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Brucelose canina: obtenção de antígenos e avaliação pela técnica 
de imunodifusão em gel de agarose 

Canine Brucellosis: antigen obtention and evaluation by Agar Gel 
lmmunodiffusion 

Teresinhá Ferreira,* Márcio José de Figueiredo,* Mario Augusto Ronconi,* Helenita Marques Torres,* Maria Helena 
Cosendey de Aquino,* Marcos Jose Pereira Gomes,** Marlom Vicente da Silva,*** Luiz Antônio Trindade de Oliveira* 

Resumo 

Cães com brucelose causada por Brucella canis apresentam poucos sinais importantes de doença sistêmica e nenhum 
deles específico para brucelose. Devido às limitações dos procedimentos bacteriológicos, casos suspeitos devem ser avali­
ados sorologicamente. O objetivo deste estudo foi avaliar a utilização de antígenos externos e internos de Brucella canis e de 
Brucel/a ovis, pelo teste de imunodifusão em gel de agarose {IOGA). Antígenos externos e internos foram extraídos por solução 
salina tamponada e fosfatada {PBS) a quente a partir das cepas RM 6/66 de Brucella canis e REO 198 de Brucella ovis 
cultivadas em Ágar e Caldo Tripticase soja {Meio de Castafleda). Os antígenos externos foram obtidos após centrifugação e 
concentração do sobrenadante por ultrafiltração. Simultaneamente os sedimentos foram submetidos ao ultra-som e 
centrifugados sendo a porção sobrenadante considerado o extrato cru sonicado de B. canis e de B. ovis {antígeno interno). 
Soro hiperimune anti B. canis e anti B. ovis foram obtidos por inoculação intraperitoneal em coelhos {B. canis e B. ovis ), em 
cadela {B. canis) e em ovelha {B. ovis) sendo utilizados como controles positivos na avaliação diagnóstica. Para referenciar os 
antígenos produzidos utilizou-se, ainda, soros de cães provenientes de um canil comercial localizado no Rio de Janeiro, RJ, 
suspeito de infecção brucélica pela ocorrência de abortos e natimortos. Houve resposta sorológica aos antígenos obtidos e a 
enfermidade foi confirmada por isolamento do agente etiológico, a partir de hemoculturas, em três animais do canil. Concluiu­
se que os antígenos externos apresentaram melhor resposta em animais experimentalmente inoculados e em naturalmente 
infectados, mas a confirmação deve ser feita com o antígeno sonicado. 

Palavras-chave: diagnóstico, Brucel/a canis, Brucel/a ovis. 

Abstract 

Dogs with Brucellosis caused by Brucel/a canis have few proeminents signs of systemic illness and nane of them may be 
specific for Brucellosis. Because of the limitation of bacteriologic procedures on suspected cases serologic tests are necessary. 
The objective of this study was to evaluate the utilization of externai and internai antigen of Brucel/a canis and Brucel/a ovis by 
Agar Gel lmmunodiffusion Test, contributing to the improvement of the canine Brucellosis diagnosis as well. Externai and 
internai antigen were extracted from cultures of B. canis {RM 6/66) and B. ovis {REO 198) on Soy Tripticase broth and agar 
{Castafleda) by hot phosphated buffered saline {PBS) extraction. The externalantigens were obtained after centrifugation and 
concentration of the supernatant by ultrafiltration. Simultaneously, t!"Je pellets were sonicated and centrifuged and the supernatant 
portion was designated as crude sonicated antigen extract for both B. canis and B. ovis {internai antigens) .Hiperimune sera for 
B. canis and B. ovis were obtained by intraperitoneal inoculation of bitch {B. canis) and ewe {B. ovis) and served as positive 
contrais for diagnosis judgements.Additional sera from dogs of a kennel from Rio de Janeiro city, presenting Brucellosis 
symptoms, as abortion and stillbirth were investigated. Brucellosis was diagnosed by immunodiffusion seroconvertion and 
isolation of B. canis on blood cultures of three dogs as well. The externai antigen yielded accurate results. by using sera from 
experimentally .and naturally infected animais, however, the diagnosis has to be confirmed by sonicated antigen using. 

