UNIVERSIDADE FEDERAL DO RECONCAVO DA BAHIA

CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS, AMBIENTAIS E BIOLOGICAS

LOURIVAL SOUZA SILVA JUNIOR

AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE HUMORAL DE OVINOS
INOCULADOS COM UM ANTIGENO DE BRUCELLA OVIS

CRUZ DAS ALMAS - BAHIA

JANEIRO - 2016



LOURIVAL SOUZA SILVA JUNIOR

AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE HUMORAL DE OVINOS
INOCULADOS COM UM ANTIGENO DE BRUCELLA OVIS

Trabalho de concluséo de curso apresentado
ao Curso de Graduacdo de Medicina
Veterinaria da Universidade Federal do
Recdncavo da Bahia como requisito parcial
para obtencdo do titulo de Bacharel em

Medicina Veterinaria.

Orientador: Prof. Dr. Robson Bahia Cerqueira

CRUZ DAS ALMAS - BAHIA

JANEIRO - 2016



FICHA CATALOGRAFICA




UNIVERSIDADE FEDERAL DO RECONCAVO DA BAHIA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS, AMBIENTAIS E BIOLOGICAS
COLEGIADO DE MEDICINA VETERINARIA
CCA106 - TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

COMISSAO EXAMINADORA DE TRABALHO DE CONCLUSAO DE CURSO

LOURIVAL SOUZA SILVA JUNIOR

AVALIAGAO DA RESPOSTA IMUNE HUMORAL DE OVINOS INOCULADOS COM UM
ANTIGENO DE BRUCELLA OVIS

Dr.'Thiago Sambaic
Universidade Federal do Recdncavo da Bahia

Cruz das Almas, 04 de janeiro de 2015,



Dedicatoéria

Aos meus pais, Lourival Souza e Sonia Dias, a
minhas irmas Larissa Souza e Lorena Souza e,
a minha namorada Bianca Pimentel, pelo apoio

e amor incondicional.



Agradecimentos

A Deus por minha vida, por seu amor infinito, e por me abencoar e me dar forcas

para realizar meu trabalho e vencer os obstaculos.

A toda minha familia, pelo apoio, demonstra¢cfes de carinho e oracdes, em especial
aos meus pais Lourival e Sénia, minhas irmas Larissa e Lorena, minha avdé Maria
José, meus cunhados Rafa, Tarciso e Carol, meus sogros Valdomiro e Rosenilda e

minha namorada Bianca, amo muito todos vocés.

Ao meu orientador professor Robson Bahia Cerqueira que me acolheu durante

esses anos, abrindo portas, me deu confianga e me passou muito conhecimento.

Ao grupo de pesquisa em infectologia e saude veterinaria, por todos os

ensinamentos, companheirismo e amizades verdadeiras.

Aos professores que me ajudaram, incentivaram, aconselharam e passaram todo o

conhecimento.

Aos funcionérios / amigos, Sr. Hélio, Roque, Ana Paula, Tibério e Carmo, pela ajuda

e amizade.

Aos amigos verdadeiros, companheiros e colegas da Universidade que participaram

de forma direta e indireta da minha formagao.

Aos demais amigos que, de alguma forma me ajudaram nesse periodo aqui em Cruz

das Almas.

Muito obrigado!



“Se vocé encontrar um caminho sem
obstaculos, ele provavelmente nao leva

a lugar nenhum.”

Frank Clark



Sumario

RESUMO ...ttt ettt et e bt e s bt e s he e sat e s ate e beesbeesheesaeesabesabesabeebeenbeenaeas 10
AB ST R A CT ettt et b e bt e s bt e sh e e sat e et e et e e e be e sheesheesatesabesbe e beebeesaeas 11
L INTFOTUGAD .ottt sttt et b e bbbt s et e e eaeeae b 12
2 REVISE0 A [ITEIATUIB....ccuiieieieiieieee ettt s 14
2.1 AGENTE ELIOIOTICO ..ottt 14
2.2 Caracteristicas MorfolOQICaS .....cocvivieiiieeeeceee e e 15
2.3 ASPECIOS ANTIGENICOS ...ttt sttt st e s teera e besae e 15
2.4 = oY To [=T0 01T 0] Lo T o - VU USROS 16
25 TIANSIMISSAD ..ttt b et bbb st enene 18
2.6 PALOGENIA.....ceiciicteeie ettt ettt b e et e e re et e sbeeaeebeereenrenns 19
2.7 RESPOSTIA IMUNE ...ttt st et s b e e a e s besbeebesbeesbebesrnensenns 20
2.8 SINAIS CHINMICOS .ttt ettt 22
2.9 DiagnOStiCOS |aDOratOri@aiS. ...ccvciiiiriieieieieeeeeeee st 23
2.9.1 Imunodifus@o em Gel de AQaroSe (IDGA)......cceiiiecereieeeseeeese et 24
2.9.2 ENSaio iMUNOENZIMALICO ...ooveviiirieicieiietciesee sttt ettt 24
2.9.3 TECNICAS MOIECUIAIES......c.eiiiiiirieicee ettt 25
2,10 VACINAS ..ottt ettt a et 26
2.11 Medidas de coNntrole € PreVENGAD .......ccceeeevieeeeierieeeee sttt se e re e enas 29
G T o] = 1 7 o P 31
G 700 R @ o] 1= (A0 T o =1 - P 31

3.2 ODjJetivVoS €SPECITICOS c.uiiiieieieieeseee ettt ens 31



Y 1= (o To Lo [o Yo L= SRS 32

4.1 Local dO eStUO € AMOSTIIAS ...eeiviiriirierieieieieeeese sttt ene e 32
4.2 Producdo do antigeno para inOCUlACAO ........ccccvveecierieeeericeeee e 32
4.3 INOCUIACAOD € COIBLAS ...oviceieiecteeeceeeee ettt st e bbb e st e e e e steereenee e 33
4.4 Ensaio Imunoenzimético indireto (ELISAiI) com antigeno comercial....................... 36
L = =T U1 = To Lo 1= OO ST SR SRS 38
L ] o] U ES 7 T L OO SR SRS 43
A @10 ] 1] 115> Lo TR 45

