
Rev. Acad., Ciênc. Agrár. Ambient., Curitiba, v. 9, n. 4, p. 379-386, out./dez. 2011

IS
SN

 0
10

3-
98

9X
Li

ce
nc

ia
do

 so
b 

um
a L

ice
nç

a C
re

at
ive

 C
om

m
on

s

[T]

[A]

Iuri Coelho Greve[a], Maurício Costa Alves Silva[b], Soraya Trindade[c], Diógenes Silva[d], Maria Teresa Mascarenhas[e],  
Robson Cerqueira Bahia[f]

Utilização de um antígeno comercial para 
o teste ELISA indireto na detecção de 
anticorpos contra a brucelose ovina
[I]

Use of a commercial antigen for detection of ovine 
brucellosis antibodies through indirect ELISA 

[a] Mestre em Ciência dos Animais nos Trópicos pela Universidade Federal da Bahia, Escola de Medicina Veterinária, 
Departamento de Medicina Veterinária Preventiva (UFBA), Salvador, BA - Brasil, e-mail: iurigreve@yahoo.com.br

[b] Doutor em Microbiologia pela Universidade Federal da Bahia, Escola de Medicina Veterinária, Departamento de Medicina 
Veterinária Preventiva (UFBA), Salvador, BA - Brasil, e-mail: e-mail: mcasilva@hotmail.com

[c] Doutora em Imunologia pela Universidade Federal da Bahia, Escola de Medicina Veterinária, Departamento de Medicina 
Veterinária Preventiva (UFBA), Salvador, BA - Brasil, e-mail: soraya@uefs.br

[d]  Técnico em Análises Laboratoriais pela União Metropolitana de Educação e Cultura-UNIME, Lauro de Freitas, BA - Brasil.
[e] Mestre em Ciência dos Animais nos Trópicos pela União Metropolitana de Educação e Cultura-UNIME, Lauro de Freitas, BA - 

Brasil, e-mail: mtmascarenhas@terra.com.br
[f] Doutor em Microbiologia pela Universidade Federal do Recôncavo Baiano (UFRB), Cruz das Almas, BA - Brasil, 

e-mail:robsonba@gmail.com

[R]

Resumo
O estudo avaliou o antígeno comercial Reo 198, composto de fragmentos de lipopolissacarídeos da Brucella 
ovis com vistas ao diagnóstico de anticorpos contra a B. ovis utilizando o teste ELISA indireto. O antígeno 
foi diluído a 1:200 e submetido às amostras oriundas de animais com histórico e sem manifestação clínica 
da enfermidade. Noventa amostras foram empregadas, sendo 45 provenientes de animais com histórico de 
aborto e epididimite e 45 de animais sem histórico da doença. Após padronização e determinação do ponto 
de corte, 448 amostras de soro ovino com histórico clínico de outras enfermidades foram submetidas ao tes-
te visando detectar possível reação ao teste. As mesmas 90 amostras foram submetidas à Imunodifusão em 
gel de agarose (IDGA). O estudo da sensibilidade e especificidade demonstrou um bom desempenho do teste 
com percentuais de 100% e 95,6%, respectivamente. Das 448 amostras submetidas ao ELISA padronizado, 
11 foram reagentes ao teste, mas não reagentes ao IDGA.  

 [P]

Palavras-chave: Brucelose ovina. Sorodiagnóstico. ELISA indireto. IDGA. 
[B]

Abstract
The present study evaluated the use of a commercial antigen, called Reo 198, composed by lipopolysaccharide 
fragments of Brucella ovis for the diagnosis of brucellosis through indirect ELISA. The antigen was used (at a 
dilution ratio of 1:200) to analyze samples from animals with and without clinical history of the disease. Ninety 
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seu contingente populacional em função da rustici-
dade e da adaptação ao meio ambiente, onde predo-
mina a vegetação da caatinga (LEITE, 2000). A prova 
laboratorial de eleição utilizada para o diagnósti-
co da Brucella ovis em países como o Brasil, Chile, 
Argentina e Uruguai é o teste de imunodifusão em 
gel de ágar, apresentando sensibilidade em torno de 
96,4% e 100% de especificidade, com baixo custo e 
fácil interpretação (MYERS; SINIUK, 1970). Apesar 
de a prova ser considerada de menor custo e de fá-
cil execução, os resultados obtidos são inconclusivos, 
pois outros microrganismos como Actinobacillus 
seminis, Histophilus ovis e Corynebacterium spp tam-
bém podem produzir epididimite palpável e nem 
todos os carneiros infectados com Brucella ovis de-
senvolvem epididimite (COLETO et al., 2003). Desse 
modo, Pinheiro Junior et al. (2009) recomendam que, 
para o diagnóstico da Brucella ovis em machos, seja 
realizado o teste sorológico, associado ao exame clí-
nico rigoroso, ressaltando-se que seria mais indicado 
o exame microbiológico para o isolamento do agente. 

