARINHO e 

MATHIAS, 1996; SILVA et al., 2003; COLETO et al., 2003; AZEVEDO et al., 

2004; CLEMENTINO et al., 2007). 

 Para o controle da brucelose ovina é necessário o estabelecimento de 

medidas que tenham como alicerce a identificação e eliminação de animais 

infectados, doentes ou portadores, e o bloqueio da introdução de novos 

animais infectados em um rebanho. Neste aspecto, é fundamental a existência 

de métodos diagnósticos eficientes, rápidos e viáveis de serem executados. 

 Usualmente, o diagnóstico da infecção por B. ovis é realizado por meio da 

combinação de exame clínico, isolamento da bactéria de amostras de sêmen e 

de tecidos e detecção de anticorpos anti-B. ovis em soro sanguíneo (ALTON et 

al., 1988; GRILLÓ et al., 1999). Entretanto, no exame físico, existem animais 

que, embora infectados, não desenvolvem lesões e/ou outros que, após 

apresentarem lesões crônicas da infecção, retornam ao estado normal e não 

apresentam alterações perceptíveis à palpação (WEBB et al., 1980). O 

isolamento bacteriano é uma técnica demorada e nem sempre eficiente, pois a 

bactéria é eliminada de forma intermitente no sêmen de animais infectados 

(WORTHINGTON et al., 1985, BAIGÚN et al., 2000), assim como pode não ser 

eliminada no sêmen de carneiros com alterações epididimárias e reação 

sorológica positiva (BURGESS, 1982), o que possibilita a obtenção de 

resultados falso-negativos neste teste, exigindo que o mesmo seja realizado de 



4 

 

forma seriada para uma maior confiabilidade. Quanto aos testes sorológicos 

existentes para B. ovis, as falhas geralmente estão relacionadas à 

sensibilidade apresentada. Essas dificuldades no diagnóstico da infecção 

explicam o motivo pelo qual o diagnóstico da brucelose ovina é geralmente 

realizado mediante o emprego de duas ou mais técnicas para a obtenção de 

um resultado conclusivo, o que pode exigir alto custo e ser demorado (GIL 

TURNES, 1998). 

 A Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) tem sido utilizada como 

ferramenta diagnóstica aplicável, pois é altamente sensível, específica, pouco 

dispendiosa, rápida e simples de ser realizada (BRICKER, 2002). Esta técnica, 

inclusive, tem demonstrado possuir sensibilidade similar (MANTEROLA et al, 

2003) ou mesmo maior que a apresentada pelo cultivo microbiológico para B. 

ovis (NOZAKI, 2008; XAVIER et al., 2010), e possibilita a rápida identificação 

do patógeno em amostras de sêmen (SAUNDERS et al., 2007; NOZAKI, 2008; 

XAVIER et al., 2010) e urina (NOZAKI, 2008; XAVIER et al., 2010). Estudos 

têm sido desenvolvidos com a finalidade de determinar uma técnica de PCR 

que possua sensibilidade alta. Recentemente, devido ao advento do 

sequenciamento das principais espécies de Brucella, diversos métodos 

biomoleculares têm sido estudados, inclusive com o objetivo de obter um 

exame específico em determinar a espécie da bactéria infectante presente na 

amostra. Métodos que detectem especificamente a infecção por B. ovis em 

ovinos são de relevante importância, por exemplo, para controle dos casos de 

brucelose em rebanhos livres de Brucella melitensis, espécie de Brucella que 

também pode acometer pequenos ruminantes e é de caráter zoonótico, com o 

intuito de monitorar o rebanho. Xavier et al. (2010) desenvolveram uma técnica 

de PCR que amplifica uma região gênica que ocorre especificamente em B. 

ovis. Entretanto, esta região ocorre em menor frequência gênica quando 

comparada a regiões amplificadas em técnicas gênero-específicas, o que 

possivelmente reduz a sensibilidade do teste espécie-específico. 

 O presente estudo teve como objetivo avaliar a PCR espécie-específica 

desenvolvida por Xavier et al. (2010) comparativamente à PCR gênero-

específica para amostras de sêmen e urina de animais infectados 

experimentalmente com a cepa de B. ovis REO 198. Adicionalmente, 

pretendeu-se padronizar uma técnica de nested PCR espécie-específica e 
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avaliá-la de forma comparativa à PCR gênero-específica e à PCR espécie-

específica. 

 

 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 Etiologia 

 A brucelose é uma doença infectocontagiosa crônica de importância em 

saúde pública e em saúde animal, uma vez que pode acometer o homem e 

uma grande variedade de espécies animais. É causada por bactérias do 

gênero Brucella, microrganismos pertencentes à subdivisão alpha-2 da classe 

Proteobacteria (MORENO et al., 2002), Gram-negativos e intracelulares 

facultativos. São divididas, segundo fatores patogênicos e hospedeiros 

preferenciais, em seis espécies determinadas: B. abortus, B. melitensis, B. 

suis, B. ovis, B. canis, e B. neotomae (VERGER et al., 1987). Há relatos 

recentes de isolamento de Brucella em mamíferos marinhos e as amostras 

obtidas foram classificadas como B. maris (JAHANS et al., 1997), e mais 

recentemente divididas em duas espécies, conforme sua preferência pelo 

hospedeiro: B. pinnipedialis e B. ceti (CLOECKAERT et al., 2001; FOSTER et 

al., 2007). Também foi isolada uma nova espécie da bactéria em um roedor 

(Microtus arvalis) denominada Brucella microti (SCHOLZ et al., 2008). 

 Em ovinos, a brucelose possui como agente etiológico principal a Brucella 

ovis, bactéria com morfologia cocobacilar, Gram-negativa, imóvel, não 

capsulada, não esporulada e de tamanho pequeno, com aproximadamente 0,4 

a 2,5 µm de comprimento por 0,4 a 0,8 µm de largura. Em meio sólido, como 

ágar tripticase soya, enriquecido com soro equino, bovino ou ovino em 

concentração final de 5 a 10% e em ambiente com 5 a 10% de CO2, as 

colônias são perceptíveis entre três a cinco dias de incubação e apresentam 

por volta de 2 mm de diâmetro, forma circular e convexa, de coloração variando 

de branco a marrom (ALTON et al., 1988). A superfície da bactéria tem forma 

rugosa, por não possuir a cadeia O nos lipopolissacarídeos de sua parede 

celular (BLASCO, 1990). 

 Apesar de ser considerada de menor relevância quando comparada às 

outras bactérias do mesmo gênero, devido ao fato de não ser zoonótica, a B. 
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ovis tem sua importância relacionada aos prejuízos econômicos que causa, 

principalmente para produtores em que a criação de ovinos é principal fonte de 

renda. A bactéria é, entre inúmeros agentes, a principal causadora da 

epididimite contagiosa ovina; devido a isso é inclusive admitido esse termo, 

embora errôneo, como sinônimo da brucelose ovina. A B. ovis reduz os índices 

reprodutivos, aumenta anualmente o número de carneiros não aptos à 

atividade reprodutiva, gera diminuição da vida reprodutiva dos machos, 

abortamentos, mortalidade perinatal e a consequente diminuição nos 

rendimentos de carne e lã (ROBLES, 2008). 

 

2.2 Epidemiologia 

 Descrita inicialmente por Buddle e Boyes (1953) na Nova Zelândia, a 

infecção tem atual distribuição cosmopolita e tem sido diagnosticada em 

praticamente todos os países onde a ovinocultura é atividade de importância 

econômica (SPENCER e BURGUESS, 1984; ESTEIN, 1999). 

 Há vários trabalhos referentes à frequência de animais reagentes ao teste 

de imunodifusão em gel de ágar (IDGA), realizados em ovinos de diversas 

regiões do mundo. Neles, a taxa relacionada à quantidade de animais positivos 

foi variável e situada entre 2,4 e 27,8% em rebanhos de ovinos analisados 

(TAMAYO et al., 1989; ROBLES et al., 1993; MARCO et al., 1994; 

SERGEANT, 1994; KUMAR et al., 1997; TORRES et al., 1997; ESTEIN et al., 

2002). 

 No Brasil, a infecção por B. ovis foi descrita e diagnosticada em várias 

localidades. A epididimite causada por B. ovis foi primeiramente relatada no 

Estado do Rio Grande do Sul, pelo isolamento do agente em oito epidídimos 

que apresentavam lesões clínicas. A infecção foi consequência da aquisição de 

ovinos infectados provenientes de países nos quais a bactéria havia sido 

diagnosticada (RAMOS et al., 1966).  