Keywords: diagnosis, B. ovis, B. canis 

Introdução 

A brucelose é uma zoonose cosmopolita causada por bacté­
rias do gênero Brucella. Atualmente existem sete espécies 
reconhecidas, dentro do gênero, baseadas em suas carac-

terísticas culturais, metabólicas, antigênicas e na 
especificidade do hospedeiro .{Corbel, 1997). A espécie cani­
na pode ser afetada pela maioria das espécies do gênero 
Brucel/a, mas a que demonstra real especificidade é a Brucel/a 
canis, que foi identificada por Carmichael {1966), a partir do 
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abertamente de cadelas da raça Beagle, em canil nos Esta­
dos Unidos. Este pesquisador, inclusive, confirmou a sua 
patogenia para o homem e caracterizou definitivamente o cão 
como reservatório dessa bactéria (Germano et ai., 1987). 
Embora o homem seja considerado resistente à Brucella 
canis, mais de 35 casos de infecção foram reportados e a 
maioria está relacionada com pessoas que manipulam o 
microrganismo em laboratórios ou através de cães 
infectados, geralmente, de sua propriedade (Johnson e 
Walker, 1992; Shapiro e Wong, 1999). 

A infecção por Brucella canis é responsável por abortos 
epizoóticos em canis, principalmente os de criação comerci­
al onde se instala, a seguir, de forma enzoótica, trazendo gra­
ves prejuízos econômicos. Os machos apresentam 
epididimite, dermatite escrota!, atrofia testicular, prostatite e, 
ocasionalmente, linfoadenopatia (Gomes et ai., 1999). 

Os produtos afetados pela enfermidade podem ser natimortos 
ou fracos, morrendo dentro de poucas horas ou poucos dias 
após o nascimento e os sobreviventes, aparentemente sau­
dáveis, podem apresentar infartamento ganglionar (Currier et 
ai., 1982). Entretanto, a maioria dos cães acometidos pela 
brucelose é assintomática, sendo o diagnóstico clínico da 
infecção bastante difícil. O único método realmente seguro 
para o diagnóstico da enfermidade é o isolamento do agente 
através do sangue, descargas vaginais, leite e sêmen de 
animais infectados, muito embora vários fatores inerentes às 

dificuldades técnicas de realização, bem como à evolução da 
própria enfermidade, afetem o sucesso desse procedimen­
to. Embora a bacteremia seja prolongada, variando de dois 
até cinco anos ou mais, podem ocorrer períodos abacterê­
micos e uma cultura de sangue negativa não pode ser usada 
como critério para a exclusão de brucelose canina. Conside­
rando todos esses fatores, os testes sorológicos são os 
métodos mais comumente utilizados para avaliar o estado 
do cão antes do cruzamento ou quando se suspeita de 
brucelose canina (Lucero et ai., 2002). Esses testes, entre­
tanto, necessitam de criteriosa avaliação no que concerne à 
interpretação de seus resultados, uma vez, que dependendo 
do tipo de antígeno utilizado e da fase evolutiva da doença ou 
de infecções com bactérias diferentes de Brucel/a, pode-se 
observar resultados falso-positivos ou falso-negativos. 

Os testes sorológicos mais empregados no diagnóstico 
laboratorial da Brucelose canina, causada pela B. canis, in­
cluem o Teste de Soro Aglutinação em Tubos (SAT) e o Teste 
de Soro Aglutinação Rápida em Lâmina (SAR), com ou sem a 
adição de Mercapthoetanol (2-ME) e a Prova de lmunodifusão 
em Gel de Agarose (IOGA). Dois tipos de antígenos são utili­
zados para a prova de IOGA: um extraído do lipopolissacarídio 
(LPS) da parede celular de B. canis e outro que utiliza proteí­
nas solúveis extraídas do citoplasma bacteriano (Mateo-de­
Antonioetal., 1994). 

No Brasil, a técnica padrão para o diagnóstico sorológico da 
Brucelose canina é a IOGA utilizando um antígeno constituído 
de proteínas e lipopolissacarídios extraídos de B. ovis, amos­
tra REO 198. Esse antígeno é fabricado pelo Instituto de 
Tecnologia do Paraná (TECPAR), distribuído pelo Ministério 
de Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) e apresenta 
reação cruzada com a B. canis. 