O presente estudo teve como objetivo avaliar o an-
tígeno comercial Reo 198 em um teste ELISA indireto 
visando à detecção de anticorpos contra a Brucella ovis. 

Materiais e métodos

Amostras 

Desempenho do antígeno e padronização 
do teste ELISA indireto

Foram utilizadas 90 amostras de soro ovino, for-
necidas gentilmente por um laboratório da região 
de Andorinha (BA), compostas por animais de am-
bos os sexos e idade entre 1 e 8 anos, sendo que 45 
apresentavam histórico de epididimite nos machos 

samples were tested: 45 from animals with clinical history of abortion and epididymitis and 45 from healthy 
subjects. These 90 samples were also submitted to the agar-gel immunodiffusion test (AGID) for comparison 
between methods. After standardization and determination of the cutoff point, 448 ovine serum samples from 
animals involved with different diseases were submitted to the ELISA test in order to detect possible interferences. 
Eleven of the 448 samples showed a false positive result for the ELISA method, but did not react to the AGID test. 
Sensitivity and specificity tests demonstrated that the ELISA method is 100% sensitive and 95.6% specific. 

 [K]

Keywords: Fish Silage. Productive Performance. Retention Efficiency. 

Introdução

A Brucella ovis é um dos principais agentes etio-
lógicos da epididimite em ovinos, associado à redu-
ção da fertilidade em muitos animais dessa espécie, 
causando aborto e esterilidade em fêmeas. O diag-
nóstico tem sido executado mediante palpação da 
bolsa escrotal, isolamento e identificação da bacté-
ria por meio da cultura do sêmen ou testes sorológi-
cos (ARSENAULT et al., 2004). Em casos agudos, os 
testículos estão aumentados de tamanho, há edema 
inflamatório e presença de exsudado fibrinoso na 
região da túnica vaginal, hiperemia testicular e ede-
ma do epidídimo (ROBLES, 1998). Na fase crônica, 
são observadas regiões hipertrofiadas no testículo 
e endurecidas à palpação, deformações na cauda do 
epidídimo, espessamento da bolsa escrotal, fibrose, 
restringindo a mobilidade testicular, além de ade-
rências fibrosas obstruindo a cavidade que separa 
as túnicas (RIDLER, 2002). 

O manejo e a frequência de higienização das ins-
talações são fatores extremamente importantes para 
o controle da brucelose. Tais variáveis caracterizam 
a ovinocultura de subsistência e o sistema extensivo, 
no qual os animais permanecem soltos em grandes 
áreas e o criador não exerce nenhum controle sani-
tário ou reprodutivo, perfil predominante nas regi-
ões Norte e Nordeste do Brasil (SOUZA et al., 2007). 
Na Bahia, Silva et al. (2009) relatam que é necessá-
ria a adoção de medidas sanitárias de controle e pre-
venção a fim de evitar a propagação da doença. Além 
desse aspecto, os autores ressaltam a importância da 
pesquisa direcionada aos produtores de animais de 
alto padrão genético e econômico, acarretando ain-
da mais prejuízos para a ovinocultura no estado. 
O Estado da Bahia concentra 2,8 milhões de ovinos, 
o maior plantel dessa espécie. Largamente explora-
dos de forma extensiva, os animais têm aumentado 
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a 0,05M, pH 9,6, incubadas a 4 °C por 12 horas. Após 
duas lavagens com PBS contendo 0,1% de tween-20 
(PBS-T20), as placas foram bloqueadas com 200 μL/
poço de PBS-T20 contendo 5% de leite desnatado, 
durante duas horas. A seguir, foram incubadas com 
100 µL/poço dos soros testes diluídos a 1:100 em 
PBS-T20 contendo 1% de leite em pó desnatado du-
rante 1 hora. Após cinco lavagens em PBS-T20, adi-
ciona-se à placa 100 µL de imunoglobulinas de co-
elho anti-imunoglobulina de ovino, conjugada à 
pe roxidase (DAKO®), diluída a 1:10.000 em PBS-T20. 
As placas foram incubadas a 37 °C por 45 minutos 
e, em seguida, foram lavadas novamente cinco vezes 
em PBS-T20 e incubadas com 50 µL/poço da solução 
reveladora (12,5 ml de tampão cítrico-fosfato pH 5,1 
+ 4 mg ortofenilenodiamina + 4 µL de H2O2). Deixou-
se em temperatura ambiente por 15 minutos e a rea-
ção foi freada com 25 µl de H₂SO₄ 4N em cada poço. 
A leitura foi feita em leitor de ELISA, usando-se filtro 
de 490 nm de comprimento de luz.