 Ainda no Estado do Rio Grande do Sul, foram examinados soros de 1.638 

ovinos machos pela IDGA e realizada a avaliação clínica do trato genital dos 

animais. Os autores obtiveram 13,4% dos animais com anticorpos anti Brucella 

ovis e 9,8% com manifestações clínicas condizentes com o quadro da doença 

gerado pela bactéria (MAGALHÃES NETO e GIL-TURNES, 1996).  
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 Em Santa Catarina, 18,84% dos animais examinados apresentaram 

alterações nos órgãos genitais; no entanto, nenhum desses animais reagiu 

positivamente na IDGA para B. ovis (SCHÄFER et al., 1997).  

 Em São Paulo, Marinho e Mathias (1996) não encontraram animais 

positivos para B. ovis nos testes de IDGA, ELISA e reação de fixação do 

complemento (RFC), e não observaram alterações sugestivas de infecção no 

exame clínico. No mesmo estado, Nokazi et al. (2002) analisaram 110 soros de 

animais provenientes de exposição agropecuária e observaram 10,9% positivos 

pela técnica de IDGA, entretanto todas as amostras foram negativas quando 

submetidas ao exame com 2-mercaptoetanol. 

 Os dados sorológicos recentes foram obtidos na região Nordeste, que 

detém atualmente 49% do rebanho ovino nacional, e cuja maior parte dos 

criatórios está inserida na zona semiárida. Os percentuais obtidos foram de 

35% e 11,3%, no Rio Grande do Norte (SILVA et al., 2003; AZEVEDO et al., 

2004), e 17,5 %, em Pernambuco (COLETO et al., 2003), de animais positivos 

na IDGA. No semiárido da Paraíba, 5,57% dos animais foram positivos na 

IDGA e RFC (CLEMENTINO et al., 2007).  

 A B. ovis infecta de forma natural a espécie ovina, embora já tenha havido 

confirmação da transmissão da bactéria de carneiros infectados para cervos 

criados no mesmo pasto, e entre cervos infectados (RIDLER et al., 2000; 

RIDLER et al., 2002). Caprinos jovens e adultos podem ser infectados de forma 

experimental, contudo são menos susceptíveis quando comparados aos 

ovinos, e a infecção nessa espécie é de caráter leve e de curta duração 

(BURGESS et al., 1985). Na espécie ovina, os machos são mais susceptíveis à 

infecção que as fêmeas (TAMAYO et al., 1989) 

 Com relação às raças de ovinos predispostas, a Merino é considerada 

como mais resistente à infecção que as raças britânicas e suas cruzas, pois 

apresenta menor soroprevalência (SERGEANT, 1994). Quanto à idade, 

animais adultos são mais susceptíveis de serem infectados pela B. ovis, devido 

ao contato sexual, sendo a principal via de transmissão a venérea (BULGIN e 

ANDERSON, 1983; WALKER et al., 1986). A infecção em animais que ainda 

não tiveram contato sexual pode ocorrer, todavia, em algumas condições, 

sobretudo em períodos de estabulação prolongada, quando estes animais têm 

contato com a urina de outros já infectados. Nessas condições, a bactéria 
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penetra no organismo pela mucosa nasal, oral, conjuntival e pela via 

percutânea, quando há feridas ou escoriações (BROWN et al., 1971; ALTON et 

al., 1988; BULGIN, 1990). Há igualmente relato de infecção por Brucella ovis 

em animais de até quatro meses de idade (BURGESS, 1982), e de infecção 

epizoótica em rebanhos de carneiros nunca utilizados para reprodução 

(BULGIN, 1990). 

 O carneiro infectado é a principal fonte de infecção em um rebanho, 

eliminando o agente principalmente pelo sêmen. Burgess (1982) salientou que 

a transmissão natural do agente ocorre principalmente por via venérea. Podem 

também se caracterizar como portas de entrada para a infecção as membranas 

mucosas prepucial (PLANT et al., 1986; MANTEROLA et al., 2003), retal, nasal 

(PLANT et al., 1986), oral (ALTON et al., 1988) e conjuntival (GRILLÓ et al., 

1999), pois os carneiros têm o hábito de saltar entre si e de lamberem o 

prepúcio uns dos outros. A entrada do microrganismo por via retal é favorecida 

pela conduta homossexual dos machos fora da época de serviço (BULGIN e 

ANDERSON, 1983; BULGIN, 1990). 

 Como as outras espécies do gênero Brucella, a B. ovis possui como fonte 

de infecção adicional o sêmen contaminado utilizado em inseminação artificial 

(BUCKRELL, 1987). Robles et al. (1998) referem o aparecimento de problemas 

reprodutivos em ovinos de uma propriedade durante o período em que estes 

animais eram direcionados à inseminação artificial. A demonstração de 

anticorpos contra B. ovis no soro destes animais e o isolamento do 

microrganismo correspondente determinaram como causa da doença na 

propriedade.  

 Em fêmeas, há também referência de penetração do agente via 

cervicovaginal (PLANT et al., 1986), principalmente durante a cópula com um 

carneiro previamente infectado (PAOLICCHI et al., 1991), podendo, 

consequentemente, representar uma fonte de infecção de B. ovis e transmiti-la 

posteriormente a um carneiro susceptível (BROWN et al., 1971). As ovelhas 

infectadas podem eliminar o microrganismo nas secreções vaginais, 

constituindo um risco para os carneiros durante o período de serviço (MARCO 

et al., 1994). Estein (1999) refere que apesar de a ovelha se recuperar da 

infecção após o parto, ela elimina B.ovis com as secreções uterinas, a placenta 

e o lóquio. Envoltórios fetais e o próprio feto abortado constituem fontes de 
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infecção da bactéria, tanto em casos em que a fêmea foi naturalmente 

infectada como em que houve inoculação experimental de Brucella ovis 

(GRILLÓ et al., 1999). Há relatos de transmissão vertical de B. ovis em fêmeas 

infectadas enquanto estavam no terço médio da gestação, cujo cordeiro 

infectado morreu dez dias após o nascimento (GRILLÓ et al., 1999), e de 

infecção em cordeiros após serem amamentados com leite de fêmeas 

infectadas (BAIGÚN et al., 2000). Grilló et al. (1999), entretanto, analisaram 46 

cordeiros que se alimentaram de leite de ovelhas infectadas e não isolaram B. 

ovis em nenhum desses animais.  

 

2.3 Patogenia e sinais clínicos 

 De forma semelhante à que ocorre com as bactérias do mesmo gênero, a 

B. ovis tem a propriedade de sobrevivência e multiplicação intrafagocitária, e 

por isto possui resistência aos mecanismos de destruição que essas células de 

defesa efetuam (PAOLICCHI, 2001). Devido a esta capacidade de escape 

imunológico, a infecção por esta bactéria apresenta progressão lenta, em que o 

agente desencadeia uma infecção local que perdura por aproximadamente 30 

dias na mucosa da porta de entrada. Após esse período, o processo evolui e 

acomete os linfonodos locais, onde o agente persiste por duas a três semanas. 

O estágio bacterêmico somente se instala em torno de dois meses pós-

infecção, quando o microrganismo atinge o trato genital, o baço, os rins, o 

fígado, o pulmão e outros gânglios linfáticos e multiplica-se nesses órgãos; o 

agente é eliminado à medida que as células infectadas são destruídas 

(BIBERSTEIN et al., 1964; GIL TURNES, 1998). 

 Eliminação de B. ovis ocorre principalmente por meio do sêmen do animal 

infectado, de forma intermitente e por períodos prolongados (WORTHINGTON 

et al., 1985; PAOLICCHI et al., 1991). Paolicchi et al. (1991) obtiveram cultivos 

de sêmen positivos para B. ovis até oitenta semanas pós-infecção 

experimental. 

 Os principais órgãos afetados na maioria dos carneiros infectados são o 

epidídimo e as glândulas sexuais acessórias, sendo as lesões concentradas 

principalmente no epidídimo (BURGESS, 1982). A cauda do epidídimo é o local 

em que se observa maior alteração, geralmente unilateral, que passa a 

apresentar consistência firme à palpação. O aumento da cauda desse órgão 
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caracteriza cronicidade da doença (CAMERON e LAUERMAN, 1976; 

SEARSON, 1982; FOSTER et al., 1989; BLASCO, 1990; WEST et al., 1993). 