Em função disso, o objetivo do presente trabalho foi desen­

volver e avaliar antígenos externos e internos (citoplasmáticos), 
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extraídos, respectivamente, por salina tamponada e fosfatada 
(PBS) a quente e por ultra-som, a partir de amostras de B. ovis 
e B. canis, para serem utilizados nos testes de IOGA, com vis­
tas a contribuir para o diagnóstico da brucelose canina. 

Material e métodos 

Esse experimento foi realizado no Laboratório da Disciplina 
de Doenças Infecciosas dos Animais Domésticos da Facul­
dade de Veterinária da Universidade Federal Fluminense-UFF­
RJ e no Instituto de Medicina Veterinária Jorge Vaistman-RJ. 

Foram utilizadas as cepas liofilizadas de B. ovis REO 198 e 
de B. canis RM 6/66 oriundas do Instituto Panamericano de 
Protección de Alimentos y Zoonosis -INPPAZ -Argentina (anti­
go Centro de Controle de Zoonoses - CEPANZO). 

As amostras bacterianas foram cultivadas em placas de Petri 
contendo Ágar Brucel/a (DIFCO) suplementado com 10% de 
soro normal de eqüino, sendo incubadas por três a cinco 
dias à temperatura de 35°C (±2°C), em aerobiose. A pureza 
do cultivo foi avaliada pela morfologia das colônias após exa­
me de esfregaços corados pelo método de Gram e com o 
auxílio das provas de hidrólise da uréia, produção de H2S, 
catalase e oxidase. 

Obtenção de antígenos externos 

A obtenção dos antígenos se fundamentou na técnica preconi­
zada por Zoha e Carmichael (1982b) com algumas modifica­
ções. Cepas de B. ovis e de B. canis foram cultivadas em 10 
garrafas de Roux com capacidade de 1 L, contendo 100 mL de 
Ágar Bruce/la suplementado com 10% de soro normal de eqüino, 
sendo incubadas por três a cinco dias a 35°C (± 2oc ) em 
aerobiose. Após crescimento, realizou-se uma lavagem da su­
perfície do ágar com 20 mL de PBS, por garrafa, filtrando-se em 
seguida, em gaze dupla estéril. Estimou-se a concentração 
bacteriana, utilizando-se a técnica de centrifugação em micro-. 
hematócrito, obtendo-se massa de 7% para B. ovis e 5% para B. 
canis. As suspensões foram, então, aquecidas a 65°C, em ba­
nho-maria por duas horas, sob agitação e em seguida 
centrifugadas por 90 min a 15 000 x g em centrífuga MR 22 i 
(JOUAN) a 4°C sendo os sedimentos reservados e os 
sobrenadantes, então, concentrados para 20 mL, por ultrafiltração 
(stirred Cell) em membrana YM 30.000 Da (AMICON). Os mate­
riais assim concentrados foram designados antígenos exter­
nos de B. ovis (AEO) e de B. canis (AEC) extraídos por PBS a 
quente, liofilizados em frascos ampolas com rolha perfurável, 
em aparelho Modulyo (SAVANT) e corres ponderam aos antígenos 
desenvolvidos por Zoha e Carmichael (1982b) sendo mantidos 
a -20°C até o momento do uso. 

Obtenção de ántígenos com auxílio de ultra-som 

Os sedimentos obtidos na etapa anterior foram ressuspensos, 
respectivamente, em 60 mL de PBS e submetidos a banho 
de ultra-som durante 30 min em aparelho modelo T 
(THORNTON ), potênCia 70-80 Hz; sendo então centrifugado~ 
a 15 000 x g, durante 90 min em centrífuga a 4oc e os 
sobrenadantes concentrados para 14 mL, por ultrafiltração 
em membrana YM 30 000 Da (AMICON). Posteriormente fo­
ram liofilizados, sendo mantidos a - 20°C até o momento do 
uso. Esses antígenos foram denominados antígenos sub­

metidos a ultra-som B. ovis (ASO) e B. canis (ASC) e 
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corresponderam aos antígenos citoplasmáticos citados por 
Zoha e Carmichael (1982b). 