R (=T =1 A Lo = LT PP RROPPPPRRRRRRRO 46



10

Resumo

A Brucelose ovina € uma enfermidade de carater cronico, infectocontagiosa, cujo
agente etiolégico é a bactéria da espécie Brucella ovis. Tem como sintomatologia
epididimite, orquite e é responsavel por abortos em fémeas, além de ocasionar
nascimento de animais fracos e morte perinatal. Essa doenca causa grandes
prejuizos ao sistema de producdo, pois interfere na eficiéncia reprodutiva. Para
reduzir a ocorréncia de brucelose ovina, é necessario que o diagnostico seja
precoce. Para isso, faz-se importante a realizacdo de testes soroldgicos, que sao
utilizados no programa de controle e erradicacdo da doenga, como 0 ensaio
imunoenzimatico ELISA indireto. Ainda ndo existe nenhuma vacina especifica para
ser utilizada na prevencdo da B. ovis. Logo, objetivou-se realizar avaliacdo da
resposta imune humoral de ovinos inoculados com um antigeno de B. ovis, visando
a sua possivel utilizacdo como vacina. O experimento foi desenvolvido em uma
propriedade situada no municipio de Ribeira do Pombal-BA. Foram utilizados 85
ovinos divididos em trés grupos (Grupo 01, Grupo 02 e Grupo 03). No dia zero
(antes da inoculacédo do antigeno nos animais), realizou-se a coleta de sangue para
a sorologia e confirmacéo de que todos estavam nao reagentes para a enfermidade.
Em seguida, realizou-se a inoculacdo dos animais com o antigeno diluido em
Glicerina liquida, dividindo da seguinte maneira: o Grupo 01 foi inoculado com 0,5ml
da diluicdo; o Grupo 02, com metade da dose, ou seja, 0,25ml; e o Grupo 03, (grupo
controle), foi inoculado com 0,5ml de solucéo fisiolégica. As coletas de sangue foram
realizadas a cada 30 dias, no periodo de um ano e com avaliacdo da resposta
humoral utilizando-se o teste ELISA indireto, através da Densidade Optica (D.O.).
Nos resultados encontrados, os animais do grupo controle apresentaram D.O. baixa
no inicio do estudo e, assim se mantiveram durante todo o periodo. Ja 0S grupos
tratados (grupos 01 e 02) apresentaram D.O. baixa no inicio do experimento, porém,
apo0s 24 horas da inoculacdo ja apresentavam resposta imunoldgica contra o
antigeno inoculado. Os dois grupos tratados demonstraram producéo de anticorpos,
porém, o grupo 01 mostrou producao de anticorpos mais eficiente que o grupo 02. O
antigeno de B. ovis demonstrou estimular uma resposta humoral nos animais
inoculados ao longo do tempo, sendo possivel sua utilizagdo como vacina contra a
infec¢do 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 Introducéo

O Brasil tem um rebanho de ovinos estimado em 17,291 milhdes de cabecas.
Quanto a participacdo regional, 56,5% dos animais se encontram na Regido
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%), Ceard (11,9%) e Pernambuco (10,6%). Na regido Nordeste, a principal
finalidade da criacdo € a producédo de carne e pele, enquanto na Regido Sul, é a
producdo de l&. Comparando-se os dados de 2012 e 2013, a regido Nordeste teve
um crescimento em seu rebanho ovino de 4,8% e, nos ultimos anos, a criacdo de
caprinos e de ovinos vem sendo estimulada na regido Nordeste por diversos
segmentos da cadeia produtiva, tendo como vantagem a adaptacdo desses animais
a regido, demonstrando ser uma caracteristicas da criacdo (area necesséria e
investimentos menores que em outras criacdes), além do avanco tecnoldgico
alcancado e do mercado de carne, leite e pele, tornam essa atividade atraente aos
produtores da regido (BRASIL, 2013).

A brucelose ovina, conhecida também como Epididimite Ovina, € uma
enfermidades que acomete ovinos, causada pela bactéria Brucella ovis que provoca
uma doenca de carater infectocontagioso, caracterizada por epididimite nos machos,
abortos ocasionais nas fémeas, mortalidade perinatal de cordeiros e diminuicdo na
eficiéncia reprodutiva dos rebanhos, provocando elevadas perdas econdmicas
(NOZAKI et al., 2004; MAGALHAES NETO; GIL-TURNES, 1996; SILVA et al., 2003;
ISHIZUKA; LEITE; DINIZ, 2007; CARDOSO et al., 1989).

Foi incialmente diagnosticada no inicio da década de 50 na Nova Zelandia e
Austréalia, espalhando-se em seguida pela Tchecoslovaquia, Canada, Africa do Sul,
Estados Unidos, Uruguai, Roménia, Bulgaria, Hungria, RUssia e Brasil. Ja 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 doenca de
distribuicdo geografica cosmopolita (BUDDLE, 1956; RAMOS et al., 1966;
PESSEGUEIRO; BARATA; CORREIA, 2003; ISHIZUCA; LEITE; DINIZ, 2007).
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A principal forma de transmissdo é a venérea passiva, onde machos sadios
se infectam cobrindo ovelhas previamente cobertas por carneiros infectados.
Também pode ocorrer a transmissao de carneiro para carneiros, quando os machos
dominantes saltam sobre os dominados, ou através da lambedura do prepucio. As
fémeas podem eliminar o agente pelas descargas vaginais ou pelo leite, mas,
demonstram relativa resisténcia a infeccdo (NOGUEIRA; FERRARI; CURCI, 2007;
RAMOS et al., 1966).

