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Resumo 

 A Brucelose ovina é uma enfermidade de caráter crônico, infectocontagiosa, cujo 
agente etiológico é a bactéria da espécie Brucella ovis. Tem como sintomatologia 
epididimite, orquite e é responsável por abortos em fêmeas, além de ocasionar 
nascimento de animais fracos e morte perinatal. Essa doença causa grandes 
prejuízos ao sistema de produção, pois interfere na eficiência reprodutiva. Para 
reduzir a ocorrência de brucelose ovina, é necessário que o diagnóstico seja 
precoce. Para isso, faz-se importante a realização de testes sorológicos, que são 
utilizados no programa de controle e erradicação da doença, como o ensaio 
imunoenzimático ELISA indireto. Ainda não existe nenhuma vacina específica para 
ser utilizada na prevenção da B. ovis. Logo, objetivou-se realizar avaliação da 
resposta imune humoral de ovinos inoculados com um antígeno de B. ovis, visando 
a sua possível utilização como vacina.  O experimento foi desenvolvido em uma 
propriedade situada no município de Ribeira do Pombal-BA. Foram utilizados 85 
ovinos divididos em três grupos (Grupo 01, Grupo 02 e Grupo 03). No dia zero 
(antes da inoculação do antígeno nos animais), realizou-se a coleta de sangue para 
a sorologia e confirmação de que todos estavam não reagentes para a enfermidade. 
Em seguida, realizou-se a inoculação dos animais com o antígeno diluído em 
Glicerina líquida, dividindo da seguinte maneira: o Grupo 01 foi inoculado com 0,5ml 
da diluição; o Grupo 02, com metade da dose, ou seja, 0,25ml; e o Grupo 03, (grupo 
controle), foi inoculado com 0,5ml de solução fisiológica. As coletas de sangue foram 
realizadas a cada 30 dias, no período de um ano e com avaliação da resposta 
humoral utilizando-se o teste ELISA indireto, através da Densidade Óptica (D.O.). 
Nos resultados encontrados, os animais do grupo controle apresentaram D.O. baixa 
no início do estudo e, assim se mantiveram durante todo o período. Já os grupos 
tratados (grupos 01 e 02) apresentaram D.O. baixa no início do experimento, porém, 
após 24 horas da inoculação já apresentavam resposta imunológica contra o 
antígeno inoculado. Os dois grupos tratados demonstraram produção de anticorpos, 
porém, o grupo 01 mostrou produção de anticorpos mais eficiente que o grupo 02. O 
antígeno de B. ovis demonstrou estimular uma resposta humoral nos animais 
inoculados ao longo do tempo, sendo possível sua utilização como vacina contra a 
infecção da brucelose ovina.   

 

Palavras-chave: Brucelose ovina, Ovinocultura, Imunologia, Vacinas. 
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Abstract 

The sheep Brucellosis is a chronic disease, infectious, whose etiologic agent is the 
bacterium of the species Brucella ovis. Its symptoms epididymitis, orchitis and is 
responsible for abortions in females, in addition to causing birth of weak animals and 
perinatal death. This disease causes great damage to the production system, 
because it interferes at the reproductive efficiency. To reduce the ovine brucellosis is 
necessary that the diagnosis is early, for this makes it important to carry out 
serological tests, which are used to control and eradication program of the disease, 
such as enzyme-linked immunoassay indirect ELISA. There is no specific vaccine to 
be used in the prevention of B. ovis. Therefore, the objective was to perform 
evaluation of the humoral immune response of sheep injected with an antigen of B. 
ovis, with a view to its possible use as a vaccine. The experiment was conducted in a 
property located in the municipality of Ribeira do Pombal, Bahia. 85 sheep were 
used, divided into three groups (Group 01, Group 02 and Group 03). On day zero 
(before the animal antigen inoculation) was held to collect blood for serology and 
confirmation that all were non-reagents for the disease. Was subsequently performed 
inoculation of animals with the antigen diluted in Liquid Glycerin, dividing as follows: 
in Group 01 - 0.5 ml of the dilution was inoculated; Group 02 half dose, 0.25ml; and 
Group 03, which was the control group was inoculated 0.5 ml of physiological 
solution. The blood samples were taken every 30 days, in the 01 years period and 
evaluated the humoral response using indirect ELISA test by Optical Density (OD) at 
the beginning of the experiment and, was maintained throughout the period. Already 
treated groups (groups 01 and 02), presented DO low at the beginning of the 
experiment, however, 24 hours after inoculation already had immune response 
against the antigen inoculated. The two treated groups showed antibody production, 
however, the group 01 showed more efficient production of the antibodies 02. Group 
B. ovis antigen has been shown to stimulate a humoral response in inoculated 
animals over time, being possible its use as a vaccine against infection of ovine 
brucellosis. 

 

Keywords: ovine brucellosis, Ovine, Immunology, Vaccines. 
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1 Introdução 

O Brasil tem um rebanho de ovinos estimado em 17,291 milhões de cabeças. 

Quanto à participação regional, 56,5% dos animais se encontram na Região 

Nordeste; 30,0% na Sul; 5,5% na Centro-Oeste; 4,2% na Sudeste; e 3,8% na Norte. 

O maior efetivo encontra-se nos estados do Rio Grande do Sul (24,6%), Bahia 

(16,9%), Ceará (11,9%) e Pernambuco (10,6%). Na região Nordeste, a principal 

finalidade da criação é a produção de carne e pele, enquanto na Região Sul, é a 

produção de lã. Comparando-se os dados de 2012 e 2013, a região Nordeste teve 

um crescimento em seu rebanho ovino de 4,8% e, nos últimos anos, a criação de 

caprinos e de ovinos vem sendo estimulada na região Nordeste por diversos 

segmentos da cadeia produtiva, tendo como vantagem a adaptação desses animais 

à região, demonstrando ser uma características da criação (área necessária e 

investimentos menores que em outras criações), além do avanço tecnológico 

alcançado e do mercado de carne, leite e pele, tornam essa atividade atraente aos 

produtores da região (BRASIL, 2013).  

A brucelose ovina, conhecida também como Epididimite Ovina, é uma 

enfermidades que acomete ovinos, causada pela bactéria Brucella ovis que provoca 

uma doença de caráter infectocontagioso, caracterizada por epididimite nos machos, 

abortos ocasionais nas fêmeas, mortalidade perinatal de cordeiros e diminuição na 

eficiência reprodutiva dos rebanhos, provocando elevadas perdas econômicas 

(NOZAKI et al., 2004; MAGALHÃES NETO; GIL-TURNES, 1996; SILVA et al., 2003; 

ISHIZUKA; LEITE; DINIZ, 2007; CARDOSO et al., 1989). 

Foi incialmente diagnosticada no início da década de 50 na Nova Zelândia e 

Austrália, espalhando-se em seguida pela Tchecoslováquia, Canadá, África do Sul, 

Estados Unidos, Uruguai, Romênia, Bulgária, Hungria, Rússia e Brasil. Já foi 

encontrada em todo mundo, no Brasil, os primeiros carneiros com epididimite foram 

diagnosticados no Rio grande do Sul em 1966. Estima-se que seja uma doença de 

distribuição geográfica cosmopolita (BUDDLE, 1956; RAMOS et al., 1966; 

PESSEGUEIRO; BARATA; CORREIA, 2003; ISHIZUCA; LEITE; DINIZ, 2007).   
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A principal forma de transmissão é a venérea passiva, onde machos sadios 

se infectam cobrindo ovelhas previamente cobertas por carneiros infectados. 