As 90 amostras submetidas ao teste ELISA indire-
to serviram para demonstrar que o antígeno comer-
cial é capaz de distinguir animais positivos e negativos 
associados ao histórico clínico, ressaltando que para o 
diagnóstico confirmatório é necessário realizar o iso-
lamento e a identificação das amostras submetidas ao 
ELISA indireto. As 448 amostras que foram submeti-
das, posteriormente, à padronização do ELISA indire-
to serviram para avaliar o desempenho do teste.  

Determinação do ponto de corte 

O ponto de corte foi estabelecido por meio da cur-
va Recei ver Operator Characteristic (ROC) (ou curva 
operacional relativa). Essa análise tem como base 
uma curva na qual são colocados os valores de corte 
que têm no eixo das ordenadas a sensibilidade e no 
eixo das abscissas a taxa de falso positivo (1 - especi-
ficidade). O ponto de corte considerado ideal é aque-
le que permite uma maior especificidade sem perda 
da sensibilidade. De acordo com Greiner et al. (1995), 
essa análise deve ser utilizada para testes ELISA.

Resultados

Das 90 amostras submetidas ao IDGA, 36 apre-
sentaram reação com formação de linha de preci-

e relato de aborto nas fêmeas, e 45 amostras de ani-
mais sem histórico da doença. Todas as amostras 
foram submetidas ao teste de IDGA recomendado 
pelo MAPA, utilizando-se o antígeno Reo 198. 

Com a finalidade de conferir o desempenho de-
monstrado pelo teste ELISA padronizado, 448 amostras 
de soro ovino, fornecidas pelo Laboratório de Virologia 
da Es cola de Medicina Veterinária da Universidade Fe-
deral da Bahia, foram submetidas ao teste. As amostras 
foram colhidas da região do semiárido baiano, nos mu-
nicípios de Juazeiro, Sobradinho, Casa Nova, Sento Sé, 
Pilão Arcado, Remanso e Campo Alegre de Lourdes.

Imunodifusão em gel de agarose (IDGA)

O antígeno utilizado foi o do laboratório TECPAR, 
partida 003/9, fabricação em novembro de 2009 e 
vencimento em novembro de 2010, licenciado pelo 
Ministério da Agricultura. Foram distribuídos 4 mL de 
gel de ágar em placas na concentração de 1% até a so-
lidificação do gel e cortados os poços com a roseta; em 
seguida, foram adicionados 30 µL por poço central do 
antígeno, soro controle positivo e soro teste, com a lei-
tura 48 horas após a execução, sendo observada a li-
nha de precipitação dos soros reagentes, com a ajuda 
de uma luz indireta em uma caixa de fundo escuro.

Diluição do antígeno

O antígeno do extrato de lipopolissacarídeo de 
Brucella ovis Reo 198 foi diluído em um tampão 
carbonato-bicarbonato 0,05M, pH 9,6, nas propor-
ções 1:25, 1:50, 1:100, 1:200. Após a diluição fo-
ram submetidos à placa de ELISA (COSTAR 3590) 
para sensibilização e incubada a 4 °C por 12 horas. 
Após a sensibilização, foi realizado o protocolo do 
teste ELISA indireto, utilizando-se amostras de soro 
de animais comprovadamente positivos e animais 
comprovadamente negativos, na diluição 1:200.