Pode-se caracterizar a brucelose nas suas formas de evolugdo aguda e
focalizada. A aguda caracteriza-se pela triade sintoméatica de febre, sudacéo profusa
e dor. Ja na forma localizada distinguem-se por longa evolucdo marcada por
frequentes recidivas. Na fémea, a principal consequéncia da brucelose ovina é
aborto ou nascimento de cordeiros fracos (PESSEGUEIRO; BARATA; CORREIA,
2003; SANTOS; POESTER; LAGE, 2005). Nao é observada, como regra, a
ocorréncia de hiperemia no animal infectado por B. ovis, & possivel que ocorra,
talvez, elevacdo da temperatura local causada pela inflamacdo em nivel de
epididimo (CARDOSO et al., 1989).

A vacinacao é recomendada para o controle da doenca, sendo as vacinas o
método mais econdmico de controle de disseminacdo de doencas. A vacina viva de
B. melitensis Rev. 1 tem sido referida como a melhor vacina disponivel até o
momento (MARTINS et al., 2012; NOGUEIRA et al., 2006; SILVA et al., 2009). No
Brasil, ainda ndo existe vacina contra B. ovis, necessitando-se estudar antigenos
gue 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 antigeno de B. ovis visando sua utilizagdo como vacina,
auxiliando no controle dessa enfermidade e, consequentemente, diminuir as perdas

causadas por esse micro-organismo.
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2 Revisao de literatura

2.1 Agente etioldgico

Bactérias do género Brucella pertencem a classe Proteobacteria, s&o
pequenos cocobacilos Gram-negativos, intracelulares facultativos, ndo capsulados,
imoveis, aerébios, possuindo metabolismo do tipo respiratério (BATISTA et al.,
2011; GOMES, 2013; NOGUEIRA et al.,, 2006; PESSEGUEIRO et al. 2003).
Possuem sistema citocromo, e como aceptor final de elétrons, oxigénio ou nitrato e,
sendo assim, nitrato redutase é produzida. No cultivo primario, algumas amostras
precisam de anaerobiose para crescer. Quando cultivadas em agar dextrose ou um
meio sem suplementacdo de sangue, as colbnias apresentam-se transparentes,
elevadas, convexas com bordos inteiros, lisas e de superficie brilhante (GOMES,
2013). Acomete ruminantes, suinos, caninos e diversas espécies de vida selvagem
(BLASCO & MOLINA- FLORES, 2011). As principais espécies que compde esse
género sao: B. abortus, B. suis, B. melitensis, B. ovis, B. canis, B. neotomae e B.
maris, sendo as trés primeiras consideradas zoonéticas (PESSEGUEIRO et al.,
2003; BLASCO, 2006).

A B. ovis é uma espécie rugosa e estavel que morfologicamente se
caracteriza como pequenos cocos bacilos, de aproximadamente 0,5-0,7 por 0,6 - 1,5
um, geralmente solitarios, podendo raramente formar cadeias curtas. E cultivada em
ambiente de 10% de anaerobiose para isolamento primario. A brucelose ovina causa
doenca genital caracterizada por epididimite em carneiros e placentite, abortos e
infertilidade nas ovelhas causando reducéo na fertilidade do rebanho (LOPEZ et al.,
2006; BLASCO, 1990).
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2.2 Caracteristicas morfologicas

B. ovis e B. canis sdo espécies conhecidas como rugosas (OIE, 2015).
Caracteristica diretamente relacionada com a composicdo quimica da parede
celular, que € envolvida por uma estrutura lipopolissacaridica, apresentando em sua
porcdo mais externa uma cadeia polissacaridica chamada de cadeia O. Brucelas

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

O crescimento dessa espécie ocorre em meios base (Trypticase Soy Agar,
Agar Sangue e Agar 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 necessario ter uma atmosfera modificada
no cultivo primario, cerca de 10 % a 20 % de anaerobiose na temperatura de 34°C a
37°C, porém, pode ser isolada cepa independente da anaerobiose. A visualizacao
da colénias torna-se possivel decorridos trés a cinco dias de incubacdao,
visualizando-se pequenas colonias, circulares com borda regular, de aparéncia

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

Com relacdo a morfologia, propriedades de coloracdo e caracteristicas

culturais, a Brucella ovis € semelhante as outras espécies do género Brucella,

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

2.3 Aspectos antigénicos

As bactérias do género Brucella sdo compostas por membrana citoplasmatica
interna, espago periplasmatico e membrana externa constituida de lipossacarideos
(LPS), que é o antigeno de superficie de maior importancia das bactérias gram-
negativas, além de outras proteinas principais. A superficie das bactérias desse
género, varia de acordo sua fase, podendo ser classifica-la como lisa ou rugosa. As

bactérias denominadas como lisas, possui na sua constituicdo lipopolissacarideos
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(LPS-S) que contém lipideos A ou M, oligossacarideo central e, mais exposta, uma
cadeia polissacaridica chamada de cadeia O (MORIYON, 1988). Ja as rugosas, sua
camada de LPS (LPS-R) é praticamente semelhante ao das lisas, porém, ndo possui
cadeia O (BLASCO, 1990). Desta forma, a cadeia O ndo recobre os antigenos da
superficie da membrana da B. ovis, fazendo com que figuem expostos. O antigeno
29-kDa tem em sua composicdo duas OMPs, a Omp25 e a Omp31 (VISCAINO et
al., 2001). Desses dois antigenos, o0 que esta diretamente ligado aos processos pelo
qual a bactéria passa para causar infeccdo e manter-se nas células do hospedeiro é
a Omp25 (MARTIN-MARTIN et al., 2008; CARO-HERNANDEZ et al., 2007).

2.4 Epidemiologia

A B. ovis tem distribuicdo universal e sua ocorréncia varia de acordo com
diferentes fatores como regido (sistema de producdo), raca, idade e sexo dos
animais (BURGESS, 1982). Tem sido relatada em paises americanos e europeus e,
também na Australia, Nova Zelandia e Africa do Sul, mas provavelmente ocorre na
maioria dos paises de criacdo de ovelhas (OIE, 2015). Naturalmente infecta os
ovinos, sendo os machos mais susceptiveis que as fémeas. Os carneiros infectados
sdo as principais fontes de disseminacdo do patdgeno nos rebanhos, que
apresentando ou nao lesdes, podem transmitir a enfermidade para outros animais do
mesmo sexo, através de um hébito comum da espécie, que é saltar em outros
animais, predispondo a penetracdo da bactéria via retal, apesar de a via oral ser a
mais comum de transmissdo de um macho para o outro, através da lambedura do
preplcio (BULGIN e ANDERSON, 1983; BULGIN, 1990; NAREZ et al., 1999;
QUISPE et al., 2002; TAMAYO et al., 1989). Carneiros persistentemente infectados
eliminam a bactéria no sémen por um longo periodo, variando entre 2 a 4 anos
(CFSPH, 2007).