Também pode ocorrer a transmissão de carneiro para carneiros, quando os machos 

dominantes saltam sobre os dominados, ou através da lambedura do prepúcio. As 

fêmeas podem eliminar o agente pelas descargas vaginais ou pelo leite, mas, 

demonstram relativa resistência a infecção (NOGUEIRA; FERRARI; CURCI, 2007; 

RAMOS et al., 1966). 

Pode-se caracterizar a brucelose nas suas formas de evolução aguda e 

focalizada. A aguda caracteriza-se pela tríade sintomática de febre, sudação profusa 

e dor. Já na forma localizada distinguem-se por longa evolução marcada por 

frequentes recidivas. Na fêmea, a principal consequência da brucelose ovina é 

aborto ou nascimento de cordeiros fracos (PESSEGUEIRO; BARATA; CORREIA, 

2003; SANTOS; POESTER; LAGE, 2005). Não é observada, como regra, a 

ocorrência de hiperemia no animal infectado por B. ovis, é possível que ocorra, 

talvez, elevação da temperatura local causada pela inflamação em nível de 

epidídimo (CARDOSO et al., 1989).  

A vacinação é recomendada para o controle da doença, sendo as vacinas o 

método mais econômico de controle de disseminação de doenças. A vacina viva de 

B. melitensis Rev. 1 tem sido referida como a melhor vacina disponível até o 

momento (MARTINS et al., 2012; NOGUEIRA et al., 2006; SILVA et al., 2009). No 

Brasil, ainda não existe vacina contra B. ovis, necessitando-se estudar antígenos 

que possam ser capazes de desencadear resposta humoral eficiente, e serem 

utilizados como vacina no controle dessa enfermidade. Assim, objetivou-se com esta 

pesquisa, estudar um antígeno de B. ovis visando sua utilização como vacina, 

auxiliando no controle dessa enfermidade e, consequentemente, diminuir as perdas 

causadas por esse micro-organismo.  
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2 Revisão de literatura 

2.1 Agente etiológico 

Bactérias do gênero Brucella pertencem à classe Proteobacteria, são 

pequenos cocobacilos Gram-negativos, intracelulares facultativos, não capsulados, 

imóveis, aeróbios, possuindo metabolismo do tipo respiratório  (BATISTA et al., 

2011; GOMES, 2013; NOGUEIRA et al., 2006; PESSEGUEIRO et al. 2003). 

Possuem sistema citocromo, e como aceptor final de elétrons, oxigênio ou nitrato e, 

sendo assim, nitrato redutase é produzida. No cultivo primário, algumas amostras 

precisam de anaerobiose para crescer. Quando cultivadas em ágar dextrose ou um 

meio sem suplementação de sangue, as colônias apresentam-se transparentes, 

elevadas, convexas com bordos inteiros, lisas e de superfície brilhante (GOMES, 

2013).  Acomete ruminantes, suínos, caninos e diversas espécies de vida selvagem 

(BLASCO & MOLINA- FLORES, 2011). As principais espécies que compõe esse 

gênero são: B. abortus, B. suis, B. melitensis, B. ovis, B. canis, B. neotomae e B. 

maris, sendo as três primeiras consideradas zoonóticas (PESSEGUEIRO et al., 

2003; BLASCO, 2006).  

A B. ovis é uma espécie rugosa e estável que morfologicamente se 

caracteriza como pequenos cocos bacilos, de aproximadamente 0,5-0,7 por 0,6 - 1,5 

μm, geralmente solitários, podendo raramente formar cadeias curtas.  É cultivada em 

ambiente de 10% de anaerobiose para isolamento primário. A brucelose ovina causa 

doença genital caracterizada por epididimite em carneiros e placentite, abortos e 

infertilidade nas ovelhas causando redução na fertilidade do rebanho (LÓPEZ et al., 

2006; BLASCO, 1990).  
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2.2 Características morfológicas 

B. ovis e B. canis são espécies conhecidas como rugosas (OIE, 2015). 

Característica diretamente relacionada com a composição química da parede 

celular, que é envolvida por uma estrutura lipopolissacarídica, apresentando em sua 

porção mais externa uma cadeia polissacarídica chamada de cadeia O. Brucelas 

consideradas rugosas, não apresentam a cadeia O (NOGUEIRA et al., 2006).  

O crescimento dessa espécie ocorre em meios base (Trypticase Soy Agar, 

Ágar Sangue e Ágar Columbia) acrescidos com 5 % a 10 % de sangue, ou pode ser 

semeado no meio modificado de Thayer-Martim, que é um meio seletivo (ALTON et 

al., 1976; BROWN et al., 1973). Ainda, é necessário ter uma atmosfera modificada 

no cultivo primário, cerca de 10 % a 20 % de anaerobiose na temperatura de 34°C a 

37°C, porém, pode ser isolada cepa independente da anaerobiose. A visualização 

da colônias torna-se possível decorridos três a cinco dias de incubação, 

visualizando-se pequenas colônias, circulares com borda regular, de aparência 

opaca e coloração entre branco e marrom (MEYER, 1982; ALTON et al., 1988). 

Com relação a morfologia, propriedades de coloração e características 

culturais, a Brucella ovis é semelhante às outras espécies do gênero Brucella, 

exceto que tem reações negativas para os testes de oxidase e urease (OIE, 2015). 

2.3 Aspectos antigênicos 

As bactérias do gênero Brucella são compostas por membrana citoplasmática 

interna, espaço periplasmático e membrana externa constituída de lipossacarídeos 

(LPS), que é o antígeno de superfície de maior importância das bactérias gram-

negativas, além de outras proteínas principais. A superfície das bactérias desse 

gênero, varia de acordo sua fase, podendo ser classifica-la como lisa ou rugosa. As 

bactérias denominadas como lisas, possui na sua constituição lipopolissacarídeos 
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(LPS-S) que contém lipídeos A ou M, oligossacarídeo central e, mais exposta, uma 

cadeia polissacarídica chamada de cadeia O (MORIYON, 1988). Já as rugosas, sua 

camada de LPS (LPS-R) é praticamente semelhante ao das lisas, porém, não possui 

cadeia O (BLASCO, 1990). Desta forma, a cadeia O não recobre os antígenos da 

superfície da membrana da B. ovis, fazendo com que fiquem expostos. O antígeno 

29-kDa tem em sua composição duas OMPs, a Omp25 e a Omp31 (VISCAÍNO et 

al., 2001). Desses dois antígenos, o que está diretamente ligado aos processos pelo 

qual a bactéria passa para causar infecção e manter-se nas células do hospedeiro é 

a Omp25 (MARTÍN-MARTÍN et al., 2008; CARO-HERNÁNDEZ et al., 2007). 