Ensaio imunoenzimático indireto (ELISA i)

As placas de poliestireno de fundo chato (marca 
COSTAR 3590) foram sensibilizadas com 100 mL do 
antígeno, diluído a 1:200 (padronização descrita na 
diluição do Ag), em tampão carbonato-bicarbonato 
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submetidas ao teste ELISA indireto que não tinham 
histórico da doença apresentaram reação.

O ponto de corte foi definido por meio da cur-
va ROC, que avalia a sensibilidade em função da 
especificidade. A área delimitada pela curva do 
teste ELISA indireto com antígeno comercial (Reo 
198) apresentou bom desempenho com relação à 
especificidade e sensibilidade (Figura 2). A par-
tir do desempenho de sensibilidade e especifici-
dade, verificou-se o melhor valor de ponto de corte 
(Tabela 1).

Na Tabela 1 demonstram-se os valores de por-
centagem do desempenho de sensibilidade, especi-
ficidade e ponto de corte. 

Das 448 amostras submetidas ao ELISA indireto 
padronizado, 11 foram reagentes ao teste, mas não 
reagentes ao IDGA, considerando-se o ponto de cor-
te de 0,408. A densidade óptica variou entre 0,186 
a 0,234 nas amostras que se apresentaram abaixo 
do ponto de corte. Já as amostras com valores acima 

pitação. Das 54 amostras de animais não reagentes 
ao teste, nove que apresentaram clínica compatí-
vel com a enfermidade foram negativas. O mesmo 
total foi submetido ao ELISA indireto; nele, 45 das 
90 amostras apresentaram reação ao teste e com 
histórico clínico da doença e 45 não apresentaram 
reação e sem histórico clínico da enfermidade, de-
monstrando a capacidade do ELISA em discrimi-
nar animais reagentes e não reagentes. As amos-
tras de animais sem histórico clínico da doença com 
variação da densidade óptica foi de 0,114 a 0,561.  
As amostras dos animais que tinham histórico de 
epididimite e aborto, e que foram testadas em ambos 
os testes no ELISA indireto tiveram uma densidade 
óptica (D.O.) média entre 0,468 e 2,576 (Figura 1).  
As amostras não reagentes ao teste de imunodifu-
são tiveram uma D.O. média de 0,1787. Das nove 
amostras que tinham histórico da doença e que não 
reagiram ao IDGA, todas apresentaram reação no 
ELISA indireto. Duas das 45 amostras que foram 

Figura 1 – Amostras de soro ovino sem histórico clínico (abaixo do ponto de corte) e com histórico clínico (acima do 
ponto de corte) submetidas ao teste ELISA indireto para a detecção de anticorpos contra a brucelose ovina 
(n = 90) 

Fonte: Dados da pesquisa.
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No entanto, Jorge (2007), utilizando antígenos de 
extrato preparado e padronizado no Laboratório 
de Doenças Infecciosas da União Metropolitana de 
Educação e Cultura (BA), como o obtido pela linha-
gem de Brucella canis, observou que existe uma 
diferença nos resultados obtidos dos animais in-
fectados e não infectados, apresentando um desem-
penho menor com relação ao referido ELISA. 

O teste ELISA indireto, neste estudo, mostrou-
-se eficaz quando relacionado ao histórico clínico 
com os resultados obtidos, sendo proposto um teste 
de diagnóstico capaz de detectar um maior núme-
ro de animais, facilitando o controle e a prevenção 
de rebanhos suspeitos da brucelose ovina. Contudo, 
a carência de técnicas de diagnóstico eficazes, bem 
como a falta de relato de sinais clínicos da doença 
no rebanho do Estado da Bahia, ressaltam a neces-
sidade de se elaborar testes de diagnóstico com alta 

do ponto de corte apresentaram oscilação de densi-
dade óptica de 0,412 a 0,782 (Gráfico 1). Verificou-
se que a média da densidade óptica das amostras 
não reagentes foi de 0,21 e das amostras reagentes 
foi de 0,597, apresentando amostras com valores de 
densidade óptica superior ao ponto de corte em to-
tal 2,45% da população investigada.