Silva et al. (2009) relatam a ocorréncia de B. ovis no estado da Bahia de
3,27%, analisando amostras de soros de 183 ovinos, afirmando que ndo houve

diferenca 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 semiarido da Bahia, das quais apenas 0,72% delas mostraram
presenca de anticorpos contra B. ovis, supondo que essa queda no numero de
animais reagentes seja devido ao tipo de criacdo (extensiva) e animais rusticos,

adaptados a esse sistema de criagao.

A infeccao por B. ovis pode ocorrer em animais jovens, sendo os machos que
tenham atingido a maturidade sexual sdo mais susceptiveis (BURGESS, 1982;
WALKER et al., 1986), porém, Bulgin (1990) relata a infeccdo de cordeiros que
nunca foram utilizados na reproducao e que nédo tiveram contato com carneiros que

tenham sido utilizados como reprodutores.

Em fémeas portadoras da enfermidade, podem excretar a bactéria através de
descargas vaginais, colostro e, consequentemente, transmissao através da lactacdo
(LIRA, MEGID, 2009; BAIGUN et al., 2000). Por esses motivos, as fémeas também
sdo relevantes na epidemiologia da infec¢do, tendo que ser levado em conta em
programas de erradicacdo da epididimite ovina (BLASCO, 2011; GRILLO et al.,
1999). Um fato importante para epidemiologia € a aglomeracédo de animais, sendo
propriedades com rebanho acima de 1000 ovinos apresentam um ndmero maior de
animais infectados (TAMAYO et al., 1989).

Bactérias do género Brucella sobrevivem em solo umido, agua, leite e urina
até quatro meses, resiste, ao congelamento e descongelamento. Porém, nao
resistem a desinfetantes comuns, como glutaraldeido, alcool a 70%, hipoclorito,
isopropanol, compostos fendlicos, formaldeidos, iodoforos e xileno. Esses produtos,
tem baixa eficiéncia na presenca de matéria organica e baixa temperatura (Walker,
2003).
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2.5 Transmissao

A transmissdo da Brucella ovis se d& por as vias oral, conjuntival, prepucial,
vaginal e retal, sendo a mais comum a transmisséo venérea. Entretanto, as ovelhas
infectadas excretam a bactéria através de descarga vaginal, podendo também
elimina-la através do leite, causando infec¢cdo de cordeiros (LIRA, MEGID, 2009;
BAIGUN et al., 2000).

A transmissédo pode ocorrer, principalmente, devido a monta natural, quando
uma ovelha, em estro, é coberta por um carneiro infectado e, nesse mesmo periodo,
um carneiro susceptivel copula com essa fémea. Assim, a fémea torna-se fonte de
infecgao passiva para a transmissao da B. ovis (PAOLICCHI et al., 1991; BROWN et
al., 1973). Ovelhas portadoras de brucelose representam um risco para 0s machos
no periodo de monta, podendo haver eliminacdo de B. ovis nas secre¢fes vaginais
(MARCO et al.,, 1994). Apoés infectar os carneiros, a B. ovis pode colonizar por
longos periodos as glandulas sexuais acessoOrias sem causar a epididimite, tendo a
ocorréncia desses animais infectados sem apresentar lesdes, no entanto
disseminando o microrganismo através do sémen (BAIGUN et al., 2000; WALKER,
2003).

A infeccdo de um macho para o outro pode ocorrer, através de um hébito
comum da espécie de saltar em outros animais predispondo a penetracdo da
bactéria via retal, porém, a via oral demonstra-se ser a mais comum dessa forma de
transmissdo, através da lambedura do prepucio (BULGIN e ANDERSON, 1983;
BULGIN, 1990; NAREZ et al., 1999; QUISPE et al., 2002; TAMAYO et al., 1989).

Ainda, pode haver transmissdo para animais que nao tenham atingido a
maturidade sexual, ou seja, animais “virgens”, através do contato com urina de
animais infectados, quando estabulados. Por essa forma de infec¢do, a bactéria vai
penetrar no animal através de ferida ou escoria¢cdes, mucosas oral e nasal e,
conjuntiva (BROWN et al., 1973; ALTON et al., 1988; BULGIN, 1990).
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Outra forma de transmisséo da brucelose € a por ingestdo da bactéria através
de alimentos contaminados, ndo sendo levado com muita importancia para B. ovis
quando comparado as outras espécies de Brucella. Porém, Gil Turnes (1998) diz
ser possivel encontrar a B. ovis de secrecdes uterinas de ovelhas até dez dias apos
0 aborto, sendo questionada a infec¢ao por ingestdo de dgua e pasto contaminados
com urina, sémen e restos de parto oriundos de animais infectados (RIDLER et al.,
2002).

2.6 Patogenia

A B. ovis, como as outras espécies do género, penetra no organismo através
das membranas das mucosas ou leses na pele (BULGIN et al., 1990; GRILLO et
al., 1999; PAOLICCHI, et al., 2000). Em seguida, a B. ovis é englobada por células
fagocitarias, direcionando-se aos ganglios linfaticos aferentes, onde ocorre a
proliferacdo da bactéria. Em fase de bacteremia, atinge a corrente sanguinea e
migram para os 6rgdos sexuais, além de causar infeccdo em todo o organismo,
como figado, baco, pulmdes, rins e outros linfonodos, multiplicando-se nesses
orgdos, sendo eliminada a medida de que vai sendo destruida (BIRBERSTEIN et al.,
1964; LIRA, MEGID, 2009; QUINN et al., 2005; WALKER, 2003). Ocorrendo essa
eliminacao, estimula o sistema imunoldgico do animal a produzir Imunoglobulina G,
qgue sera identificada na realizacdo do diagndstico sorolégico (GIL-TURNES, 2001).
A B. ovis invade as células através de receptores de moléculas que contém residuos
sulfatados ou &acido sialico, que mantem-se por pouco tempo apés a fixacdo em
células atacadas (CASTANEDA-ROLDAN et al., 2004).