Alterações macroscópicas geralmente são observadas nos epidídimos apenas 

após a formação de granulomas espermáticos (FOSTER et al., 1987), em 

consequência da estase espermática e do extravasamento de conteúdo 

espermático para o interstício (BURGESS, 1982). Os testículos podem 

apresentar consistência mais flácida e sofrer atrofia em graus variáveis 

(BLASCO, 1990). Os sinais clínicos relacionados à doença são pouco 

evidentes nas glândulas acessórias, embora possam ser acometidas, 

especialmente a vesícula seminal, que pode apresentar aumento de volume, 

com ductos preenchidos por líquidos. As glândulas bulbouretrais, a próstata e a 

ampola do ducto deferente normalmente não apresentam alterações 

significativas (FOSTER et al., 1987).  

 Embora B. ovis cause epididimite, existem carneiros infectados que não 

desenvolvem a doença de forma perceptível à palpação. Mesmo em animais 

que apresentam os sinais clínicos relacionados à doença, a reversão dos sinais 

é frequentemente observada, a ponto de o animal ser considerado clinicamente 

normal (BURGESS, 1982; WORTHINGTON et al., 1985, PLANT et al., 1986). 

 Em função da epididimite, a qualidade do sêmen e a fertilidade dos 

animais encontram-se alteradas (KOTT et al., 1988; BULGIN, 1990; ROBLES 

et al., 1998). Há migração de células inflamatórias para o sêmen (WEBB et al., 

1980), reduz-se a concentração espermática, com diminuição total do volume 

espermático produzido pelo macho, ocorre redução da motilidade dos 

espermatozoides no ejaculado e aumento do percentual de anormalidades 

morfológicas apresentadas nessas células (CAMERON e LAUERMAN, 1976; 

RIDLER et al., 2002). 

 Sinais clínicos sistêmicos e relacionados à fase inicial da doença, como 

febre, hiporexia ou apetite caprichoso, enfraquecimento e taquipneia podem 

ocorrer, mas são pouco frequentes, o que dificulta o diagnóstico clínico em fase 

aguda da doença (ROBLES, 2008). 

 Nas fêmeas não gestantes, a B. ovis pode produzir vaginocervicite e 

endometrite, acarretando em infertilidade temporária. Nas gestantes, a infecção 

produz bacteremia, e a bactéria torna a multiplicar-se no trato genital a partir da 
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segunda metade do período de gestação, podendo causar placentite, quadros 

de abortamento e mortalidade perinatal de cordeiros (ESTEIN, 1999). 

 

2.4 Diagnóstico 

 Para o controle da enfermidade, é necessário o estabelecimento de 

medidas de controle, que têm como alicerce a identificação e eliminação de 

animais infectados com a bactéria e o bloqueio da introdução de novos animais 

infectados em um rebanho. Para que essas medidas sejam implantadas, são 

necessários métodos diagnósticos que sejam eficientes, rápidos e viáveis de 

serem executados. 

 Usualmente, o diagnóstico da infecção por B. ovis é realizado pela 

combinação de exame clínico, isolamento da bactéria de amostras de sêmen, 

tecidos e detecção de anticorpos anti-B. ovis em soro sanguíneo (ALTON et al., 

1988; GRILLÓ et al., 1999). 

 

     2.4.1 Exame clínico 

 O exame clínico consiste na inspeção da parte externa dos órgãos 

genitais dos ovinos e palpação escrotal. A palpação de testículo e epidídimo 

demonstra ser uma técnica de grande utilidade no diagnóstico da doença 

(WEBB et al., 1980). Embora não permita aferir qual o agente causador da 

epididimite, uma vez que as alterações clínicas causadas pelos diferentes 

microrganismos que desencadeiam a epididimite contagiosa ovina são 

similares na maioria das vezes (HUGHES e CLAXTON, 1968), esta técnica 

diagnóstica permite uma triagem dos animais passíveis de estarem infectados 

pela B. ovis e possui baixo custo. Este procedimento, contudo, tem eficácia 

limitada, já que existem animais que, embora infectados, não desenvolvem 

lesões, assim como animais que após apresentarem lesões crônicas da 

infecção, retornam ao estado normal e não apresentam alterações perceptíveis 

à palpação (WEBB et al., 1980). O sêmen também pode ser examinado com o 

objetivo de avaliar diminuição da motilidade, presença de anormalidades 

espermáticas e também determinar o perfil inflamatório, por meio da 

visualização de células inflamatórias presentes (BURGESS, 1982). 

 

     2.4.2 Cultivo bacteriológico 
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 Alguns autores recomendam a utilização do cultivo bacteriológico do 

sêmen, como complemento ao exame clínico, e realização de testes 

sorológicos antes da estação de monta (PAOLICCHI et al., 1991), pois a 

identificação da bactéria no sêmen é um indicador confiável da presença de 

infecção (WEBB et al., 1980). A bactéria, entretanto, é eliminada de forma 

intermitente no sêmen de animais infectados (WORTHINGTON et al., 1985, 

BAIGÚN et al., 2000), ou pode nem mesmo ser eliminada no sêmen de 

carneiros com alterações epididimárias e reação sorológica positiva 

(BURGESS, 1982), o que possibilita o aparecimento de animais falso-negativos 

no cultivo bacteriológico. Por esses fatores, é recomendado o processamento 

de amostras de forma seriada, sendo três a quatro amostras de sêmen 

coletadas em intervalos semanais, visando aumentar a possibilidade de êxito 

diagnóstico (BLASCO, 1990). 

 

     2.4.3 Exames sorológicos 

 Existem vários métodos sorológicos que visam detectar anticorpos anti-

Brucella ovis; dentre os mais utilizados destacam-se  IDGA (MYERS e SINIUK, 

1970), RFC (WORTHINGTON et al., 1985; MARÍN et al., 1989; HILBINK et al., 

1993) e ELISA (VIGLIOCCO et al., 1997). 

 A IDGA é prova de referência em países da América do Sul, como Chile, 

Argentina, Brasil, Peru e Uruguai. Este teste utiliza antígeno de extrato salino, 

constituído por lipopolissacarídeos rugosos e proteínas da membrana externa 

da Brucella (OIE, 1996), ou antígeno citoplasmático, e baseia-se na formação 

de complexo antígeno-anticorpo insolúvel que se precipita no gel, formando 

uma linha de precipitação visível após 72 horas de incubação (MYERS e 

SINIUK, 1970). O exame é capaz de detectar a presença de anticorpos a partir 

da 6ª à 12ª semana pós-infecção (JOHNSON e WALKER, 1992).  

 Considerada simples, de baixo custo e de fácil interpretação (MYERS e 

SINIUK, 1970), a IDGA é, entretanto, uma técnica que pode gerar reações 

falso-positivas, nos casos em que se utiliza antígeno de parede celular, uma 

vez que é possível a ocorrência de reações cruzadas com outras bactérias 

(JOHNSON e WALKER, 1992); ou menor sensibilidade, nas reações em que 

utiliza um antígeno proteico citoplasmático (JOHNSON e WALKER, 1992). 

http://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0301-732X1999000100001&lang=pt#MYERS1970
http://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0301-732X1999000100001&lang=pt#MYERS1970
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 Em países como Austrália e Nova Zelândia, o diagnóstico e descarte de 

animais infectados por B. ovis é realizado pela associação da palpação escrotal 

dos animais e com a sorologia utilizando a reação de fixação do complemento 

(RFC) (NIILO, 1984). Os complicadores relacionados à RFC são a 

complexidade do teste e a possibilidade de fenômeno de prozona (RIS e TE 

PUNGA, 1963). 

 Nos últimos anos, a técnica de ELISA indireta foi estudada, com a 

utilização de diferentes extratos antigênicos. As provas de ELISA apresentaram 

maior sensibilidade e especificidade quando comparadas às demais provas 

sorológicas (WORTHINGTON et al., 1984; BLASCO, 1990). Outras vantagens 

deste método estão no fato de permitir processamento de grande número de 

amostras e utilizar quantidades mínimas de reagentes e de soro animal 

(ROBLES, 2008). Entretanto, para realização desta técnica é necessário um 

leitor de placas para a obtenção de resultados de forma adequada. Os 

resultados ainda não possuem uma padronização internacional de 

interpretação, o que dificulta sua utilização rotineira (WORTHINGTON et al., 

1984, ESTEIN, 1999). 

 A dificuldade de obtenção de teste sorológico com boa sensibilidade é a 

explicação para que o diagnóstico da brucelose ovina seja geralmente 

realizado mediante a aplicação de duas ou mais técnicas para um resultado 

conclusivo, o que pode acarretar alto custo e ser demorado (GIL TURNES, 

1998).  