2.4 Epidemiologia 

A B. ovis tem distribuição universal e sua ocorrência varia de acordo com 

diferentes fatores como região (sistema de produção), raça, idade e sexo dos 

animais (BURGESS, 1982). Tem sido relatada em países americanos e europeus e, 

também na Austrália, Nova Zelândia e África do Sul, mas provavelmente ocorre na 

maioria dos países de criação de ovelhas (OIE, 2015). Naturalmente infecta os 

ovinos, sendo os machos mais susceptíveis que as fêmeas. Os carneiros infectados 

são as principais fontes de disseminação do patógeno nos rebanhos, que 

apresentando ou não lesões, podem transmitir a enfermidade para outros animais do 

mesmo sexo, através de um hábito comum da espécie, que é saltar em outros 

animais, predispondo a penetração da bactéria via retal, apesar de a via oral ser a 

mais comum de transmissão de um macho para o outro, através da lambedura do 

prepúcio (BULGIN e ANDERSON, 1983; BULGIN, 1990; NÁREZ et al., 1999; 

QUISPE et al., 2002; TAMAYO et al., 1989). Carneiros persistentemente infectados 

eliminam a bactéria no sêmen por um longo período, variando entre 2 a 4 anos 

(CFSPH, 2007). 

Silva et al. (2009) relatam a ocorrência de B. ovis no estado da Bahia de 

3,27%, analisando amostras de soros de 183 ovinos, afirmando que não houve 

diferença significativa entre a idade e o sexo dos animais testados. Resultados 
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diferentes foram encontrados por Souza et al. (2012), que analisaram 694 amostras 

de ovinos do semiárido da Bahia, das quais apenas 0,72% delas mostraram 

presença de anticorpos contra B. ovis, supondo que essa queda no número de 

animais reagentes seja devido ao tipo de criação (extensiva) e animais rústicos, 

adaptados a esse sistema de criação.  

A infecção por B. ovis pode ocorrer em animais jovens, sendo os machos que 

tenham atingido a maturidade sexual são mais susceptíveis (BURGESS, 1982; 

WALKER et al., 1986), porém, Bulgin (1990) relata a infecção de cordeiros que 

nunca foram utilizados na reprodução e que não tiveram contato com carneiros que 

tenham sido utilizados como reprodutores.   

Em fêmeas portadoras da enfermidade, podem excretar a bactéria através de 

descargas vaginais, colostro e, consequentemente, transmissão através da lactação 

(LIRA, MEGID, 2009; BAIGÚN et al., 2000). Por esses motivos, as fêmeas também 

são relevantes na epidemiologia da infecção, tendo que ser levado em conta em 

programas de erradicação da epididimite ovina (BLASCO, 2011; GRILLÓ et al., 

1999). Um fato importante para epidemiologia é a aglomeração de animais, sendo 

propriedades com rebanho acima de 1000 ovinos apresentam um número maior de 

animais infectados (TAMAYO et al., 1989). 

Bactérias do gênero Brucella sobrevivem em solo úmido, água, leite e urina 

até quatro meses, resiste, ao congelamento e descongelamento. Porém, não 

resistem a desinfetantes comuns, como glutaraldeído, álcool à 70%, hipoclorito, 

isopropanol, compostos fenólicos, formaldeídos, iodóforos e xileno. Esses produtos, 

tem baixa eficiência na presença de matéria orgânica e baixa temperatura (Walker, 

2003).  
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2.5 Transmissão 

A transmissão da Brucella ovis se dá por as vias oral, conjuntival, prepucial, 

vaginal e retal, sendo a mais comum a transmissão venérea. Entretanto, as ovelhas 

infectadas excretam a bactéria através de descarga vaginal, podendo também 

elimina-la através do leite, causando infecção de cordeiros (LIRA, MEGID, 2009; 

BAIGÚN et al., 2000). 

A transmissão pode ocorrer, principalmente, devido à monta natural, quando 

uma ovelha, em estro, é coberta por um carneiro infectado e, nesse mesmo período, 

um carneiro susceptível copula com essa fêmea. Assim, a fêmea torna-se fonte de 

infecção passiva para a transmissão da B. ovis (PAOLICCHI et al., 1991; BROWN et 

al., 1973). Ovelhas portadoras de brucelose representam um risco para os machos 

no período de monta, podendo haver eliminação de B. ovis nas secreções vaginais 

(MARCO et al., 1994). Após infectar os carneiros, a B. ovis pode colonizar por 

longos períodos as glândulas sexuais acessórias sem causar a epididimite, tendo a 

ocorrência desses animais infectados sem apresentar lesões, no entanto 

disseminando o microrganismo através do sêmen (BAIGÚN et al., 2000; WALKER, 

2003).  

A infecção de um macho para o outro pode ocorrer, através de um hábito 

comum da espécie de saltar em outros animais predispondo a penetração da 

bactéria via retal, porém, a via oral demonstra-se ser a mais comum dessa forma de 

transmissão, através da lambedura do prepúcio (BULGIN e ANDERSON, 1983; 

BULGIN, 1990; NÁREZ et al., 1999; QUISPE et al., 2002; TAMAYO et al., 1989).  

Ainda, pode haver transmissão para animais que não tenham atingido a 

maturidade sexual, ou seja, animais “virgens”, através do contato com urina de 

animais infectados, quando estabulados. Por essa forma de infecção, a bactéria vai 

penetrar no animal através de ferida ou escoriações, mucosas oral e nasal e, 

conjuntiva (BROWN et al., 1973; ALTON et al., 1988; BULGIN, 1990). 
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Outra forma de transmissão da brucelose é a por ingestão da bactéria através 

de alimentos contaminados, não sendo levado com muita importância para B. ovis 

quando comparado as outras espécies de Brucella.  Porém, Gil Turnes (1998) diz 

ser possível encontrar a B. ovis de secreções uterinas de ovelhas até dez dias após 

o aborto, sendo questionada a infecção por ingestão de água e pasto contaminados 

com urina, sêmen e restos de parto oriundos de animais infectados (RIDLER et al., 

2002). 

2.6 Patogenia 

A B. ovis, como as outras espécies do gênero, penetra no organismo através 

das membranas das mucosas ou lesões na pele (BULGIN et al., 1990; GRILLÓ et 

al., 1999; PAOLICCHI, et al., 2000). Em seguida, a B. ovis é englobada por células 

fagocitárias, direcionando-se aos gânglios linfáticos aferentes, onde ocorre a 

proliferação da bactéria. Em fase de bacteremia, atinge a corrente sanguínea e 

migram para os órgãos sexuais, além de causar infecção em todo o organismo, 

como fígado, baço, pulmões, rins e outros linfonodos, multiplicando-se nesses 

órgãos, sendo eliminada à medida de que vai sendo destruída (BIRBERSTEIN et al., 

1964; LIRA, MEGID, 2009; QUINN et al., 2005; WALKER, 2003). Ocorrendo essa 

eliminação, estimula o sistema imunológico do animal a produzir Imunoglobulina G, 

que será identificada na realização do diagnóstico sorológico (GIL-TURNES, 2001). 

A B. ovis invade as células através de receptores de moléculas que contém resíduos 

sulfatados ou ácido siálico, que mantem-se por pouco tempo após a fixação em 

células atacadas (CASTANEDA-ROLDAN et al., 2004). 

Nos carneiros, a B. ovis tem predileção pelas ampolas e vesículas seminais, e 

epidídimo, ocasionando baixa qualidade seminal devido à diminuição de 

espermatozoides viáveis e concentração (PAOLICCHI, et al., 2000; MANTEROLA et 

al., 2003; LIRA, MEGID, 2009). Nas ovelhas, os órgãos de eleição da bactéria são 

os linfonodos ilíacos, útero, glândula mamária e baço. Antes que ocorra evidencia 

dos sinais clínicos, a bactéria permanece latente por muito tempo, como na 
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insfecções causadas por as outras espécies de Brucella (THOEN e ENRIGHT, 

1986). 