Obtenção de soro hiperimune 

Canino 

Utilizou-se uma cadela, sem raça definida, de 18 kg e idade 
estimada em dois anos. Inoculou-se, por via intraperitoneal, 
2 ml de uma suspensão de B. canis amostra-padrão RM 6/ 
66 viva em concentração correspondente ao tubo 3 da escala 
MacFarland. 

Ovino 

Utilizou-se uma fêmea ovina, sem raça definida, de aproxi­
madamente 1 ano de idade. O animal foi inoculado por via 
intraperitoneal nos dias O, 16 e 88 com 4 ml de uma suspen­
são de B. ovis viva, cepa padrão REO 198, em concentração 
correspondente ao tubo 3 da escala MacFarland. A terceira e 
última dose foi associada a 1 ml de betametasona (Biprospan 
Pharlab) com a finalidade de aumentar a suscetibilidade à 
infecção. 

Retrocu/tivo das amostras de sangue ovino e canino 

A partir das amostras de sangue da cadela e do ovino inocu­
lados, coletadas em intervalos de sete a 15 dias, foram reali­
zados 16 retrocultivos, dentro de um período de 160 dias para 
o canino e dez retrocultivos, em 92 dias, para o ovino, através 
de inoculação em caldo Tripticase ·Soja em garrafas de Roux, 
contendo Ágar e Caldo Tripticase Soja (Meio de Castatieda). 

A metodologia utilizada para a obtenção do retrocultivo seguiu 
a orientação de Moere e Gupta(1970) e Alton et ai. (1988). 

·A confirmação do isolamento era feita através da avaliação 
das características das colônias, do aspecto morfotintorial 
após coloração de esfregaços pelo método de Gram e da 
identificação através das provas de catalase, oxidase, 
motilidade, hidrólise da uréia, produção de H2S, produção de 
indol, redução de nitrato, fermentação da glicose e cresci­
mento nos corantes Fucsina e Tionina (Aiton et ai., 1988). 

Desenvolvimento da técnica de lmunodifusão em ge/ de 
agarose (JOGA) 

Para a confecção das provas de IOGA utilizou-se 1 g de 
Agarose Tipo li AEO (SIGMA USA) adicionada a 5 ml de tam­
pão borato O, 1 M, pH 8,3 mais 95 ml de uma solução de Na 
CI a 5% e 1 ml de uma solução de azida sádica a 1%. A 
mistura foi aquecida em banho-maria fervente até se tornar 
translúcida. Distribuía-se 4 ml do gel de agarose por lâmina 
(25 x 75 mm) que, posteriormente, era perfurada com uma 
roseta de metal contendo um orifício central e seis periféricos 
formando-se os poços onde eram depositados o antígeno e 
os soros a serem testados, operação esta realizada com 
pipetas automáticas de 50 11L até o preenchimento total do 
orifício. Cada lâmina comportava duas rosetas. As lâminas 
carregadas com soro e antígeno eram incubadas em câmara 
úmida e a leitura feita sob luz indireta às 24h, 48h e 72h (± 6h) 
em temperatura de 25 - 30°C. 

O aparecimento de linha de precipitação entre os orifícios de 
soro e antígeno, sua localização e curvatura eram interpreta-
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das como resultado positivo, e a formação de ângulos entre 
elas caracterizava sua identidade sorológica. 

Controle da técnica de lmunodifusão · 

Para referendar os antígenos e soros produzidos utilizou-se 
um "kit diagnóstico" intitulado Antígeno para Diagnóstico de 
Brucel/a ovis e Brucel/a canis, abricado pelo Instituto de 
Tecnologia do Paraná, elaborado com B. ovis, constituído de 
um frasco de antígeno liofilizado considerado antígeno pa­
drão de referência TECPAR (ATP), três frascos de soro contro­
le positivo (STP) e um frasco de diluente. 

Avaliação dos antígenos externos e antígenos 
submetidos a ultra-som de 8. ovis e 8. canis em 
animais experimentalmente infectados 

Esses antígenos foram utilizados para reação de 
imunodifusão com todas as amostras de soro obtidas da 
cadela e da ovelha, durante todo o experimento. Foram sub­
metidos, ainda, à reação com o soro controle positivo do "kit 
diagnóstico" de referência. 