Nos carneiros, a B. ovis tem predilecao pelas ampolas e vesiculas seminais, e
epididimo, ocasionando baixa qualidade seminal devido a diminuicdo de
espermatozoides viaveis e concentracao (PAOLICCHI, et al., 2000; MANTEROLA et
al., 2003; LIRA, MEGID, 2009). Nas ovelhas, os 6rgaos de eleicdo da bactéria séo
os linfonodos iliacos, utero, glandula mamaria e baco. Antes que ocorra evidencia

dos sinais clinicos, a bactéria permanece latente por muito tempo, como na
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insfeccbes causadas por as outras espécies de Brucella (THOEN e ENRIGHT,
1986).

A Brucella ovis consegue sobreviver dentro dos macrofagos, favorecendo sua
persisténcia nos tecidos. Apd6s sua penetracdo e colonizacdo nos linfonodos
regionais, em meédia de trinta dias, a bactéria produz bacteremia e coloniza o
sistema reprodutor (BIBERSTEIN et al.,, 1964; PAOLICCHI, 2001). Na gestacéao,
quando as membranas fetais estdo em desenvolvimento, a B. ovis atinge o Gtero
colonizando o epitélio coribnico, que vao se multiplicar e destruir as células. Em
seguida, as bactérias vao se espalhar pelo espaco Utero-corial e invadir células
epiteliais, causando necrose do epitélio coribnico, inflamacdo do mesénquima,
vasculite difusa e, consequentemente obliteracdo vascular, isquemia e necrose dos
cotilédones e corio-alantdide (HARTLEY, 1961).

2.7 Respostaimune

Logo apds infeccdo, inicia-se um processo de ativacdo inespecifica do
sistema imune que se tornara fundamental para interromper ou ndao a multiplicacao
do microrganismo (ZHAN et al., 1996). A infec¢do por B. ovis induz uma resposta
imune celular e humoral. As células responsaveis por essa resposta sao as células B
e T (TCD4+ e TCD8+), além das citocinas (CORBEL, 1997). A variacdo da duracdo
da resposta imune depende, principalmente, da carga infectante, poder de
viruléncia, resposta do hospedeiro, sendo essa ultima vai depender da idade do
animal, estado imunitério, sexo, e nas fémeas do tempo de gestacdo (GOLDING et
al., 2001).

O que desencadeia a resposta imunologica sé&o os glicolipideos,
peptideoglicanos e LPS (Lipopolissacarideos) presentes na parede celular da
bactéria, que fazem com que o sistema imune do hospedeiro os reconhecam
(TIZARD, 1996). O LPS da Brucella, quando comparado com outras bactérias gram-
negativas, € menos ativa (COELHO et al., 2014). Por esse motivo, a resposta imune
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inata causa uma baixa resposta inflamatoria, retardando a resposta imune eficiente
(LAPAQUE; FORQUET; CHASTELLIER, 2006).

A imunidade adquirida € dividida em trés fases: As células TCD4+ e TCD8+
produzem Interferon Gama (IFN-y), que por sua vez ativa, nos macrofagos, sua
funcdo bactericida, impedindo que a B. ovis sobreviva dentro da célula. Em seguida,
as citocinas produzidas pelos linfécitos TCD8*, provocam destruicdo dos macréfagos
infectados. E por ultimo, os isétopos dos anticorpos IgG2 e IgG3, no intuito de

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

A resposta imune humoral, consiste na producdo de anticorpos. No periodo
inicial, entre 3 a 4 semanas, ocorre 0 aumento de IgM e, passados 7 a 14 dias pés
infeccdo, hd aumento gradual de IgG e IgA, regridem apos o hospedeiro se
recuperar (YOUNG, 1995). Esses anticorpos produzidos para debelar a infec¢cdo séao
relativamente ineficazes para as brucelas, devido sua capacidade de produzir
adenina e guanina monofosfato, causando a inibicdo da fusdo dos lisossomos com
os fagolisossomos, permitindo sua multiplicacdo em ambiente sem a presenca de
anticorpos, no interior de macréfagos (PAULIN e FERREIRA NETO, 2003; TIZARD,
1996). Assim, a defesa da infeccdo causada por essa bactéria, vai esta ligada a
resposta imune celular, sendo as células T responsaveis pela imunidade contra
bactérias intacelulares (GOLDING et al., 2001; WYCKOFF, 2002).

Os fagocitos mononuclreares sdo extremamente importantes na defesa
celular dessa bactéria (BALDWIN et al., 1994). Essa importancia ocorre, pois
guando os fagocitos mononucleares entram em contato com a bactéria, induzem a
producéo de interleucina 1 e 12 (IL-1 e IL-12) e TNF-a (fator de necrose tumoral). A
IL-12 (bastante induzida pelas brucelas) ativa as células NK (natural killer) e, em
seguida, a producéo de IFN-y (CARON et al, 1994; ZHAN et al., 1995; ZHAN et al.
1996). As células TCD4+ e TCD8+ séo responsaveis pela producdo de IFN-y e,

também, as células T helper sédo responséaveis por produzirem IL-2 e IL-10,
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mantendo o aumento de macrofagos, linfocitos B e células TCD8* (ZAITSEVA et al.,
1995;. TIZARD, 1996).