A Brucella ovis consegue sobreviver dentro dos macrófagos, favorecendo sua 

persistência nos tecidos. Após sua penetração e colonização nos linfonodos 

regionais, em média de trinta dias, a bactéria produz bacteremia e coloniza o 

sistema reprodutor (BIBERSTEIN et al., 1964; PAOLICCHI, 2001). Na gestação, 

quando as membranas fetais estão em desenvolvimento, a B. ovis atinge o útero 

colonizando o epitélio coriônico, que vão se multiplicar e destruir as células. Em 

seguida, as bactérias vão se espalhar pelo espaço útero-corial e invadir células 

epiteliais, causando necrose do epitélio coriônico, inflamação do mesênquima, 

vasculite difusa e, consequentemente obliteração vascular, isquemia e necrose dos 

cotilédones e cório-alantóide (HARTLEY, 1961).  

2.7 Resposta imune 

Logo após infecção, inicia-se um processo de ativação inespecífica do 

sistema imune que se tornará fundamental para interromper ou não a multiplicação 

do microrganismo (ZHAN et al., 1996). A infecção por B. ovis induz uma resposta 

imune celular e humoral. As células responsáveis por essa resposta são as células B 

e T (TCD4+ e TCD8+), além das citocinas (CORBEL, 1997). A variação da duração 

da resposta imune depende, principalmente, da carga infectante, poder de 

virulência, resposta do hospedeiro, sendo essa última vai depender da idade do 

animal, estado imunitário, sexo, e nas fêmeas do tempo de gestação (GOLDING et 

al., 2001). 

O que desencadeia a resposta imunológica são os glicolipídeos, 

peptideoglicanos e LPS (Lipopolissacarídeos) presentes na parede celular da 

bactéria, que fazem com que o sistema imune do hospedeiro os reconheçam 

(TIZARD, 1996). O LPS da Brucella, quando comparado com outras bactérias gram-

negativas, é menos ativa (COELHO et al., 2014). Por esse motivo, a resposta imune 
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inata causa uma baixa resposta inflamatória, retardando a resposta imune eficiente 

(LAPAQUE; FORQUET; CHASTELLIER, 2006).  

A imunidade adquirida é dividida em três fases: As células TCD4+ e TCD8+ 

produzem Interferon Gama (IFN-y), que por sua vez ativa, nos macrófagos, sua 

função bactericida, impedindo que a B. ovis sobreviva dentro da célula. Em seguida, 

as citocinas produzidas pelos linfócitos TCD8+, provocam destruição dos macrófagos 

infectados. E por último, os isótopos dos anticorpos IgG2 e IgG3, no intuito de 

facilitar a fagocitose, opsonizam os patógenos (GOLDING et al., 2001). 

A resposta imune humoral, consiste na produção de anticorpos. No período 

inicial, entre 3 a 4 semanas, ocorre o aumento de IgM e, passados 7 a 14 dias pós 

infecção, há aumento gradual de IgG e IgA, regridem após o hospedeiro se 

recuperar (YOUNG, 1995). Esses anticorpos produzidos para debelar a infecção são 

relativamente ineficazes para as brucelas, devido sua capacidade de produzir 

adenina e guanina monofosfato, causando a inibição da fusão dos lisossomos com 

os fagolisossomos, permitindo sua multiplicação em ambiente sem a presença de 

anticorpos, no interior de macrófagos (PAULIN e FERREIRA NETO, 2003; TIZARD, 

1996). Assim, a defesa da infecção causada por essa bactéria, vai está ligada a 

resposta imune celular, sendo as células T responsáveis pela imunidade contra 

bactérias intacelulares (GOLDING et al., 2001; WYCKOFF, 2002).  

Os fagócitos mononuclreares são extremamente importantes na defesa 

celular dessa bactéria (BALDWIN et al., 1994). Essa importância ocorre, pois 

quando os fagócitos mononucleares entram em contato com a bactéria, induzem a 

produção de interleucina 1 e 12 (IL-1 e IL-12) e TNF-α (fator de necrose tumoral). A 

IL-12 (bastante induzida pelas brucelas) ativa as células NK (natural killer) e, em 

seguida, a produção de IFN-y (CARON et al, 1994; ZHAN et al., 1995; ZHAN et al. 

1996). As células TCD4+ e TCD8+ são responsáveis pela produção de IFN-y e, 

também, as células T helper são responsáveis por produzirem IL-2 e IL-10, 
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mantendo o aumento de macrófagos, linfócitos B e células TCD8+ (ZAITSEVA et al., 

1995;. TIZARD, 1996).  

Os macrófagos adquirem capacidade de destruição dessa bactéria dez dias 

pós infecção. Após isso, o IFN-y possui responsabilidade na ativação de 

macrófagos, que vai provocar um aumento de volume, aumento nos seus 

movimentos e no metabolismo, causando metabólitos capazes de agir na eliminação 

do micro-organismo. Quando os lisossomos aumentam seu volume, adquirem a 

capacidade de dispor de enzimas hidrolíticas, assim, vão liberar grandes 

quantidades de IL1, que por sua vez, possuem capacidade de ativar linfócito B e 

células T auxiliares. Esses mecanismos acontecem para que a célula aumente sua 

atividade bactericida e destrua a bactéria alojada em seu interior (TIZARD, 1996). 

Existe uma diferença natural na resposta dos macrófagos, entre as bactérias 

do gênero Brucella. A cadeia O da LPS das bactérias lisas está ligada a uma 

resistência de sobrevivência mais eficiente do que as rugosas, que não possuem 

cadeia O, que funciona como indutor de mitose das células do baço, que vão 

multiplicar-se para auxiliar na defesa contra a infecção, fato importante na resposta 

imune celular. O LPS é um forte indutor de produção de IL-10, porém, sozinho não 

consegue ativar TCD4+ a liberar IL-12 (KARIMINIA et al., 2002).  

2.8 Sinais clínicos 

A brucelose ovina causa lesões genitais que acarretam infertilidade dos 

machos ou subfertilidade. O primeiro sinal nos carneiros é uma diminuição 

acentuada da qualidade do sêmen, que pode conter leucócitos e brucelas 

(RADOSTITS et al., 2002; MANAZZA et al., 2006), causando diminuição da 

fertilidade, podendo levar ao descarte de animais de alto valor genético (MANAZZA 

et al., 2006). Ainda, na síndrome aguda pode ser acompanhada por edema e 

inflamação do escroto, além de uma reação sistêmica com febre, depressão e 

aumento da frequência respiratória (RADOSTITS et al., 2002). 



23 

 

 

 

Regredindo a síndrome aguda, decorrido um longo período de latência, vai 

ocorrer lesões no epidídimo e nas túnicas dos testículo, uni ou bilateral. Palpação 

dos dois testículos, ao mesmo tempo, por trás do animal é a melhor maneira de 

realizar o exame, os quais vão apresentar: epidídimo com aumento de volume e 

firme, principalmente na região da cauda; espessamento e enrijecimento das túnicas 

escrotais; geralmente, atrofia do testículo (LIRA & MEGID, 2009; MANTEROLA et 

al., 2003; PAOLICCHI, et al., 2000). 