 

     2.4.4 Reação em Cadeia pela Polimerase (PCR) 

 Para o controle epidemiológico ideal da doença, melhor seria admitir 

inicialmente a utilização de um teste de triagem nos animais de um rebanho em 

que se detectasse um pequeno número de animais infectados dentro de uma 

população grande de animais. Para tanto, a sensibilidade do teste seria mais 

importante que sua especificidade, assim como o baixo custo, a rapidez e a 

facilidade para realização do mesmo. O teste de triagem deveria ao menos 

identificar o gênero da bactéria causadora da infecção. A etapa seguinte de 

diagnóstico seria a confirmação definitiva do microrganismo, portanto o teste 

teria como função determinar a espécie de Brucella responsável pela infecção, 

e diferenciar as cepas vacinais das de campo (BRICKER, 2004). 

http://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0301-732X1999000100001&lang=pt#NIILO1984
http://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0301-732X1999000100001&lang=pt#RIS1984
http://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0301-732X1999000100001&lang=pt#RIS1984
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Adicionalmente, devido à possibilidade de a inseminação artificial servir como 

fonte de infecção a um rebanho, existe a preocupação também em avaliar o 

estado sanitário do macho utilizado como doador de sêmen, pela aplicação de 

técnicas que indiquem a presença de B. ovis no sêmen desses animais, e 

assim direcionar apenas machos livres de infecção para colheita do material 

biológico (BUCKRELL, 1987). 

 Neste contexto, em que há obstáculos referentes à admissão de provas 

para detecção da infecção por B. ovis que sejam eficientes e confiáveis, 

surgem estudos que propõem a utilização de técnicas moleculares, baseadas 

na PCR, como uma alternativa aplicável. A PCR tem facilitado a detecção de 

bactérias, particularmente as que são de lento crescimento em culturas, e tem 

permitido a diferenciação entre as espécies da bactéria estudada (BRICKER, 

2002). Esta técnica é altamente sensível, muito específica, pouca dispendiosa, 

rápida e simples. Contanto que haja cuidado e atenção relacionados a 

possíveis contaminações entre as amostras, o método é considerado confiável 

e pode ser facilmente introduzido como exame em um laboratório devidamente 

equipado (BRICKER, 2002). 

 Em amostras provenientes de animais suspeitos, a PCR é utilizada como 

técnica gênero específica, e vem sendo avaliada como ferramenta diagnóstica 

para diferenciação também da espécie da bactéria presente e/ou biovares da 

mesma. Utilizam-se diversos tipos de amostras como soro, sangue, leite, 

sêmen e órgãos dos animais suspeitos (ROMERO e LOPEZ-GOÑI, 1999; 

CORTEZ et al., 2001; HAMDY e AMIN, 2002; MANTEROLA et al., 2003; 

O’LEARY et al., 2006; SAUNDERS et. al., 2007). Os primers utilizados na 

técnica derivam de diferentes sequências de genes estudadas e determinadas 

no genoma da Brucella como, por exemplo, as inserções designadas 16S rRNA 

(HERMAN e DE RIDDER, 1992, ROMERO et al., 1995), proteína de membrana 

externa de 31KDA (BAILY et al., 1992; GALLIEN et al., 1998) e proteína de 

membrana de 43 KDA (FEKETE et al., 1992). 

 Em razão do genoma da Brucella spp. ser fortemente conservado entre 

as espécies, a maioria das PCRs aplicadas são gênero-específicas. As 

técnicas que diferenciam as espécies são mais complexas e difíceis de serem 

realizadas (BRICKER, 2002). 
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 Bricker e Halling (1994) pesquisaram uma PCR que amplifica o alvo 

determinado como IS711, também conhecido como IS6501 (OUAHRANI et al., 

1993). Este sítio, presente exclusivamente no genoma de bactérias do gênero 

Brucella, é bem conservado e possui múltiplas cópias, algumas cujas 

localizações são variáveis e relacionadas a determinadas espécies. Há 

técnicas moleculares que objetivam essa sequência como alvo de amplificação. 

(BRICKER e HALLING, 1994). Denominada AMOS-PCR, estas técnicas 

empregam um primer comum que ancora na região do elemento IS comum a 

todas as espécies, e um primer espécie-específico, que se liga à sequência 

única determinada em uma espécie de Brucella. Os primers são escolhidos de 

forma que o tamanho do fragmento obtido determine a qual espécie de Brucella 

ele pertence, e são capazes de identificar Brucella abortus, B. melitensis, 

biovar 1 de B. suis e B. ovis (BRICKER e HALLING, 1994).  

 Manterola et al. (2003) utilizaram desse mesmo elemento de inserção 

denominado IS6501, que apresenta no genoma da B. ovis 836 pares de bases 

de sequência de nucleotídeos e repete-se mais que nas demais espécies 

(OUAHRANI et al., 1993), para elaborar uma PCR para o diagnóstico da B. ovis 

em amostras de sêmen de ovinos. Nesse estudo, em que a PCR foi comparada 

com a bacteriologia e testes sorológicos, 50% dos animais com evidências 

sorológicas de infecção por B. ovis foram positivos em culturas de sêmen, e 

51,9% foram positivos na PCR. Quando comparados os resultados obtidos de 

cultura de sêmen e PCR em 192 amostras de sêmen testadas, houve elevada 

concordância entre os testes. Assim, os autores concluíram que a PCR possuía 

sensibilidade similar à bacteriologia e poderia ser utilizada como ferramenta 

complementar ao diagnóstico de infecção por B. ovis em ovinos. A técnica de 

PCR desenvolvida, entretanto, não é específica para a B.ovis, uma vez que 

pode resultar em positividade também em amostras infectadas por B. 

melitensis ou B. abortus. 

 Saunders et al. (2007) desenvolveram uma PCR multiplex capaz de 

detectar B. ovis, Actinobacillus seminis e Histophilus ovis em sêmen de 

carneiros. O teste foi igualmente sensível para detecção de B. ovis quando 

comparado à bacteriologia. 

 Por meio do sequenciamento completo do genoma da amostra de 

referência ATCC25840 da B. ovis, Tsolis et al. (2009) identificaram um 

http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TD6-46W1032-2&_user=972052&_coverDate=12%2F20%2F2002&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=5190&_docanchor=&view=c&_acct=C000049647&_version=1&_urlVersion=0&_userid=972052&md5=8e5398b6b992c854874b05c9ba52981f#bib47
http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6TD6-46W1032-2&_user=972052&_coverDate=12%2F20%2F2002&_rdoc=1&_fmt=full&_orig=search&_cdi=5190&_docanchor=&view=c&_acct=C000049647&_version=1&_urlVersion=0&_userid=972052&md5=8e5398b6b992c854874b05c9ba52981f#bib47
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segmento do cromossomo II que possui 28 ORFs que são ausentes nas 

demais espécies de Brucella já sequenciadas. Xavier et al. (2010) 

selecionaram 12 das 28 ORFs e desenvolveram uma PCR específica para B. 

ovis. Observou-se que, quando utilizadas amostras de DNA de espécies 

clássicas do gênero Brucella, de outras espécies de bactérias causadoras de 

epididimite em ovinos ou de amostras de DNA de microrganismos 

filogeneticamente relacionados à B. ovis, não houve amplificação de produtos 

de PCR. Ademais, houve positividade quando 18 cepas distintas de B. ovis 

foram utilizadas na técnica, demonstrando a especificidade da PCR 

desenvolvida. Os valores de sensibilidade do método foram considerados 

similares aos obtidos pela bacteriologia. Os autores concluíram que o método 

desenvolvido poderia ser empregado no diagnóstico de rotina da brucelose 

ovina. 

 

2.5 Controle 

 Para controle da brucelose ovina, são necessárias a identificação e a 

eliminação dos animais sorologicamente positivos e/ou dos que possuem 

epididimite clínica, além da não introdução de animais infectados em um 

rebanho livre (ESTEIN, 1999). O controle sanitário mediante o sacrifício dos 

animais infectados se aplica em países com baixa prevalência da infecção 

(FENSTERBANK et al., 1982). Em alguns países aplica-se o controle misto, em 

que há combinação de controle sanitário com a vacinação (ESTEIN, 1999); 

isso ocorre principalmente em países em que há elevada prevalência de 

infecção por B. ovis, pois a erradicação por meio do uso de provas sorológicas 

e eliminação de animais infectados é economicamente inviável (BLASCO, 

1990).  

A vacinação, entretanto, pode interferir no diagnóstico sorológico (BLASCO et 

al., 1987). 

 Portanto, para que exista um controle efetivo da brucelose ovina no Brasil, 

a medida ideal é o conhecimento da epidemiologia desta doença e a 

identificação e eliminação de animais doentes e portadores (CLEMENTINO et 

al., 2007). 