Os macroéfagos adquirem capacidade de destruicdo dessa bactéria dez dias
pés infeccdo. ApoOs isso, 0 IFN-y possui responsabilidade na ativacdo de
macréfagos, que vai provocar um aumento de volume, aumento nos Seus
movimentos e no metabolismo, causando metabdlitos capazes de agir na eliminacao
do micro-organismo. Quando os lisossomos aumentam seu volume, adquirem a
capacidade de dispor de enzimas hidroliticas, assim, vao liberar grandes
quantidades de IL1, que por sua vez, possuem capacidade de ativar linfécito 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 diferenca natural na resposta dos macrofagos, entre as bactérias
do género Brucella. A cadeia O da LPS das bactérias lisas esta ligada a uma
resisténcia de sobrevivéncia mais eficiente do que as rugosas, que ndao possuem
cadeia O, que funciona como indutor de mitose das células do baco, que véo
multiplicar-se para auxiliar na defesa contra a infeccéo, fato importante na resposta
imune celular. O LPS é um forte indutor de producéo de IL-10, porém, sozinho nédo
consegue ativar TCD4* a liberar IL-12 (KARIMINIA et al., 2002).

2.8 Sinais clinicos

A brucelose ovina causa lesdes genitais que acarretam infertilidade dos
machos ou subfertiidade. O primeiro sinal nos carneiros € uma diminuicao
acentuada da qualidade do sémen, que pode conter leucécitos e brucelas
(RADOSTITS et al.,, 2002; MANAZZA et al.,, 2006), causando diminuicdo da
fertilidade, podendo levar ao descarte de animais de alto valor genético (MANAZZA
et al., 2006). Ainda, na sindrome aguda pode ser acompanhada por edema e
inflamacdo do escroto, além de uma reacgdo sistémica com febre, depressdo e
aumento da frequéncia respiratoria (RADOSTITS et al., 2002).
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Regredindo a sindrome aguda, decorrido um longo periodo de laténcia, vai
ocorrer lesdes no epididimo e nas tunicas dos testiculo, uni ou bilateral. Palpacéo
dos dois testiculos, ao mesmo tempo, por trds do animal € a melhor maneira de
realizar o exame, 0s quais vao apresentar: epididimo com aumento de volume e
firme, principalmente na regido da cauda; espessamento e enrijecimento das tunicas
escrotais; geralmente, atrofia do testiculo (LIRA & MEGID, 2009; MANTEROLA et
al., 2003; PAOLICCHlI, et al., 2000).

Nas ovelhas, geralmente sdo observados poucos sinais clinicos, ocorrendo
colonizagcdo bacteriana das mucosas da vagina e do Utero, provocando vaginite e
endometrite. Ovelhas em inicio de gestacdo quando infectadas, na maioria das
vezes, essa infeccdo ndo resulta em abortamento (RADOSTITS et al., 2002). No
entanto, quando sdo adquirem a brucelose em periodo de gestacdo avancado, a
infeccdo vai causar nascimento de borregos fracos ou prematuros, podendo morrer
logo ap6s o nascimento e, 0os que sobrevivem tem grande chance de serem
portadores da brucelose, que ira manifestar sinais clinicos quando esses animais
atingirem sua puberdade (ESTEIN, 1999; HOMSE et al., 1995; MEDEIROS et al.,
2005; RADOSTITS et al., 2002).

2.9 Diagnésticos laboratoriais

O diagnostico considerado como “Padrdo Ouro” € o isolamento e identificacéo
da B. ovis. No entanto, tem um custo elevado, sensibilidade limitada, dificuldade
para realizar o isolamento, comprometendo a sua utilizagdo em programas de
controle e erradicacdo da doenca. Os métodos mais utilizados nos programas de

controle e erradicacdo da B. ovis séo os testes sorologicos (FERREIRA et al., 2003).
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2.9.1 Imunodifusdo em Gel de Agarose (IDGA)

O IDGA é o teste considerado como padrdao em varios paises, sendo um
deles o Brasil, para diagnostico da brucelose ovina. Esse teste apresenta
sensibilidade e especificidade em torno de 96,4% e 100%, respectivamente, facil
execucao, custo reduzido e, facil de ser interpretado (MYERS; SINIUK, 1970).
Estudos demonstram que o IDGA apresenta sensibilidade semelhante ao teste de
Fixacdo de complemento (FC), além de ser de facil execucédo (NIELSEN et al., 2004;
ESTEIN et al., 2002; PRAUD et al., 2012). Mesmo sendo considerada como uma
técnica facil de ser executada e custos baixos, os resultados gerados podem ser
inconclusivos (COLETO et al., 2003).

Segundo a OIE (2015), a Imunodifusédo em Gel de Agarose, é considerada um
método confiavel para demonstrar auséncia de infeccdo em uma populacao e para
demonstrar auséncia de infeccdo em animais individualmente. E recomendado para
contribuir com as politicas de erradicacdo. E para confirmar casos clinicos e
suspeitos além de determinar a prevaléncia da infeccédo, é considerado como um

método correto.

2.9.2 Ensaio imunoenziméatico

O teste ELISA apresenta alta sensibilidade e especificidade e,
reprodutibilidade. Devido a essas caracteristicas acabou se tornando, para um
namero alto de amostras ou até mesmo em pequenas quantidades de soros, o
meétodo mais escolhido, por mostrar bons resultados. O ELISA pode ser o indireto ou
direto que vai detectar anticorpo e antigeno, respectivamente, ou sanduiche
(competicdo), que detecta antigeno e anticorpo (DANTAS, 2004; JACQUES et al.,
1998). No diagnéstico das bactérias do género Brucella pode ser utilizado o ELISA
indireto ou ELISA de competicdo (JACQUES et al., 1998).
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Greve et al. (2011) analisaram 90 amostras de soro de ovinos, das quais 45
dessas eram oriundas de animais que apresentavam sinais clinicos compativeis com
a doenca e, 45 amostras de animais sem sintomatologia clinica, 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. Ja 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 nao infectados. Neste estudo, o teste ELISA

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

Mesmo ndo havendo uma especificacdo a nivel internacional, varios estudos
demostram que o teste ELISA indireto € mais sensivel que o teste de Fixacdo de
Complemento e, o IDGA. Observa-se, em alguns estudos, que o teste ELISA indireto
mostra-se menos especifico que o IDGA, caracteristica que € dependente do
protocolo utilizado (NIELSEN et al., 2004; ESTEIN et al., 2002; PRAUD et al. 2012).