Nas ovelhas, geralmente são observados poucos sinais clínicos, ocorrendo 

colonização bacteriana das mucosas da vagina e do útero, provocando vaginite e 

endometrite. Ovelhas em início de gestação quando infectadas, na maioria das 

vezes, essa infecção não resulta em abortamento (RADOSTITS et al., 2002). No 

entanto, quando são adquirem a brucelose em período de gestação avançado, a 

infecção vai causar nascimento de borregos fracos ou prematuros, podendo morrer 

logo após o nascimento e, os que sobrevivem tem grande chance de serem 

portadores da brucelose, que irá manifestar sinais clínicos quando esses animais 

atingirem sua puberdade (ESTEIN, 1999; HOMSE et al., 1995; MEDEIROS et al., 

2005; RADOSTITS et al., 2002).  

2.9 Diagnósticos laboratoriais 

O diagnóstico considerado como “Padrão Ouro” é o isolamento e identificação 

da B. ovis. No entanto, tem um custo elevado, sensibilidade limitada, dificuldade 

para realizar o isolamento, comprometendo a sua utilização em programas de 

controle e erradicação da doença. Os métodos mais utilizados nos programas de 

controle e erradicação da B. ovis são os testes sorológicos (FERREIRA et al., 2003).  
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2.9.1 Imunodifusão em Gel de Agarose (IDGA) 

O IDGA é o teste considerado como padrão em vários países, sendo um 

deles o Brasil, para diagnóstico da brucelose ovina. Esse teste apresenta 

sensibilidade e especificidade em torno de 96,4% e 100%, respectivamente, fácil 

execução, custo reduzido e, fácil de ser interpretado (MYERS; SINIUK, 1970). 

Estudos demonstram que o IDGA apresenta sensibilidade semelhante ao teste de 

Fixação de complemento (FC), além de ser de fácil execução (NIELSEN et al., 2004; 

ESTEIN et al., 2002; PRAUD et al., 2012).  Mesmo sendo considerada como uma 

técnica fácil de ser executada e custos baixos, os resultados gerados podem ser 

inconclusivos (COLETO et al., 2003). 

Segundo a OIE (2015), a Imunodifusão em Gel de Agarose, é considerada um 

método confiável para demonstrar ausência de infecção em uma população e para 

demonstrar ausência de infecção em animais individualmente. É recomendado para 

contribuir com as políticas de erradicação. E para confirmar casos clínicos e 

suspeitos além de determinar a prevalência da infecção, é considerado como um 

método correto. 

2.9.2 Ensaio imunoenzimático 

O teste ELISA apresenta alta sensibilidade e especificidade e, 

reprodutibilidade. Devido a essas características acabou se tornando, para um 

número alto de amostras ou até mesmo em pequenas quantidades de soros, o 

método mais escolhido, por mostrar bons resultados. O ELISA pode ser o indireto ou 

direto que vai detectar anticorpo e antígeno, respectivamente, ou sanduíche 

(competição), que detecta antígeno e anticorpo (DANTAS, 2004; JACQUES et al., 

1998). No diagnóstico das bactérias do gênero Brucella pode ser utilizado o ELISA 

indireto ou ELISA de competição (JACQUES et al., 1998). 



25 

 

 

 

Greve et al. (2011) analisaram 90 amostras de soro de ovinos, das quais 45 

dessas eram oriundas de animais que apresentavam sinais clínicos compatíveis com 

a doença e, 45 amostras de animais sem sintomatologia clínica, todas as amostras 

submetidas aos teste do ELISA indireto e IDGA. Foi observado que no IDGA, 54 

amostras apresentaram-se negativas, sendo que 09 dessas eram de animais 

doentes. Já no teste ELISA indireto, foi observado que as 45 amostras dos animais 

doentes mostraram-se positivas e, as outras 45 amostras, negativas, mostrando 

que, nesse estudo, o teste ELISA indireto mostrou-se superior ao IDGA, sendo 

capaz de detectar animais infectados e não infectados. Neste estudo, o teste ELISA 

indireto apresentou sensibilidade de 100% e especificidade de 95,6%. 

Mesmo não havendo uma especificação a nível internacional, vários estudos 

demostram que o teste ELISA indireto é mais sensível que o teste de Fixação de 

Complemento e, o IDGA. Observa-se, em alguns estudos, que o teste ELISA indireto 

mostra-se menos específico que o IDGA, característica que é dependente do 

protocolo utilizado (NIELSEN et al., 2004; ESTEIN et al., 2002; PRAUD et al. 2012). 

Quando utilizado no intuito de demonstrar ausência de infecção em uma 

população, contribuir com as políticas de erradicação, demonstrar ausência de 

infecção em animais individualmente e determinar a prevalência da infecção, 

recomenda-se a utilização do teste ELISA indireto. No que se refere a confirmação 

de casos clínicos ou suspeitos, esse teste é considerado como um método confiável 

(OIE, 2015). 

2.9.3 Técnicas moleculares 

O diagnóstico da B. ovis através da PCR tem como finalidade detectar a 

presença de DNA de uma determinada amostra (BRICKER, 2002). O diagnóstico 

pela PCR pode ser realizado por várias técnicas, como PCR em tempo real, PCR 

combinatório e, PCR multiplex (AMOROSO, 2011; GUPTA et al., 2012; MIRNEJAD 

et al., 2013). Quando comparado com os testes sorológicos, as vantagens do PCR 
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são mais sensíveis e específicos, menos perigoso e, mais rápido (COELHO et al., 

2014). 

Ainda, pode haver falsos negativos, devido a vários fatores, como o número 

de amostras e, ausência de DNA na amostra testada, pois a eliminação da bactéria 

é intermitente; ou interferência ligada a extração de DNA direto da amostra, podendo 

haver contaminação do DNA extraído (COELHO et al., 2014). 

A PCR, segundo a OIE (2015), é considerada como uma técnica confiável 

que pode ser utilizada em algumas situações, como confirmação de casos clínicos 

ou suspeitos. Nos outros requisitos (demonstrar ausência de infecção em uma 

população, contribuição com as políticas de erradicação, para demonstrar ausência 

de infecção em animais individualmente e determinar a prevalência da infecção), é 

classificado como não adequado para este propósito. 

2.10 Vacinas 

Vacinas são utilizadas com a finalidade de induzir a imunidade ativa, 

resultando da administração uma resposta biológica com produção de anticorpos, 

induzindo imunidade contra infecções pelo micro-organismo (ALMEIDA, 2008). 

As vacinas utilizadas na veterinária são muito importantes na saúde e bem-

estar animal, causando melhoras na produção de alimentos e, principalmente, na 

saúde pública. É um método de redução e prevenção de doenças de animais e 

infecções, via alimentos, de zoonoses em seres humanos, considerado de baixo 

custo e fácil aplicação, sendo sua utilização uma forma de segurança para 

sociedade. Sem as vacinas, seria impossível produzir alimentos de origem animal 

suficente para alimentar a população mundial, além disso, as zoonoses teriam uma 

incidencia muito maior (ROTH, 2011). Ainda, as vacinas reduzem a necessidade de 

utilização de antibióticos por evitar a infecção de animais de produção e companhia, 



27 

 

 

 

além de existir preocupações no que se refere a resistência de microrganismos  

devido ao uso desenfreado de antibióticos na medicina veterinária e humana 

(SINGER et al., 2003).  