 

 

http://www.scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0301-732X1999000100001&lang=pt#FENSTERBANK1986
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3. OBJETIVO 

 

 O presente estudo teve como objetivo avaliar a PCR espécie-específica 

desenvolvida por Xavier et al. (2010), comparativamente à PCR gênero-

específica para amostras de sêmen e urina de animais infectados 

experimentalmente com a cepa de B. ovis REO 198. Adicionalmente, 

pretendeu-se padronizar uma técnica de nested PCR espécie-específica e 

avaliá-la de forma comparativa à PCR gênero-específica e à PCR espécie-

específica. 

 

 

4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

4.1 Amostras de sêmen e urina de ovinos: 

 Foram analisadas 191 amostras de sêmen e 214 amostras de urina, todas 

provenientes de animais sorologicamente positivos após a inoculação 

experimental com a cepa de Brucella ovis REO 198 em experimento 

desenvolvido na Faculdade de Medicina Veterinária, UNESP-Botucatu por 

Nozaki (2008).  

 

 

4.2 Extração de DNA 

 A extração do material que foi utilizado para este estudo foi processada, 

de acordo com o descrito por Nozaki (2008). 

 Para sêmen, aproximadamente 500 µL da amostra colhida foram 

adicionados a 500 µL de tampão Tris-EDTA (TE) pH 8,0 (10 mM Tris-HCl pH 

8,0; 0,1 mM EDTA pH 8,0), incubados a 80°C por 10 minutos e centrifugados a 

13.000xg durante 15 minutos. O sobrenadante obtido por esses procedimentos 

foi desprezado e foram realizadas sucessivas lavagens, repetidas por 2 a 3 

vezes, até que o sobrenadante ficasse límpido. Após as lavagens, o precipitado 

foi ressuspendido em 500 µL de solução tampão Tris-EDTA (TE) pH 8,0, 

constituída por 10 mM Tris-HCl pH 8,0, 25 mM EDTA pH 8,0, 100 mM NaCl, 50 

µL SDS 10% e 10 µL proteinase K a 20 mg/mL, e incubado a 37°C por 24 

horas. A fase aquosa contendo o ácido nucleico foi extraída utilizando o 
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método de fenol/clorofórmio/álcool isoamil (BAILY et al., 1992; CORTEZ et al., 

2001; KEID et al., 2007). O precipitado (pellet) foi ressuspendido em 30 µL de 

TE pH 8,0 e incubado a 56°C por 30 minutos. 

 Para urina, aproximadamente 500 µL da amostra foram descongelados, 

adicionados a 500 µL de tampão Tris-EDTA (TE) pH 8,0 (10 mM Tris-HCl pH 

8,0; 0,1 mM EDTA pH 8,0) e centrifugados a 13.000xg por 15 minutos. O 

sobrenadante foi desprezado e o precipitado ressuspendido conforme protocolo 

citado para extração de sêmen.  

 A extração de DNA de amostras de bactérias utilizadas como controle 

positivo das reações de PCR foi realizada ressuspendendo a cultura em 567 µL 

de tampão Tris-EDTA (TE) pH 8,0 (10 mM Tris-HCl pH 8,0; 1mM EDTA, pH 

8,0), seguido de adição de tampão de extração contendo 30 μL de sódio 

duodecil sulfato (SDS) 10% e 3 μL de proteinase K (20mg/mL) (Invitrogen, 

Brasil) e incubação a 55ºC por 1 hora. Após a incubação, foram adicionados 

100 μL de NaCl 5M e, após agitação, foram adicionados 80 μL de CTAB/NaCl, 

seguido de uma segunda incubação a 65 ºC por 10 minutos. O restante do 

processo foi realizado pelo método de fenol/clorofórmio/álcool isopropílico 

(SAMBROOK, 1989). 

Todo o material extraído e utilizado neste estudo foi estocado a -20°C 

até o momento da reação. 

4.3 Reação em Cadeia pela Polimerase 

 Foram realizados três protocolos distintos para amplificação das amostras 

de sêmen e urina, sendo todas as amostras avaliadas pelos três protocolos.  

 Para a técnica da PCR gênero-específica, os primers utilizados foram o 

ISP1 e ISP2, listados na Tabela 1, designados para a sequência de 

nucleotídeos da Brucella IS6501 (MANTEROLA et al., 2003). As reações foram 

realizadas segundo Keid et al. (2007), com um volume de 25 µL, contendo 

concentração final de 1X do tampão de reação, 200µM de cada dNTP, 1mM 

MgCl2, 2,5 µL de cada primer (10 pmol/µL) 5U/µL de Taq Platinum DNA 

Polimerase (Invitrogen, Brasil) e 2,5 µL do DNA extraído. Água MilliQ 

autoclavada foi utilizada como controle negativo e DNA extraído de colônia 

pura de B. ovis como controle positivo. O processo de amplificação consistiu 

em uma etapa inicial de desnaturação a 95°C por 5 minutos, seguida por 30 

ciclos de 95°C por 35 segundos, 62°C por 45 segundos e 72°C por 45 
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segundos, e uma fase final para extensão a 72°C por 6 minutos (MANTEROLA 

et al., 2003). A análise do produto amplificado obtido por esta técnica foi 

realizada por meio de eletroforese em gel de ágar a 2% (p/v) em cuba 

horizontal com tampão de corrida Tris-Borato EDTA (TBE) 1X (50 mM de Tris, 

50 mM de ácido bórico, 2,5 mM de EDTA, pH 8,0). As bandas foram 

comparadas com o padrão de peso molecular, sendo consideradas positivas 

aquelas cujo peso aproximava-se da marcação de 700 pares de bases (bp). 

 Para a técnica da PCR espécie-específica, o par de primers utilizado foi o 

correspondente ao A0503, identificado na Tabela 1 (XAVIER et al., 2010). As 

reações foram realizadas em um volume final de 25 µL, contendo 23 µL de mix 

de PCR comercial (Supermix, Invitrogen, Brasil), 0,5 µL de cada primer 

(25pmol/µL), 0,25 µL de Taq DNA Polimerase (Invitrogen, Brasil) e 2,5 µL do 

DNA extraído. Água MilliQ autoclavada foi utilizada como controle negativo, e 

DNA extraído de colônia pura de B. ovis, como controle positivo. O processo de 

amplificação consistiu em uma etapa inicial de desnaturação a 95°C por 5 

minutos, seguida por 30 ciclos de 95°C por 1 minuto, 57°C por 1 minuto e 72°C 

por 1 minuto, e uma fase final para extensão a 72°C por 5 minutos. A análise 

do produto amplificado foi realizada da mesma forma que a citada acima, para 

a técnica gênero-específica. As bandas foram comparadas com o padrão de 

peso molecular e foram consideradas positivas aquelas com peso molecular 

próximo de 228 bp. 

 Para a técnica da nested-PCR, o par de primers utilizado foi o 

correspondente ao N0503, identificado na Tabela 1. As reações foram 

realizadas em um volume final de 25 µL, contendo 23 µL de mix de PCR 

comercial (Supermix, Invitrogen, Brasil), 0,5 µL de cada primer (25pmol/µL), 

0,25 µL de Taq DNA Polimerase (Invitrogen, Brasil) e 2,5 µL do DNA extraído. 

Água MilliQ autoclavada foi utilizada como controle negativo, e DNA extraído 

de colônia pura de B. ovis, como controle positivo.  O processo de amplificação 

consistiu em uma etapa inicial de desnaturação a 95°C por 5 minutos, seguida 

por 30 ciclos de 95°C por 1 minuto, 57°C por 1 minuto e 72°C por 1 minuto, e 

uma fase final para extensão a 72°C por 5 minutos. A análise do produto 

amplificado foi realizada de forma semelhante às duas anteriores, e as bandas 

comparadas com o padrão de peso molecular próximas de 171 bp foram 

consideradas positivas. 
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 Todas as 191 amostras de sêmen e 214 de urina foram avaliadas pelas 

técnicas de PCR espécie-específica e gênero-específica. Entretanto, somente 

as que resultaram negativas na técnica espécie-específica foram analisadas 

pela nested PCR, uma vez que as amostras que apresentaram positividade em 

PCR espécie-específica seriam invariavelmente positivas em nested PCR 

aplicada aos produtos de suas reações.  

 As PCRs gênero e espécie-específicas foram realizadas em duas salas 

próprias, com cabines determinadas para uso em cada uma delas, uma 

estritamente para diluição e preparo dos reagentes da técnica e outra para 

eluição da amostra no eppendorf com o mix. O preparo dos reagentes para a 

nested PCR foi realizado na mesma sala destinada às PCRs. Para a adição da 

amostra da nested PCR, que já sofreu processo de amplificação, entretanto, foi 

utilizado outro ambiente e outra capela, para evitar contaminação laboratorial e 

consequente comprometimento dos resultados obtidos por PCR simples. A 

técnica de eletroforese, tanto para as PCRs quanto para a nested PCR, foi 

realizada em ambiente próprio e isolado, por se tratar de local em que se 

trabalha com material amplificado e contaminante. 