Quando utilizado no intuito de demonstrar auséncia de infeccdo em uma
populacdo, contribuir com as politicas de erradicacdo, demonstrar auséncia de
infeccdo em animais individualmente e determinar a prevaléncia da infeccao,
recomenda-se a utilizacdo do teste ELISA indireto. No que se refere a confirmacao
de casos clinicos ou suspeitos, esse teste é considerado como um meétodo confiavel
(OIE, 2015).

2.9.3 Técnicas moleculares

O diagnostico da B. ovis através da PCR tem como finalidade detectar a
presenca de DNA de uma determinada amostra (BRICKER, 2002). O diagndéstico
pela PCR pode ser realizado por varias técnicas, como PCR em tempo real, PCR
combinatério e, PCR multiplex (AMOROSO, 2011; GUPTA et al., 2012; MIRNEJAD
et al., 2013). Quando comparado com os testes sorolégicos, as vantagens do PCR
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sd0 mais sensiveis e especificos, menos perigoso e, mais rapido (COELHO et al.,
2014).

Ainda, pode haver falsos negativos, devido a varios fatores, como o numero
de amostras e, auséncia de DNA na amostra testada, pois a elimina¢do da bactéria
é intermitente; ou interferéncia ligada a extracdo de DNA direto da amostra, podendo
haver contaminacdo do DNA extraido (COELHO et al., 2014).

A PCR, segundo a OIE (2015), é considerada como uma técnica confiavel
que pode ser utilizada em algumas situacdes, como confirmacdo de casos clinicos
ou suspeitos. Nos outros requisitos (demonstrar auséncia de infeccdo em uma
populacao, contribuicdo com as politicas de erradicacdo, para demonstrar auséncia
de infeccdo em animais individualmente e determinar a prevaléncia da infeccdo),

classificado como ndo adequado para este proposito.

2.10 Vacinas

Vacinas séo utilizadas com a finalidade de induzir a imunidade ativa,
resultando da administracdo uma resposta biolégica com producédo de anticorpos,

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

As vacinas utilizadas na veterinaria sdo muito importantes na saude e bem-
estar animal, causando melhoras na produgédo de alimentos e, principalmente, na
salde publica. E um método de reducido e prevencdo de doencas de animais e
infecgbes, via alimentos, de zoonoses em seres humanos, considerado de baixo
custo e facil aplicagdo, sendo sua utilizagdo uma forma de segurangca para
sociedade. Sem as vacinas, seria impossivel produzir alimentos de origem animal
suficente para alimentar a populagdo mundial, além disso, as zoonoses teriam uma
incidencia muito maior (ROTH, 2011). Ainda, as vacinas reduzem a necessidade de

utilizacao de antibidticos por evitar a infeccdo de animais de producédo e companhia,
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além de existir preocupacdes no que se refere a resisténcia de microrganismos
devido ao uso desenfreado de antibioticos na medicina veterinaria e humana
(SINGER et al., 2003).

Existem vérios tipos de vacinas, que sdo classificadas de acordo sua
constituicdo e, sdo divididas das seguintes formas:

- Vacinas vivas atenuadas: Vacinas desse tipo podem ser vivas atenuadas ou
virulentas, sendo a Ultima, pouco utilizada. Para obter atenuacdo de um
microrganismo sao realizados varios procedimentos para que 0 mesmo perca o
poder de causar a doencga, como a temperatura, manipulacdo genética, inoculacao
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
mem©éria imunolégica, fazendo com que as doses de reforco tenham um espaco de
tempo maior (QUINN et al., 2005), porém, o consumo de alimentos oriundos de
animais vacinados com esse tipo de vacina, é questionavel devido ao fato de possuir
possibilidade de reversdo da capacidade de causar a doenca, em animais
imunossuprimidos, 0 que ndo € possivel de acontecer quando se utiliza vacinas
inativadas (BUDDLE et al., 2011; FLORES, 2007).

- Vacinas autogenas: S&o vacinas produzidas com material biol6gico de
animais portadores da doencga, sendo utilizadas quando em uma propriedade que
ocorre uma enfermidade especifica, havendo isolamento e identificacdo do agente
causador, inativacdo do mesmo e utilizado com um adjuvante. Esse tipo de vacina é
considerada como especifica de cada propriedade. Possui a vantagem de permitir o
tratamento de doencas que comercialmente ndo possuem vacinas especificas e,
tratamento de infec¢des continuas (BRASIL, 2003; NOLTE et al., 2001).

- Vacinas de produtos microbianos: Esse tipo de vacina pode ser classificada
em trés subtipos, como vacinas de material de proteinas nativas, de subunidades e,

de produtos metabdlitos modificados ou toxdides. As vacinas de subunidades sdo
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produzidas através de fragmentos do patdgeno, podendo ser recombinante,
havendo mutacdo desse micro-organismo, sendo essa delecdo ou inser¢cdo de um
gene capaz de impedir a patogenicidade desse microrganismo (FLORES, 2007). As
vacinas de produtos metabdlitos induzem a produc¢éo de anticorpos que vao se ligar
a esses toxoides que vao impedir a ligacdo com o receptor das células (SARI, 2010).

- Vacinas de DNA: Sédo vacinas com um plasmideo 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
sdo cada vez maiores, pois ndo vao causar a doenca por nao apresentarem
indutoras de patogenicidade, além de nao interferirem em teste de diagndstico
alérgico cutaneo (KANO et al., 2007; FOWLER et al., 2011).

- Vacinas de peptideos sintéticos: Essa vacina consiste na utilizagdo de
peptideos sintetizados, com a finalidade de gerar resposta imune. Esses peptideos
sintetizados vdo mimetizar 0s epitopos, para que ocorra a interacdo dos antigenos
com as células através da ligacdo celular-epitopo. Para que essa vacina seja
eficiente, sdo necessérias intervencdes, como a ligacdo de peptideos sintéticos a
proteinas maiores, devido sé haver possibilidade de sintetizar os epitopos lineares e,
na infeccdo natural, a maioria dos epitopos ndo sao lineares (QUINN et al., 2005;
FLORES, 2007).