Existem vários tipos de vacinas, que são classificadas de acordo sua 

constituição e, são divididas das seguintes formas: 

- Vacinas vivas atenuadas: Vacinas desse tipo podem ser vivas atenuadas ou 

virulentas, sendo a última, pouco utilizada. Para obter atenuação de um 

microrganismo são realizados vários procedimentos para que o mesmo perca o 

poder de causar a doença, como a temperatura, manipulação genética, inoculação 

em animais ou em cultivos celulares (FLORES, 2007; BUDDLE et al., 2011). Vacinas 

desse tipo demonstram ser eficiente, induzindo a resposta humoral e celular, e induz 

memória imunológica, fazendo com que as doses de reforço tenham um espaço de 

tempo maior (QUINN et al., 2005), porém, o consumo de alimentos oriundos de 

animais vacinados com esse tipo de vacina, é questionável devido ao fato de possuir 

possibilidade de reversão da capacidade de causar a doença, em animais 

imunossuprimidos, o que não é possível de acontecer quando se utiliza vacinas 

inativadas (BUDDLE et al., 2011; FLORES, 2007). 

- Vacinas autógenas: São vacinas produzidas com material biológico de 

animais portadores da doença, sendo utilizadas quando em uma propriedade que 

ocorre uma enfermidade específica, havendo isolamento e identificação do agente 

causador, inativação do mesmo e utilizado com um adjuvante. Esse tipo de vacina é 

considerada como específica de cada propriedade. Possui a vantagem de permitir o 

tratamento de doenças que comercialmente não possuem vacinas específicas e, 

tratamento de infecções contínuas (BRASIL, 2003; NOLTE et al., 2001).   

- Vacinas de produtos microbianos: Esse tipo de vacina pode ser classificada 

em três subtipos, como vacinas de material de proteínas nativas, de subunidades e, 

de produtos metabólitos modificados ou toxóides. As vacinas de subunidades são 
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produzidas através de fragmentos do patógeno, podendo ser recombinante, 

havendo mutação desse micro-organismo, sendo essa deleção ou inserção de um 

gene capaz de impedir a patogenicidade desse microrganismo (FLORES, 2007). As 

vacinas de produtos metabólitos induzem a produção de anticorpos que vão se ligar 

a esses toxóides que vão impedir a ligação com o receptor das células (SARI, 2010).   

- Vacinas de DNA: São vacinas com um plasmídeo que contém um gene, 

sendo essas, frequentemente utilizadas em seres humanos. Essas vacinas, assim 

como as de subunidades, por serem mais seguras que vacinas vivas, os estudos 

são cada vez maiores, pois não vão causar a doença por não apresentarem 

indutoras de patogenicidade, além de não interferirem em teste de diagnóstico 

alérgico cutâneo (KANO et al., 2007; FOWLER et al., 2011).  

- Vacinas de peptídeos sintéticos: Essa vacina consiste na utilização de 

peptídeos sintetizados, com a finalidade de gerar resposta imune. Esses peptídeos 

sintetizados vão mimetizar os epítopos, para que ocorra a interação dos antígenos 

com as células através da ligação celular-epítopo. Para que essa vacina seja 

eficiente, são necessárias intervenções, como a ligação de peptídeos sintéticos a 

proteínas maiores, devido só haver possibilidade de sintetizar os epítopos lineares e, 

na infecção natural, a maioria dos epítopos não são lineares (QUINN et al., 2005; 

FLORES, 2007). 

- Vacinas inativadas: Esse tipo de vacina é obtida através da inativação de 

vírus ou bactérias através de mecanismos físico ou químicos. Nesta vacina pode 

haver indução de agregação de partículas que vão fazer com que alguns patógenos 

permaneçam vivos no interior do agregado. Promove uma baixa indução de resposta 

imune celular, apresentando maior capacidade de induzir a resposta imune humoral 

e, por isso, faz-se necessário a utilização de doses de reforço frequentes, para 

manutenção da resposta imune (QUINN et al., 2005).  
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O Plano Nacional de Vigilância e Controle da Epididimite Ovina (PNVCEO), 

não prevê o uso de vacina no controle da brucelose ovina (BRASIL, 2004). Como os 

carneiros e as ovelhas estão envolvidos na transmissão da doença, vacinar machos 

e fêmeas, em áreas com alta incidência da doença, é a maneira mais prática e 

econômica de controla-la, a médio prazo. Para controles a longo prazo, devem ser 

consideradas reações cruzadas da vacina com os testes sorológicos (OIE, 2015). 

Ainda não existe vacina específica para B. ovis. Porém, utiliza-se uma vacina 

oriunda de uma cepa de B. melitensis Rev. 1, que demostra gerar imunidade contra 

a B. ovis. Tal vacina é utilizada em dose única de 1 ml contendo 109 Unidade 

Formadoras de Colônias (UFC), podendo ser administrada via subcutânea ou, 25 a 

30 µl via conjuntival em ovinos de três a cinco meses de idade. Quando vacinados 

via conjuntival, apresenta a vantagem de minimizar a intensidade da reação 

sorológica desencadeada pela via subcutânea, diminuindo a interferência em testes 

sorológicos (BLASCO, 1990). Quando inoculado em carneiros jovens ou adultos, 

raramente causa efeitos secundários (MUÑOZ et al., 2008; MARIN et al., 1990). 

Aconselha-se a vacinação de animais jovens e adultos com a vacina de B. 

melitensis Rev. 1, em países com criação extensiva e altos níveis de prevalência da 

brucelose ovina. Já em países livres de B. melitensis que tenha ocorrência da B. 

ovis, deve-se tomar cuidado com a ocorrência de reação cruzada da vacina com os 

testes sorológicos, dando preferência a via conjuntival para minimizar essas reações 

(OIE, 2015). 

2.11 Medidas de controle e prevenção 

O PNSCO não institui o uso de vacina para controle da doença, nem 

tratamento para ovinos positivos no teste sorológico, apenas marcação, isolamento 

e sacrifício dos animais em até 30 dias, desde que sejam mantidos separados dos 

outros animais. Para que a propriedade obtenha certificação, será necessária 

obtenção de três exames negativos consecutivos de todos os carneiros não 
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castrados presente no estabelecimento. Os três exames são realizados com 

intervalo semestral de um para o outro (BRASIL, 2004). 

Uma forma de evitar a infecção, é a frequência com que é realizada a 

higienização as instalações e o manejo dos animais. Porém, o perfil predominante 

de criação de ovinos da região Norte e Nordeste do país, sistema extensivo, dificulta 

realização de medidas de controle, pois os animais vivem soltos e o produtor não 

estabelece nenhuma medida de controle reprodutivo e sanitário (SOUZA et al., 

2007). 

É necessária a implantação de medidas sanitárias para controlar e prevenir a 

infecção por B. ovis, não só em propriedades de criadores de ovinos para 

subsistência, mas também para os produtores de animais de alto valor genético, que 

a infecção por esta enfermidade trará grandes prejuízos (SILVA et al., 2009). 
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3 Objetivos 

3.1 Objetivo geral 

Avaliar frações antígênicas de B. ovis presentes em sobrenadante de cultura, 

inoculadas em ovinos para detectar o perfil de resposta humoral ao longo de 12 

meses. 