TABELA. 1. Primers utilizados para PCR neste estudo. 

Reação Primer Sequência (5’-3’) Produto 

Gênero-

especifica 

ISP1F GGTTGTTAAAGGAGAACAGC 700 bp 

 ISP2R GACGATAGCGTTTCAACTTG 

Espécie-

específica 

A0503F GCCTACGCTGAAACTTGCTTTTG 228 bp 

 A0503R ATCCCCCCATCACCATAACCGAAG 

Nested 

PCR 

N0503F ATGGGATTTGCGATCCTGA 171 bp  

 N0503R CAACCACCCAAGTGTCAGTG 

 

 

4.4 Análise estatística 

 A análise das proporções dos resultados obtidos pelas diferentes técnicas 

de PCR e nested PCR foi avaliada pelo teste de qui-quadrado de McNemar. A 

análise de concordância entre os resultados gerados foi obtida pela estatística 

kappa. 
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 Para análise estatística, todos os resultados positivos pela PCR espécie-

específica foram considerados positivos para nested PCR. 

 

 

5. RESULTADOS 

  

 Em amostras de sêmen, a técnica gênero-específica detectou positividade 

de 24,08% (46/191), o que diferiu de forma significativa (P<0,05) da técnica 

espécie-específica, que identificou uma frequência de 15,18% (29/191) de 

positivos (Figura 1). Houve concordância substancial dos resultados, com valor 

de kappa de 0,623 (Tabela 2); 13,61% das amostras (26/191) foram positivas 

em ambos os testes, enquanto 74,35% (142/191) foram negativas (Figura 2). 

Das amostras analisadas, 10,47% (20/191) foram positivas por PCR gênero-

específica e negativas pela espécie-específica, enquanto 1,57% (3/191) foram 

positivas pelo método espécie-específico e negativas pelo gênero-específico. 

 A nested PCR apresentou ainda resultados estatísticos significativamente 

distintos (P<0,001), quando comparados com os outros dois métodos 

diagnósticos, pois identificou 53,93% (103/191) de amostras positivas (Figura 

1). Os valores de concordância entre os testes diagnósticos analisados foram 

considerados razoáveis entre a PCR gênero-específica e a nested PCR e entre 

a PCR espécie-específica e a nested PCR, com kappa de 0,2856 e 0,2653, 

respectivamente (Tabela 2). Os percentuais de resultados que concordaram 

entre a PCR gênero-específica e a nested PCR foram de 20,42% (39/191) de 

amostras positivas e 42,41 % (81/191) de amostras negativas (Figura 3), 

respectivamente, enquanto entre PCR espécie-específica e nested PCR foram 

de 15,18% (29/191) de amostras positivas e 46,07% (88/191) de negativas 

(Figura 4). Do total de amostras, 3,66% (7/191) foram positivas pela técnica 

gênero-específica e negativas pela nested PCR, enquanto 33,51% (64/191) 

foram positivas apenas pela nested PCR e negativas pela PCR gênero-

específica. Todas as amostras positivas pela PCR espécie-específica foram 

consideradas positivas pela nested PCR; entretanto, 38,74% (74/191) das 

amostras foram positivas pela nested e negativas pela PCR espécie-específica. 
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FIGURA 1. Percentual de resultados positivos para Brucella ovis em PCR 

gênero-específica, espécie-específica e nested PCR, em amostras de sêmen 

de ovinos experimentalmente infectados com B. ovis REO 198 (Letras 

minúsculas diferentes indicam frequências diferentes χ2, p<0,05). 

 

 

TABELA 2. Frequência de concordância e valores de kappa para os métodos 

de PCR utilizando primer gênero-específico (PCR gênero-específica), primer 

espécie-específico (PCR espécie-específica) e nested PCR para B. ovis em 

sêmen de ovinos experimentalmente infectados com B. ovis REO 198. 

Métodos N 

amostral 

N 

concordância 

Concordância 

(%) 

Kappa Intervalo de 

95% de 

Confiança 

PCR 

gênero-

específica 

e PCR 

espécie-

específica 191 

168 87,96 0,623 

Superior:0,7599  

 

Inferior: 0,4864 

PCR 

gênero-

específica 191 

120 62,83 0,2856 

Superior: 

0,3945 
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e nested 

PCR 

Inferior: 0,1768 

PCR 

espécie-

específica 

e nested 

PCR 

191 117 61,26 0,2653 

Superior: 

0,3542 

 

Inferior: 0,1764 

 

 

 

 

 

  

FIGURA 2. Proporção de resultados positivos e negativos e concordância entre 

PCR gênero-específica e espécie-específica em amostras de sêmen de ovinos 

experimentalmente infectados com B. ovis REO 198 (Valor de kappa 0,623). 
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FIGURA 3. Proporção de resultados positivos e negativos e concordância entre 

PCR gênero-específica e nested PCR em amostras de sêmen de ovinos 

experimentalmente infectados com B. ovis REO 198 (Valor de kappa 0,2856). 

 

 

 

FIGURA 4. Proporção de resultados positivos e negativos e concordância entre 

PCR espécie-específica e nested PCR em amostras de sêmen de ovinos 

experimentalmente infectados com B. ovis REO 198 (Valor de kappa 0,2653). 

 Em amostras de urina, a técnica gênero-específica detectou uma 

positividade de 10,28% (22/214). Este resultado, entretanto, não apresentou 

diferença estatística significativa do obtido pela técnica espécie-específica 

(P=0,0522), que detectou 7,011 % (15/214) de amostras positivas (Figura 5).  
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Houve concordância substancial dos resultados, com valor de kappa de 0,6167 

(Tabela 3); 5,61% (12/214) das amostras foram positivas em ambas as 

técnicas, enquanto 88,32% (189/214) foram negativas (Figura 6). Das amostras 

positivas por PCR gênero-específica (10/214), 4,67% foram negativas pela 

espécie-específica, enquanto 1,40% (3/214) foram positivas pelo método 

espécie específico e negativas pelo gênero específico. 

 

 A nested PCR apresentou resultados estatísticos significativamente 

distintos (P<0,001) quando comparados com os outros dois métodos 

diagnósticos, pois identificou 49,07% (105/214) de amostras positivas (Figura 

5). Os valores de concordância entre os testes diagnósticos analisados foram 

considerados pobres entre a PCR gênero-específica e a nested PCR e entre a 

PCR espécie-específica e a nested PCR, com kappa de 0,1557 e 0,1451, 

respectivamente (Tabela 3). O percentual de resultados que concordaram entre 

a PCR gênero-específica e a nested PCR foram de 8,88% (19/214) de 

amostras positivas e 49,53 % (106/214) de amostras negativas (Figura 7), 

respectivamente, enquanto entre PCR espécie-específica e nested PCR foram 

de 7,01 % (15/214) de amostras positivas e 50,93% (109/214) de negativas 

(Figura 8). Do total de amostras, 1,40% (3/214) foram positivas pela técnica 

gênero-específica e negativas pela nested PCR, enquanto 40,19% (86/214) 

foram positivas apenas pela nested PCR e negativas pela PCR gênero 

específica. Todas as amostras positivas pela PCR espécie-específica foram 

consideradas positivas pela nested PCR; entretanto, 42,06% (90/214) das 

amostras foram positivas pela nested e negativas pela PCR espécie-específica. 
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FIGURA 5. Percentual de resultados positivos para Brucella ovis em PCR 

gênero-específica, espécie-específica, e nested PCR em amostras de urina de 

ovinos experimentalmente infectados com B. ovis REO 198 (Letras minúsculas 

diferentes indicam freqüências diferentes χ2, p<0,001) 
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TABELA 3. Concordância e valores de kappa para os métodos de PCR 

utilizando primer gênero-específico (PCR gênero-específica), primer espécie-

específico (PCR espécie-específica) e nested PCR para B. ovis em urina de 

ovinos experimentalmente infectados com B. ovis REO 198. 

Métodos N 

amostr

al 

N 

concordânci

a 

Concordân

cia (%) 

Kapp

a 

Intervalo de 

95% de 

Confiança 

PCR gênero-

específica e 

PCR espécie-

específica 214 

204 95,32 
0,616

7 

Superior:0,806

3  

 

Inferior: 0,427 

PCR gênero-

específica e 

nested PCR 

214 

124 58,41 
0,155

7 

Superior: 

0,2381 

 

Inferior: 

0,0733 

PCR espécie-

específica e 

nested PCR 

214 124 57,92 
0,145

1 

Superior: 

0,2149 

 

Inferior: 

0,0754 
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FIGURA 6. Proporção de resultados positivos e negativos e concordância entre 

PCR gênero-específica e espécie-específica em amostras de urina de ovinos 

experimentalmente infectados com B. ovis REO 198 (Valor de kappa 0,6167). 