Avaliação dos antígenos externos e antígenos 
submetidos a ultra-som de B. o vis e B. canis em 
animais naturalmente infectados 

Foram avaliados 12 cães pertencentes a um canil comercial 
localizado em Barra de Guaratiba, RJ, constituído por ani­
mais de raças variadas, mantidos em grupos, em residênci­
as adaptadas. Animais desse canil apresentaram, há cerca 
de quatro meses, histórico de problemas reprodutivos tais 
como presença de abortos e de natimortos. 

Os animais foram testados sorologicamente pela prova de 
IOGA com antígenos externos (AEO e AEC), com antígenos 
submetidos a ultra-som (ASO e ASC) e com o antígeno padrão 
de referência (ATP). Foram realizadas, ainda, hemocultura dos 
12 animais através das técnicas já anteriormente descritas. 

Resultados e Discussão 

Retrocultivo das amostras de sangue 

Dentre os 16 cultivos realizados a partir de amostras de san­
gue da cadela inoculada foram obtidos dez retrocultivos posi­
tivos, sendo o primeiro 54 dias após a inoculação no animal. 
Os isolamentos foram obtidos simultaneamente, a partir da 
metodologia utilizada, e identificados como B. canis pelas 
características anteriormente descritas. 

De acordo com os trabalhos desenvolvidos por Carmichael 
(1976), Currier et ai. (1982) e Berthelot e Garin-Bastuji (1993), 
a infecção por B. canis determina prolongada bacteremia que 
pode persistir por dois anos ou mais; Johnson e Walker (1992) 
afirmam que a bacteremia é detectável a partir de duas a 
quatro semanas após o início da infecção, podendo persistir 
por seis a 64 meses;já Leonard (1983) enfatiza, ainda, que a 
mesma pode ser intermitente. Segundo Smeak et ai. (1987), 
a bacteremia embora possa persistir por longo tempo, pode 
ter um caráter transitório. No presente trabalho, dentre os 16 
cultivos realizados a partir das amostras de sangue da cade­
la experimentalmente inoculada, foram obtidos dez 
retrocultivos positivos, que se mantiveram desde 54 dias pós 
inoculação até o final do experimento, aos 160 dias. 



Dentre os dez retrocultivos realizados a partir de amostras de 
sangue ovino não foram obtidos resultados positivos, dentro 
de um período de três meses, o que concorda com Cerri et ai. 
(2000) que, trabalhando com animais experimentalmente 
infectados, também não obtiveram hemocultura positiva. 

A vali ação dos antígenos obtidos 

Identidade com o antígeno padrão 

Os antígenos externos AEO e AEC foram testados por IOGA, 
frente ao "kit de referência" havendo completa identidade ca­
racterizada por linha de imunoprecipitação única, com nítida 

angulação (Figura 1 ). 

Figura 1 - Identidade dos antígenos AEO, AEC e ATP frente ao soro 

padrão posit ivo de referência (STP - soro padrão positivo de 

referência ; ATP - antígeno padrão de referência; AEO -antígeno 

externo 8. ovis; AEC - antígeno externo 8 . canis) 

A vali ação dos animais naturalmente infectados 
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Todas as etapas de avaliação dos antígenos produzidos fo­

ram referendadas pelo "kit padrão de referência" anteriormen­

te descrito. 

No presente trabalho foram obtidas linhas de precipitação 

única e de completa identidade com o "kit de referência" , re­

sultados que estão em concordância com aqueles obtidos 

por Myers e Varela-Diaz (1980), que afirmam que esse tipo de 

antígeno produz uma única linha de precipitação. Entretanto 

Zoha e Carmichael (1982a) obtiveram três claras linhas de 

precipitação com o antígeno de parede celular extraído com 

PBS a quente. 

Os antígenos ASO e ASC testados de maneira similar não 
apresentaram reatividade com o "kit de referência ", o que 
demonstra a natureza diferenciada do antígeno obtido por 
ultra-som. 