 

3.2 Objetivos específicos 

- Inocular o antígeno por via subcutânea com a finalidade de observar a resposta 

humoral em ovinos; 

- Acompanhar a resposta humoral ao longo de 12 meses através do ELISA indireto 

padronizado no Laboratório de Doenças Infecciosas.  
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4 Metodologia 

 

4.1 Local do estudo e Amostras 

O experimento foi desenvolvido em uma propriedade no município de Ribeira 

do Pombal-Bahia (BA), que tem um rebanho de ovinos estimado em 300 animais da 

raça Santa Inês, Dorper, e mestiços de Santa Inês e Dorper. No estudo, foram 

utilizados 85 ovinos desse rebanho, entre seis meses a cinco anos de idade, 

selecionados aleatoriamente, divididos em três grupos. Todos os animais utilizados 

no estudo receberam colar com numeração, para identificação e divisão dos grupos 

e todos passaram pelos mesmos tratamentos e manejos da propriedade, durante o 

período do estudo. O sistema de criação da propriedade é o semi-intensivo, 

utilizando no manejo reprodutivo a monta natural, onde os machos (reprodutores) 

convivem livremente com todos os animais do rebanho.  

 

4.2 Produção do antígeno para inoculação 

O protocolo de produção deste antígeno de B. ovis foi baseado no protocolo 

realizado segundo Zerbinati et al. (2007) e modificado para cepa de B. ovis. Utilizou-

se uma linhagem de B. ovis do Laboratório de Doenças Infecciosas da União 

Metropolitana de Educação e Cultura (UNIME), Lauro de Freitas-Bahia. O cultivo da 

cepa em caldo Brucella foi utilizado para causar expansão em 200ml de caldo 

Brucella, colocado em estufa a 37ºC, durante 15 a 30 dias. Após esse período, o 

cultivo foi analisado quanto à sua pureza, aliquotado no fluxo laminar em tubos de 

ensaio de 10ml e centrifugado durante 30 minutos, a 4000 rpm. O sobrenadante foi 

filtrado e o líquido sobrenadante, que constitui o antígeno, foi recolhido e congelado 

em freezer à temperatura de -20ºC. 
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4.3 Inoculação e coletas 

O antígeno de B. ovis foi diluído em um coletor estéril, utilizando 500µl do 

antígeno de B. ovis e 35ml de glicerina líquida, homogeneizado e armazenado em 

temperatura de 8°C. 

No “Dia Zero” (02 de outubro de 2014), a equipe de trabalho se direcionou a 

propriedade em Ribeira do Pombal-BA. Antes da inoculação do antígeno, coletou-se 

sangue dos 85 ovinos que participaram do estudo, realizando-se a punção da veia 

jugular, com agulha hipodérmica descartável de diâmetro 40x12mm e tubos sem 

anticoagulante, para armazenar o sangue coletado (Figura 01), mantendo-os à 

temperatura ambiente por 10 minutos para retração do coágulo (Figura 02). Após a 

retração do coágulo, as amostras foram mantidas sob refrigeração a 8°C. Em 

seguida, iniciou-se a inoculação do antígeno diluído em glicerina líquida, utilizando-

se seringas descartáveis e agulha com diâmetro de 30X08mm, na região do flanco 

do animal por via subcutânea, seguindo as seguintes doses: 

Grupo 01: Foi inoculado uma dose de 0,5ml do antígeno de B. ovis em 31 animais. 

Grupo 02: Foi inoculado 0,25ml do antígeno de B. ovis (metade da dose que foi 

utilizada no Grupo 01) em 31 animais.  

Grupo 03: Foi o grupo controle, ou seja, não foi inoculado o antígeno de B. ovis. 

Neste grupo, foi inoculado, 0,5ml de solução fisiológica em 23 animais. 
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A utilização de três grupos foi necessária para avaliar se há diferença na 

quantidade de anticorpos produzidos entre o Grupo 01 e o Grupo 02, que foram 

inoculados com diferentes doses. O Grupo 03 foi o controle, ou seja, os animais 

passaram pelo mesmo processo dos animais dos outros dois grupos, só que ao 

invés de inocular o antígeno, foi inoculado apenas solução fisiológica. Durante todo 

Figura 01. Antissepsia seguida da coleta de sangue 

através da punção da veia jugular, utilizando agulha 

hipodérmica descartável 40x12mm e tubo sem 

anticoagulante. 

Figura 02. Tubos com sangue coletado mantidos 

em temperatura ambiente para retração do 

coágulo. 
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o período de manejo dos animais e inoculação do antígeno de B. ovis, o antígeno foi 

mantido sob refrigeração em caixa isotérmica com gelo reciclável. 

Após a inoculação, seguiu-se com as coletas, que foram realizadas as 24 

horas e então aos 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270, 300, 330, e 360 dias, 

totalizando 13 coletas, contando com o “Dia Zero”.  

Para realização das coletas foram utilizadas as estruturas da propriedade, e 

os animais eram contidos na “seringa” do tronco, que é utilizada para manejo 

sanitário dos animais (vacinação e vermifugação) (Figura 03).  

 

 

 

 

 

 

 

 

Em todas as coletas, após retração do coágulo, as amostras foram 

acondicionadas em caixa isotérmica com gelo reciclável e encaminhadas para o 

Laboratório de Doenças Infecciosas (LDI) do Hospital Universitário de Medicina 

Veterinária (HUMV) da Universidade Federal do Recôncavo da Bahia (UFRB). 

Chegando ao LDI, as amostras foram retiradas da caixa de isopor e deixadas 

na bancada até atingirem a temperatura ambiente de laboratório, para evitar 

hemólise. Após isso, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos, 

para obtenção do soro. Em seguida, as amostras foram retiradas da centrífuga e os 

Figura 03. Realização das coletas utilizando as instalações da propriedade. 
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soros foram aliquotados em microtubos devidamente identificados com o número de 

cada animal e, levados para congelamento a -20°C para posteriores análises. 

 

4.4 Ensaio Imunoenzimático indireto (ELISAi) com antígeno comercial 

O teste ELISA indireto utilizado foi padronizado e modificado por Pimentel-

Silva (2015) que utilizou o antígeno de B. ovis composto por proteínas e 

lipopolissacarídeos solúveis, extraídos da bactéria, amostra Reo 198, produzido pelo 

Instituto de Tecnologia do Paraná (TECPAR), partida 001/14 e data de fabricação 

JUL/14, e Partida 002/15 e data de fabricação SET/15. Utilizou-se placas de 

poliestireno com 96 poços que foram sensibilizadas com o antígeno comercial, na 

diluição de 1:800 em tampão carbonato-bicarbonato pH 9,6. Após a diluição do 

antígeno, as placas foram sensibilizadas adicionando-se 100µl, do antígeno diluído, 

em cada poço da placa, colocando-a em câmara úmida e incubada “Over night”, 16 

a 18 horas, entre a 4 e 8°C. Passado esse período, os poços foram lavados por 

duas vezes com solução de tampão fosfato (PBS, do inglês Phosphate Buffer 

Solution) acrescida com Tween-20 (detergente), obtendo o  PBS-T. Posteriormente, 

foram adicionados aos poços 200µl de uma solução de PBS-T com leite desnatado a 

5%, para fazer o bloqueio de sítios livres reativos e a placa foi inoculada novamente 

em câmara úmida, durante duas horas à 37°C. Em seguida, a placa foi lavada uma 

vez com PBS-T. Adicionou-se aos poços 50µl dos soros testes dos animais diluídos 

em solução de PBS-T e leite desnatado a 1% na diluição de 1:100 e a placa foi, 

novamente, incubada por uma hora a 37°C. Passado esse período, os poços foram 

lavados cinco vezes com PBS-T e foi adicionado em cada poço, 50µl do conjugado 

anti-IgG ovina produzida em coelho, marcado com peroxidase, diluído em PBS-T na 

proporção de 1:10.000 e,  levou-se a placa novamente para incubação por uma 

hora, a 37°C. Após esse período, a placa foi lavada cinco vezes, adicionando-se 

50µl da solução reveladora composta por 4mg de OPD (ortophenylene-diamine) 

diluído em 10ml de tampão citrato de pH 5,1 e 30µl de água oxigenada (H2O2), 

protegendo a placa em caixa escura, fora do contato direto com a luz, por 15 

minutos. Passado esse tempo, a reação foi interrompida, adicionando-se 25µl de 
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Ácido Sulfúrico (H2SO4) e, levado a leitura em leitora de ELISA com filtro de 490 nm 

de comprimento de luz. 
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5 Resultados 