 

  

FIGURA 7. Proporção de resultados positivos e negativos e concordância entre 

PCR gênero-específica e nested PCR em amostras de urina de ovinos 

experimentalmente infectados com B. ovis REO 198 (Valor de kappa 0,1557). 
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FIGURA 8. Proporção de resultados positivos e negativos e concordância entre 

PCR espécie-específica e nested PCR em amostras de urina de ovinos 

experimentalmente infectados com B. ovis REO 198 (Valor de kappa 0,1451). 

 

6. DISCUSSÃO 

 

 Embora o isolamento bacteriológico seja considerado o “padrão ouro” 

para diagnóstico da B. ovis, o método tem sido contestado como melhor 

técnica admissível para detecção da bactéria em amostras colhidas no campo, 

em função do período prolongado de tempo para obtenção de resultado 

diagnóstico, sendo portanto pouco prático como teste em animais 

assintomáticos (MANTEROLA et al., 2003; NOZAKI, 2008; XAVIER et al., 

2010). A PCR tem sido admitida como excelente alternativa diagnóstica, em 

razão de ter demonstrado possuir sensibilidade similar (MANTEROLA et al., 

2003) ou mesmo maior que a apresentada pelo cultivo microbiológico 

(NOZAKI, 2008; XAVIER et al., 2010) e possibilitar a rápida identificação do 

patógeno em amostras de sêmen (SAUNDERS et al., 2007; NOZAKI, 2008; 

XAVIER et al., 2010) e urina (NOZAKI, 2008; XAVIER et al., 2010). 

 A especificidade da técnica também é determinante importante para 

eleição de um exame diagnóstico. O fato de o método conseguir facilmente 

distinguir a infecção por B. ovis da por B. melitensis em ovinos é de extrema 

importância para controle e monitoramento do risco de brucelose em países em 

que os pequenos ruminantes representam a mais importante fonte de infecção 
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de B. melitensis para seres humanos. Além disso, em países livres de B. 

melitensis, um teste específico possibilita o melhor controle do rebanho de 

ovinos (XAVIER et al., 2010).  

 Neste estudo foram analisadas inicialmente duas técnicas de PCR. A 

PCR gênero-específica apresentou, em amostras de sêmen, percentual de 

positividade de 24,08% (46/191), valor este próximo do observado por Nozaki 

(2008), que atingiu 21,6% de amostras de sêmen positivas. A autora utilizou o 

mesmo par de primers escolhido neste estudo para amplificar a sequência 

referente ao gênero Brucella. A PCR espécie-específica forneceu 15,18% 

(29/191) de positividade, valor similar ao obtido por Xavier et al. (2010), de 

17,9%, utilizando o mesmo primer com sequência direcionada especificamente 

à amplificação de B. ovis. A analise estatística demonstrou diferença 

significativa entre as frequências de positividade dos testes gênero e espécie-

específicos para amostras pareadas de sêmen (P<0,05). Das 46  amostras 

positivas pela técnica gênero-específica, 26 (56,5% ) foram positivas também 

pela técnica espécie-específica, resultando em índice de concordância 

considerado substancial, uma vez que o coefiente kappa apresentou resultado 

de 0,623. 

 Em amostras de urina, 10,28% (22/214) foram positivas pela técnica 

gênero-específica, enquanto somente 7,01% (15/214) das amostras 

processadas resultaram positivas pela espécie-específica. O resultado 

referente à técnica gênero-específica foi similar ao obtido por Nozaki (2008), 

correspondente a 12,7% de positividade, porém difere do verificado por Xavier 

et al. (2010), que obtiveram 19,7% de amostras positivas. Embora o método 

gênero-específico tenha fornecido maior positividade, quando estatisticamente 

comparado ao espécie-específico, não apresentou diferença significativa 

(P=0,0522). Dentre as 22 amostras consideradas positivas pelo método 

gênero-específico, 12 foram também positivas pelo método espécie-específico, 

e o índice de concordância entre os dois foi considerado substancial, visto que 

o kappa foi de 0,6167. 

 Os resultados obtidos sugerem maior positividade na reação de PCR 

gênero-específico, o que pode ser justificado pela região do genoma 

determinada para amplificação de cada técnica. A região IS711 ocorre 37 

vezes no genoma da B. ovis, enquanto a ORF designada como alvo na técnica 
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espécie-específica possui apenas uma ocorrência, no cromossomo II da B. 

ovis. 

 Com o intuito de aumentar a sensibilidade do método específico, foi então 

determinado o uso de um par de primers internos para realização da nested 

PCR a partir do produto obtido pela PCR espécie-específica. Manterola et al. 

(2003) referem que o uso da nested PCR em diagnóstico bacteriológico 

aumenta o risco de contaminação do DNA e resulta frequentemente em falso-

negativos. Neste estudo, todas as amostras inseridas na reação como 

controles negativos não foram contaminadas, o que permite inferir que este 

método pode ser admitido como técnica para uso laboratorial, desde que exista 

local apropriado e restrito à execução apenas da nested PCR, e que haja 

preocupação quanto à possível contaminação entre as amostras já 

amplificadas que são processadas.  

 Em amostras de sêmen, a nested PCR obteve percentual de 53,93% de 

positividade, valor estatisticamente diferente (P<0,001) dos obtidos pelas 

técnicas gênero e espécie-específicas da PCR. A concordância entre este 

método e os demais foi considerada razoável, pois o índice kappa obtido para a 

comparação entre a nested PCR e a PCR gênero-específica foi 0,2856 e o 

para a nested PCR e PCR espécie-específica foi 0,2653. Esta concordância 

classificada como razoável entre os exames, quando comparados à nested 

PCR, deve-se ao fato de que esta última técnica diagnóstica foi responsável 

por detectar positivas 33,51% (64/191) e 38,74% (74/191) das mesmas 

amostras que haviam sido negativas, respectivamente, quando analisadas pela 

PCR gênero-específica e pela PCR espécie-específica. 

 Em amostras de urina, a positividade obtida pela nested PCR foi de 

49,97% (105/214), diferente significativamente (P<0,001), quando comparada 

às obtidas pelas outras duas técnicas biomoleculares. A concordância foi 

também considerada pobre, tanto quando houve comparação entre a nested e 

a PCR gênero-específica, com índice kappa de 0,1557, quanto para 

comparação entre a nested PCR e a técnica espécie-específica, com 0,1451. A 

razão para esta discrepância entre os resultados é baseada na mesma 

justificativa mencionada para amostras de sêmen, uma vez que a nested PCR 

aumentou em 49,53 e 50,93% a frequência de resultados positivos em 

amostras anteriormente negativas nas reações gênero e espécie-específicas, 
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respectivamente. Os resultados obtidos concordam com os observados em 

estudos anteriores, em que a nested PCR apresentou sensibilidade maior 

quando comparada a técnicas de PCR simples (FEKETE et al., 1992; BAILY et 

al., 1992; HERMAN E DE RIDDER, 1992; ROMERO et al., 1995, DA COSTA et 

al., 1996). 

 Este estudo permitiu observar que a PCR espécie-específica possui 

menor sensibilidade frente à PCR gênero-especifica, não a recomendando, 

portanto, como técnica diagnóstica de triagem. Porém a implementação da 

nested PCR demonstrou aumento da positividade extremamente significativo, 

associado a especificidade, sem evidências de contaminação em controles 

negativos durante a execução em laboratório, o que possibilita seu emprego no 

diagnóstico de rotina desta enfermidade, em amostras colhidas no campo, 

sêmen e de urina. 

 

 

7. CONCLUSÕES 

 

- A PCR gênero-específica apresentou maior percentual de positividade 

quando comparada à técnica espécie-específica em amostras de sêmen 

analisadas.  