Discussão

Xu et al. (1997) ressaltam que a sensibilidade e 
a especificidade são características intrínsecas fun-
damentais para validar um teste diagnóstico. Assim, 
quanto maior a sensibilidade do teste, maior a ca-
pacidade de o teste positivo identificar o animal do-
ente. Quanto maior a especificidade de um teste, 
maior a capacidade de o teste negativo excluir cor-
retamente os animais que não possuem a doença 
(LOPEZ et al., 2000). A sensibilidade pode ser de-
finida como a probabilidade de o teste ser positivo 
caso o animal esteja infectado, ao passo que a espe-
cificidade seria a probabilidade de o teste ser nega-
tivo no animal não infectado. No presente trabalho, 
constatou-se que o ELISA indireto com antígeno co-
mercial possui uma capacidade maior de discrimi-
nar animais infectados de animais não infectados. 

Figura 2 – Curva ROC para avaliação da sensibilidade X 
especificidade de ELISA indireto com antíge-
no Reo 198 de brucelose ovina

Fonte: Dados da pesquisa.

Tabela 1 – Estudo da sensibilidade, especificidade e pon-
to de corte de teste ELISA indireto com antí-
geno Reo 198 para brucelose ovina

Sensibilidade (%) Especificidade (%) Ponto de corte

100 95,6 0,408

Fonte: Dados da pesquisa.

Gráfico 1 – Médias de D.O. referentes às 448 amostras 
testadas no ELISA indireto com antígeno Reo 
198 de brucelose ovina

Fonte: Dados da pesquisa.
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Demonstra-se, consequentemente, que o exame clíni-
co não é suficiente para diagnosticar a doença, uma 
vez que existem outros males que apresentam o mes-
mo sintoma. Desse modo, parece mais indicado que 
testes sorológicos de triagem sejam associados a tes-
tes confirmatórios, o que minimizaria a possibilidade 
de reações cruzadas e de falsos negativos e positivos. 

A fim de demonstrar a eficiência entre os tes-
tes, Nozaki et al. (2004) compararam as técnicas 
de imunodifusão em gel de ágar e ELISA, e obser-
varam discrepância entre os resultados. Os soros 
foram submetidos duas vezes ao teste de imuno-
difusão em gel de ágar, sendo encontrados, na pri-
meira vez, 12% de animais reagentes. Já na segunda 
vez, os soros foram submetidos ao tratamento com 
2-mercaptoetanol, apresentando apenas 1,1% de 
animais reagentes. Em relação às amostras subme-
tidas ao ELISA indireto, observaram que não houve 
animais reagentes que pudessem ser considerados 
positivos. Contrariamente ao estudo anterior dos 
mesmos autores, essa pesquisa apresentou resulta-
dos mais diferenciados com relação à imunodifusão 
e ao ELISA indireto, demonstrando que os testes po-
dem ser utilizados com segurança e confiabilidade. 

Essa teoria é relatada pela OIE (2000) ao pre-
conizar que o ELISA apresenta maior sensibilida-
de que o teste de imunodifusão em gel de ágar ou 
a Fixação de Complemento, porém em função de al-
guns resultados ELISA negativos e imunodifusão po-
sitivos, a combinação do ELISA com o imunodifusão 
resultaria em melhor desempenho da sensibilidade.

Com a finalidade de verificar o desempenho do 
teste ELISA padronizado, foram submetidas 448 
amostras de soro ovino provenientes de sete regi-
ões do semiárido baiano. Verificou-se que 11 amos-
tras apresentaram densidade óptica acima do valor 
de ponto de corte com um total de 2,45% de ocor-
rência. Em levantamento realizado por Magalhães 
Neto e Gil-Turnes (1996), utilizando 76 rebanhos 
do Rio Grande do Sul, constatou-se a soroprevalên-
cia média em carneiros de rebanhos positivos de 
13,4% pelo teste imunodifusão em gel de ágar, com 
aumento da soroprevalência em animais mais ve-
lhos e sem predisposição racial definida. Resultados 
diferentes dos achados obtidos por Cardoso et al. 
(1989), em outra propriedade gaúcha, foram verifi-
cados com prevalência de 9,79%. 