Soroconversão 

A cadela experimentalmente infectada apresentou sorocon­
versão aos 19 dias para os antígenos AEO e ATP, aos 27 dias 
para todos os antígenos externos e aos 158 dias para os 
antígenos sonicados, o que concorda com os trabalhos de 
Zoha e Carmichael ( 1982b) que obtiveram soroconversão a 
partir de 30 dias para antígenos externos, a partir de oito cães, 
experimentalmente infectados ao nascer. Em relação aos 

antígenos obtidos por ultra-som, nossos achados concordam 
com Carmichael et ai. (1984), que afirmam que a reação posi­
tiva em cães, para antígeno sonicado, se dá a partir de 16 
semanas de infecção. Em relação ao ovino, a soroconversão 
ocorreu para os três antígenos externos testados aos 16 dias 
pós-inoculação, fato esse concordante com Cerri et ai. (2002) 
que, trabalhando com oito ovinos experimentalmente inocula­

dos, obtiveram soroconversão aos 15 dias, até se tornarem 
sorologicamente negativos na 243 semana pós-inoculação. A 
soroconversão para os antígenos obtidos por ultra-som se deu 
aos 92 dias pós inoculação. Outro trabalho realizado por Cerri 
et ai. (2000), comparando vários procedimentos sorológicos. 
em ovinos, também deu suporte ao experimento aqui realiza­
do, quando afirmaram que a IOGA apresentou 100% de 
especificidade · e 100% de sensibilidade. 

Tabela 1 - Resultado da avaliação sorológica e bacteriológica em animais de um canil 

suspeitos de infecção por B. canis 

Animal Sexo Raça Aborto RESULTADO DA IOGA . Hemo 

ATP AEO AEC ASO ASC cultura 

1 m Husky - - - - - -
2 m Beagle - - - - - -
3 f Cocker não - - - - - -
4 f Cocker não - - - - - -
5 f Cocker não - - - - - -
6 m Cocker - + - - - -
7 f Cocker sim - + - - - -
8 f Cocker sim + + - - - * 

9 f Cócker sim + + - - - * 

10 f Beagle sim +. + + + + · + 

11 f Cocker não + + + + + " + 

12 f Cocker sim + + + + + + 

ATP - antígeno padrão de referência; AEO - antígeno externo 8 . ovis; AEC - antígeno externo 8. canis; 

ASO - antígeno obtido por ultra-som de 8. ovis; ASC - antígeno obtido por ultra-som de 8. canis. 

(*) não confirmada 
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Dentre os 12 animais avaliados sorológica e bacteriologica­
mente (Tabela 1 ), os caninos 1 O, 11 e 12 reagiram a todos os 
antígenos produzidos neste trabalho, bem como ao antígeno 
de referência apresentando, ainda, hemoculturas positivas 
para B.canis confirmadas por provas bioquímicas anterior­
mente .citadas. Esses resultados permitiram qualificar os 
antígenos produzidos. 

Os resultados referentes aos antígenos submetidos ao ultra­
som (ASO e ASC) sugerem uma prolongada exposição ao 
agente, já que esses animais são provenientes de zonas 
urbanas, sendo negado o contato com animais de produção 
pecuária, o que excluiria a possibilidade de reações cruza­
das com outras espécies do .gênero Brucel/a conforme des­
crito por Carmichael e Shin ( 1996). 

Os animais 8 e 9 provavelmente se encontravam numa fase 
de evolução da doença anterior aos demais e os animais 6 e 

Agradecimentos 

7, que só se apresentaram positivos ao AEO, sugerem ani­
mais em fase inicial da infecção e apontam, ainda, para uma 
maior sensibilidade do antígeno AEO, a despeito dele ser 
semelhante ao antígeno padrão (ATP), em função, provavel­
mente, de uma maior concentração do primeiro. 

Conclusão 

Pelo presente trabalho concluiu-se que os antígenos exter­
nos se mostraram superiores aos antígenos submetidos ao 
ultra-som pela produção de bandas mais visíveis e detecção 
mais precoce, através da prova de lmunodifusão em Gel de 
Agarose, tanto em animais experimentalmente quanto na­
queles naturalmente infectados. A utilização simultânea do 
antígeno submetido ao ultra-som é importante para validar 
esse resultado. 
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