 - A nested PCR espécie-específica demonstrou maior percentual de 

amostras positivas comparativamente à PCR gênero e espécie-específica, 

constituido-se como técnica diagnóstica mais sensível para detecção de 

Brucella ovis em amostras de sêmen e urina de ovinos 
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 18 

SPECIES-SPECIFIC NESTED PCR AS DIAGNOSTIC TOOL FOR 19 

BRUCELLA OVIS INFECTION IN RAMS 20 

 21 

Diagnosis of Brucella ovis infection in rams is routinely performed by clinical 22 

examination, serology and bacteriology. Due to limitations presented by each 23 

technique, the diagnosis is usually made by two or more techniques to obtain a 24 

conclusive result and the Polymerase Chain Reaction (PCR) has been used as 25 

a tool in diagnosis of the infection.. In this study, a species-specific nested PCR 26 

was developed from amplified products of a species-specific PCR previous 27 

described, and the percentage of positivity obtained by nested PCR was 28 

compared to those obtained by a genus-specific PCR that amplifies the region 29 

IS6501, in 191 semen and 214 urine samples from experimentally infected rams 30 

with strain of B. ovis REO 198. The species-specific nested PCR showed higher 31 

percentage of positivity (P <0.001) when compared to genus-specific in semen 32 

(53.93% and 24,08%, respectively) and urine (49.07% and 10,28%). Thus, the 33 

implementation of the species-specific nested PCR showed highly significant 34 

increase in positivity, associated with specificity, in samples of semen and urine 35 

from experimentally infected rams. 36 

 37 

Keywords: Brucella ovis, species specific nested PCR, genus-specific PCR, 38 

semen, urine. 39 

40 
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 41 

1. Introduction 42 

 43 

Ovine brucellosis caused by Brucella ovis is a contagious disease, with 44 

venereal and oral transmission, that causes reproductive disturbances in 45 

rams.[11]. Ovine brucellosis does not occur only by B. ovis, which has no 46 

zoonotic feature, but also by B. melitensis infection, which is the most 47 

pathogenic Brucella species for humans [3], justifying why the differential 48 

diagnosis of B. ovis is important in regions where these two species of Brucella 49 

in rams are present [15]. 50 

Routine diagnostic tests of ovine brucellosis are clinical examination, serological 51 

tests and bacteriology [1,6]. Due to limitations of these techniques , the 52 

diagnosis of brucellosis in rams is usually based in association of two or more 53 

techniques.. 54 

PCR has been used as a diagnostic tool, since it is highly sensitive, 55 

specific, inexpensive, fast and simple to be performed [4]. This technique 56 

demonstrated similar [8] or higher sensitivity than the presented by bacteriology 57 

for B. ovis [10,15], and enables rapid identification of the pathogen in semen 58 

10,13,15] and urine samples [10,15] collected from infected animals. Xavier et 59 

al. [15] developed a species-specific PCR, based on the amplification of an 60 

open reading frame (ORF) specific of chromosome II of B. ovis. However, this 61 

selected ORF occurs only once in the gene of B. ovis, what can be responsible 62 

for lower sensitivity when compared to another that has repeated target-63 

sequences preserved in all classical Brucella species. The aim of the present 64 

study is to evaluate the positivity of the specific diagnosis of B. ovis by using 65 

species-specific nested PCR comparatively to a genus PCR that amplifies 66 

repetitive sequences present in the genome of Brucella, in semen and urine 67 

from rams experimentally infected with B. ovis. 68 

 69 

2. Material and Methods 70 

Semen and urine samples of experimentally infected rams 71 
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In this study, 191 samples of semen and 214 of urine obtained from 72 

serologically positive animals inoculated with strain B. ovis REO 198  were 73 

processed 74 

Extraction of Brucella ovis DNA 75 

DNA extraction was performed with 500 µL of semen samples, 1000 µL of 76 

thawed urine as previously described [9]. 77 

Amplification of Brucella ovis DNA by PCR 78 

The present study used PCR with a primer pair targeting the sequence IS6501 79 

(ISP1: 5’-GGTTGTTAAAGGAGAACAGC-3’ and ISP2:  5’-80 

GGTTGTTAAAGGAGAACAGC-3’), presents in Brucella spp. (Manterola et al., 81 

2003). PCR reaction and cycle parameters were performed as previous 82 

described [8] and a volume of 2,5 µL of template DNA were added per PCR 83 

reaction. PCR products were resolved by 2% agarose gel electrophoresis. 84 

Reactions were considered positives when they yielded products of 700bp. 85 

Amplification of Brucella ovis DNA by nested PCR 86 

The nested PCR amplified products obtained from species-specific PCR. 87 

Species-specific PCR used a primer pair targeting ORfs AO503 (F: 5’-88 

GCCTACGCTGAAACTTGCTTTTG-3’ and R: 5’-89 

ATCCCCCCATCACCATAACCGAAG-3’), a B. ovis-specific genomic  island [14] 90 

as previous described by Xavier et al.[15]. PCR reaction and cycle parameters 91 

were performed [15] and a volume of 2,5 µL of template DNA were added per 92 

reaction. Nested PCR used a primer pair targeting an internal sequence of 93 

ORFs503 (F NO503: 5’-ATGGGATTTGCGATCCTGA-3’ and R NO503: 5’-94 

CAACCACCCAAGTGTCAGTG-3’). PCR reactions were performed using 23 µL 95 

of a commercial PCR mix (PCR Supermix, Invitrogen), 0.5 µL of a 25 µM 96 

solution of each primer, 0.25 µL of Taq Polymerase (Invitrogen, Brazil), and 2,5 97 

µL of template DNA. Cycling parameters were denaturation at 95°C for 5 98 

minutes; 35 cycles of denaturation (95°C for 1 minute), annealing (55°C for 1 99 

minute), and extension (72°C for 1 minute); and a final extension at 72°C for 5 100 

minutes. PCR products were resolved by 2% agarose gel electrophoresis and 101 

reactions were considered positive when they yielded  products  of 171bp. 102 
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 103 

Statistical analysis 104 

Proportion of results obtained from genera PCR and nested PCR was 105 

compared and availed by McNemar statistical method. 106 

 107 

3. Results and Discussion 108 

With the objective of developing a species-specific PCR reaction with high 109 

sensitivity species-specific nested PCR based in species-specific PCR method 110 

for B. ovis, developed by Xavier et al. [15]was used. In this study a pair of 111 

internal primers was delineated and a species-specific nested PCR evaluated 112 

comparatively to genera PCR reported by Manterola [8] and routinely used. 113 

In semen samples, positivity of nested PCR was 53.93% (103/191), 114 

value statistically different (P<0.001) from the genus PCR that presented 115 

positivity of 24,08% (Figure 1). This result was similar to observed by Nozaki 116 

[10], that obtained 21,6% of positives semen samples. The author utilized the 117 

same primers pair selected in this study to amplify the sequence related to 118 

genus Brucella. The results are higher than those reported by Xavier et al.[15], 119 

who observed sensibility of 17,9% in semen of experimentally infected rams, 120 

with a species-specific PCR using the same external primer pairs targeting a B. 121 

ovis-specific genomic island that used in this work 122 

In urine, 10,28% (22/214) of samples were positives by genus PCR 123 

(Figure 2).. These results are in accordance with Nozaki [10] and Xavier et al. 124 

[15], that demonstrated 12,7% and 19,7% of positives samples in genus and 125 

species-specific PCR, respectively. Similarly to semen, when the urine samples 126 

were submitted to species-specific nested PCR, after previous species-specific 127 

PCR development, the percentage of positives was 49.97% (105/214), higher 128 

that those obtained by Nozaki [10] and Xavier et al. [15]using a genus PCR and 129 

a species-specific PCR , respectively (P<0.001).  130 

Manterola et al. [8] reported that use of nested PCR in bacteriological 131 

diagnosis increases the risk of DNA contamination and often results in false 132 
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negatives. In this study, all samples included in the reaction as negative 133 

controls were not contaminated, which suggests that this method can be 134 

admitted as a technique for laboratory use, if processed in an appropriate local, 135 

restricted only by use of nested PCR, and if there is concern regarding the 136 

possible contamination between samples used in nested PCR, which are 137 

already amplified by PCR previously. The results of this study are in concern 138 

with reports in which nested PCR has been demonstrated as an assay for 139 

increasing sensibility in the diagnosis of infections caused by Brucella spp. 140 

[2,5,7,12]. 141 

 142 

4. Conclusion 143 

In conclusion, the species-specific nested PCR developed in this study 144 

demonstrated to be highly sensitive, as presented sensitivity higher than genus-145 

specific PCR, in samples of semen and urine from infected rams. Thus, the 146 

nested PCR is a tool that can be implemented in routine diagnosis of B. ovis. 147 

 148 
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Figure legends 

 

Figure 1. Percentage of positivity detected by genus specific PCR and detected 

by species-specific nested in semen samples from rams experimentally infected 

with REO 198. 

Figure 2. Percentage of positivity detected by genus specific PCR and detected 

by specie-specific nested in urine samples from rams experimentally infected 

with REO 198. 

Figure 1 

 

Figure 2 
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