O grupo controle (grupo 03), apresentou  densidade óptica (D.O.) baixa 

(quando comparada com a D.O. dos grupos com produção de anticorpos) em todo o 

período do experimento, demonstrando que os animais não apresentavam resposta 

imune contra Brucella ovis (Figura 04). Alguns animais do grupo controle 

apresentram D.O. acima da encontrada no início do experimento, podendo ser 

considerados esses resultados como falsos positivos.  No entanto, os grupos 

tratados (grupos 01 e 02) apresentaram D.O. baixa no início do estudo e, ao longo 

do tempo, demonstraram resposta imune contra ao antígeno de Brucella ovis 

inoculado.  

No grupo 01, que foi utilizado 0,5ml do antígeno, após 24 horas da inoculação 

quatro animais já apresentaram resposta imunológica contra o antígeno inoculado, 

podendo ser um resultado falso positivo. Aos 60 dias, houve aumento na D.O., que  

foi decaindo  ao longo de 120 dias.  Em seguida, no dia 150 foi observado que a 

resposta imunlógica aumentou e decaiu aos 210 dias e, logo em seguida, houve um 

discreto aumento na produção de anticorpos nos 270 dias após a inoculação. Após 

esse período, não houve respota imune relevante e a cinética de anticorpos foi 

capaz de demonstrar que os animais foram responsivos ao antígeno de B. ovis 

inoculado (Figura 05). 

No grupo 02, os animais receberam a dose de 0,25ml do antígeno e, 

observou-se que a resposta imune se iniciou a partir de 24 horas após a inoculação, 

decaindo bruscamente após 90 dias, tendo o decaimento total em 120 dias. Após 

esse período, foi observada uma discreta produção de anticorpos que manteve-se 

dos 120 aos 210 dias, tendo apenas um leve aumento nos 180 dias, decaindo nos 

240 dias. Nos 270 dias, observou-se um pequeno aumento na produção de 

anticorpos, que logo decaiu ao 300 dias. Após esse período, não foi observada 

produção de anticorpos relevantes (Figura 06).  
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Figura 04. Resposta imune humoral de ovinos utilizados como controle, o qual receberam uma dose de 0,5ml de solução fisiológica, não havendo 

resposta imunológica. 
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Figura 05. Demonstração ao longo de 360 dias, da resposta imune humoral de ovinos inoculados com 0,5ml de um antígenos de Brucella ovis diluído em 

glicerina líquida. 
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Figura 06- Resposta imune humoral de ovinos inoculados com 0,25ml de um antígenos de Brucella ovis diluído em glicerina líquida. 
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Observando a resposta dos animais do grupo 01 que recebeu 0,5ml do 

antígeno diluído em glicerina líquida e, o grupo 02 que recebeu 0,25ml do mesmo 

antígeno e adjuvante, é possível dizer que o grupo 01 demonstrou uma resposta 

imune melhor do que o grupo 02, ambos os grupos apresentaram resposta imune a 

partir da 24 horas, porém, no grupo 02 essa resposta decaiu acentuadamente aos 

90 dias, sofrendo decaimento global nos 120 dias, diferente do grupo 01 que teve 

decaimento gradual ao longo de 120 dias. Ainda, quando o grupo 01 apresentou 

uma resposta imune considerável dos 150 aos 210 dias, o grupo 02 apresentou, 

nesse mesmo período, apenas uma discreta produção de anticorpos, tendo um 

pequeno pico nos 180 dias, que no grupo 01 esse pico foi mais relevante. 
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6 Discussão 

Martins et al. (2012) avaliaram a resposta do complexo antigênico salino 

extraído de uma cepa de B. ovis encapsulados em nanopartículas e, inoculado por 

via conjuntival em camundongos, observaram que os animais, ao serem desafiados 

com a bactéria, demonstraram proteção, significativamente mais elevada do que a 

observada para a vacina comercial de B. melitensis Rev. 1, que é utilizada nos 

rebanhos, o que pode ser observado no presente trabalho, que frações antigênicas 

de Brucella ovis  inoculadas via subcutânea em ovinos, demonstrou ser eficiente na 

estimulação de produção de anticorpos contra essa enfermidade.  

Poeta et al. (2003), avaliando a resposta imune de ovinos com a vacinação 

via conjuntival com a estirpe Rev.1 de B. melitensis, demonstraram que a vacina 

estimulou o sistema imunológico, apesar de o presente estudo ter utilizado frações 

antigênicas de B. ovis, diferente da vacina utilizada pelos autores, que foi vacina viva 

atenuada, também observa-se nesse estudo que o antígeno avaliado foi capaz de 

gerar resposta imunológica. Além disso, os autores relatam que quando testados em 

provas sorológicas, há reação cruzada com anticorpos vacinais, o que pode ser 

diminuído caso a vacina seja inoculada por via conjuntival, que terá uma resposta 

imunológica menos severa, sendo possível observar a necessidade de 

desenvolvimento de uma vacina para a B. ovis que demonstre proteção aos animais 

e não interfira nos testes sorológicos. 

Comparando-se com a vacina B19®, que é uma vacina viva atenuada 

utilizada em bovinos fêmeas de idade entre 3 e 8 meses, que induz uma resposta 

imune, havendo um decréscimo rápido dos anticorpos, que após 12 meses atinge 

títulos inferiores a 25UI (BRASIL, 2006), mesmo não sendo uma vacina viva 

atenuada, foi possível observar resultados semelhantes na resposta dos ovinos 

inoculados com o antígeno de B. ovis, que houve indução da produção de 

anticorpos, que sofreu decaimento ao longo do tempo, tendo baixas quantidades 

após 12 meses da inoculação. 

As variações nas respostas imunológicas observadas no presente estudo 

podem estar ligadas com a idade e sexo dos animais, tendo em vista que foram 
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utilizados animais de ambos os sexos com idades variando entre seis meses a cinco 

anos e, as fêmeas apresentavam-se com gestações em diferentes períodos. Golding 

et al. (2001) afirmam que a resposta imune do hospedeiro vai depender da idade do 

animal, estado imunitário e sexo, uma vez que nas fêmeas o tempo de gestação 

pode influenciar. 
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7 Conclusão 

Sendo assim, foi possível observar que o antígenos de B. ovis inoculado em 

ovinos mostrou-se capaz de gerar resposta imunitária nos animais, demonstrando o 

caráter inovador desse estudo. 

Como houve a limitação de desafiar os animais, sugere-se a realização de 

novos estudos que demonstrem a utilização do antígeno de B. ovis como vacina, 

avaliando-se a capacidade de prevenção da brucelose ovina comprovando através 

do desafio dos animais. 
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