Em um levantamento sorológico no Estado 
de São Paulo envolvendo 18 rebanhos em 15 

sensibilidade e especificidade, justificando a elabo-
ração de um projeto desta natureza. Jorge (2007) 
utilizou o teste ELISA indireto para detectar anti-
corpos contra a Brucella ovis com um antígeno pro-
duzido a partir da Brucella canis, pois as proteínas 
de superfície dessas bactérias são similares. Os re-
sultados foram satisfatórios, obtendo-se uma sensi-
bilidade de 93,33% e especificidade de 88,88%. 

Em relação ao presente estudo, os resultados são 
diferentes dos de Jorge (2007), porém apresentam boa 
capacidade de discriminar animais infectados de ani-
mais não infectados. Aqui, o antígeno utilizado, apesar 
de diluído, é o mesmo preconizado pelo Ministério da 
Agricultura e testado por meio do ensaio imunoenzi-
mático indireto, demonstrando eficácia estatística com 
sensibilidade de 100% e especificidade de 95,6%. 

Em uma pesquisa realizada para avaliar a sensi-
bilidade e a especificidade do ELISA indireto, Cho e 
Niilo (1987) demonstraram que as diluições do antí-
geno utilizado no teste influenciaram os resultados 
obtidos. Os animais foram inoculados com a cepa de 
Brucella ovis e o soro desses animais foi submetido 
ao teste ELISA indireto com várias concentrações do 
antígeno, que oscilaram de 1:25 a 1:400. Na diluição 
de 1:25, o teste apresentou 99,4% de especificidade, 
e nas diluições de 1:50 a 1:400, 100%. No entanto, 
Afzal et al. (1984), utilizando lipopolissacarídeo de 
Brucella ovis como antígeno na padronização de um 
teste ELISA indireto, obtiveram a diluição de 1:100 
como melhor resultado entre as amostras positivas e 
negativas. Esse estudo respalda o presente trabalho 
com relação à melhor sensibilidade e especificida-
de encontradas na diluição de 1:200, demonstrando 
que a menor concentração do antígeno possibilita o 
reconhecimento de proteínas mais específicas, dimi-
nuindo a probabilidade de reações cruzadas. 

As amostras testadas neste estudo foram utiliza-
das no IDGA e ELISA indireto. Os resultados associa-
dos ao histórico clínico observado no IDGA apresen-
taram uma similaridade com os resultados do ELISA 
indireto, capaz de detectar 100% dos animais com 
histórico clínico. Azevedo et al. (2004), utilizando o 
teste de imunodifusão em gel de ágar para analisar a 
ocorrência de anticorpos anti-Brucella ovis em ovinos 
procedentes de quatro municípios do Estado do Rio 
Grande do Norte, relataram que dos 115 ovinos sub-
metidos ao teste, apenas 13 apresentaram reativida-
de, sendo que esses animais tinham sido examinados 
clinicamente e apresentavam histórico de epididimite. 
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municípios, não foi encontrada evidência da infec-
ção por Brucella ovis (MARINHO; MATHIAS, 1996), 
resultados contrários aos obtidos no presente estu-
do. Contudo, estudos de Azevedo et al. (2004) verifi-
caram que a ocorrência de anticorpos anti-Brucella 
ovis leva a aceitar que a doença encontra-se presen-
te, tornando-se um problema sanitário no rebanho 
ovino do Rio Grande do Norte. Silva et al. (2003), 
estudando a prevalência de brucelose ovina causa-
da por Brucella ovis em rebanhos do Rio Grande do 
Norte, detectaram sorologia positiva em 13 muni-
cípios dos 14 estudados, verificando que a infecção 
por Brucella ovis está amplamente distribuída na re-
gião, afetando ovinos de ambos os sexos, adultos e 
jovens e de diferentes raças. 

Conclusões

O antígeno comercial Reo 198 demonstrou de-
sempenho satisfatório, distinguindo animais infec-
tados e animais não infectados, quando empregado 
em ensaio piloto de um teste ELISA indireto para a 
detecção de anticorpos contra a brucelose ovina.

O teste ELISA indireto com antígeno comercial 
Reo 198 diluído apresentou 100% de sensibilida-
de e 95,6% de especificidade, demonstrando uma 
maior capacidade de identificar animais reagen-
tes, uma vez que, de um total de 448 amostras do 
Semiárido da Bahia submetidas ao IDGA, foram de-
tectados 2,45% de amostras não reagentes a ele na 
população investigada.  
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