- Vacinas inativadas: Esse tipo de vacina € obtida através da inativacao de
virus ou bactérias através de mecanismos fisico ou quimicos. Nesta vacina pode
haver indugdo de agregacao de particulas que vao fazer com que alguns patégenos
permanegam Vivos no interior do agregado. Promove uma baixa inducao de resposta
imune celular, apresentando maior capacidade de induzir a resposta imune humoral
e, por isso, faz-se necessario a utilizacdo de doses de reforco frequentes, para

manutenc¢ao da resposta imune (QUINN et al., 2005).
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O Plano Nacional de Vigilancia e Controle da Epididimite Ovina (PNVCEO),
nao prevé o uso de vacina no controle da brucelose ovina (BRASIL, 2004). Como 0s
carneiros e as ovelhas estdo envolvidos na transmissédo da doenca, vacinar machos
e fémeas, em areas com alta incidéncia da doenca, € a maneira mais prética e
econdmica de controla-la, a médio prazo. Para controles a longo prazo, devem ser

consideradas reacdes cruzadas da vacina com os testes sorologicos (OIE, 2015).

Ainda néo existe vacina especifica 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 Unica de 1 ml contendo 10° Unidade
Formadoras de Colbnias (UFC), podendo ser administrada via subcutanea ou, 25 a
30 ul via conjuntival em ovinos de trés a cinco meses de idade. Quando vacinados
via conjuntival, apresenta a vantagem de minimizar a intensidade da reacgdo
sorologica desencadeada pela via subcutanea, diminuindo a interferéncia em testes
sorologicos (BLASCO, 1990). Quando inoculado em carneiros jovens ou adultos,
raramente causa efeitos secundarios (MUNOZ et al., 2008; MARIN et al., 1990).
Aconselha-se a vacinacdo de animais jovens e adultos com a vacina de B.
melitensis Rev. 1, em paises com criacdo extensiva e altos niveis de prevaléncia da
brucelose ovina. J& em paises livres de B. melitensis que tenha ocorréncia da B.
ovis, deve-se tomar cuidado com a ocorréncia de reacdo cruzada da vacina com 0s
testes soroldgicos, dando preferéncia a via conjuntival para minimizar essas reacdes
(OIE, 2015).

2.11 Medidas de controle e prevencgéo

O PNSCO néo institui o uso de vacina para controle da doenca, nem
tratamento para ovinos positivos no teste sorologico, apenas marcacgao, isolamento
e sacrificio dos animais em até 30 dias, desde que sejam mantidos separados dos
outros animais. Para que a propriedade obtenha certificacdo, sera necessaria

obtencdo de trés exames negativos consecutivos de todos o0s carneiros nao
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castrados presente no estabelecimento. Os trés exames sdo realizados com

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

Uma forma de evitar a infeccdo, € a frequéncia com que é realizada a
higienizacdo as instalagcbes e 0 manejo dos animais. Porém, o perfil predominante
de criacdo de ovinos da regido Norte e Nordeste do pais, sistema extensivo, dificulta
realizacdo de medidas de controle, pois 0s animais vivem soltos e o produtor ndo
estabelece nenhuma medida de controle reprodutivo e sanitario (SOUZA et al.,
2007).

E necessaria a implantacdo de medidas sanitarias para controlar e prevenir a
infeccdo por B. ovis, ndo s6 em propriedades de criadores de ovinos para
subsisténcia, mas também para os produtores de animais de alto valor genético, que

a infeccao por esta enfermidade trara grandes prejuizos (SILVA et al., 2009).
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3 Objetivos
3.1 Objetivo geral

Avaliar fragbes antigénicas 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 especificos

- Inocular o antigeno por via subcutanea 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 Laboratério de Doencas Infecciosas.
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4 Metodologia

4.1 Local do estudo e Amostras

O experimento foi desenvolvido em uma propriedade no municipio de Ribeira
do Pombal-Bahia (BA), que tem um rebanho de ovinos estimado em 300 animais da
raca Santa Inés, Dorper, e mesticos de Santa Inés e Dorper. No estudo, foram
utilizados 85 ovinos desse rebanho, entre seis meses a cinco anos de idade,
selecionados aleatoriamente, divididos em trés grupos. Todos os animais utilizados
no estudo receberam colar com numeracéo, para identificacéo e divisédo dos grupos
e todos passaram pelos mesmos tratamentos e manejos da propriedade, durante o
periodo do estudo. O sistema de criacdo 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 Producéo do antigeno para inoculacao

O protocolo de producéo deste antigeno 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 Laboratério de Doencas Infecciosas da Unido
Metropolitana de Educacédo e Cultura (UNIME), Lauro de Freitas-Bahia. O cultivo da
cepa em caldo Brucella foi utilizado para causar expansdo em 200ml de caldo
Brucella, colocado em estufa a 37°C, durante 15 a 30 dias. Apds esse periodo, 0
cultivo foi analisado quanto a 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 liquido sobrenadante, que constitui 0 antigeno, foi recolhido e congelado
em freezer a temperatura de -20°C.
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4.3 Inoculacao e coletas

O antigeno de B. ovis foi diluido em um coletor estéril, utilizando 500pl do
antigeno de B. ovis e 35ml de glicerina liquida, 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 inocula¢do do antigeno, coletou-se
sangue dos 85 ovinos que participaram do estudo, realizando-se a puncao da veia
jugular, com agulha hipodérmica descartavel de diametro 40x12mm e tubos sem
anticoagulante, para armazenar o sangue coletado (Figura 01), mantendo-os a
temperatura ambiente por 10 minutos para retracdo do coagulo (Figura 02). Apés a
retracdo do coagulo, as amostras foram mantidas sob refrigeracdo a 8°C. Em
seguida, iniciou-se a inoculacdo do antigeno diluido em glicerina liquida, utilizando-
se seringas descartaveis e agulha com diametro de 30X08mm, na regido do flanco

do animal por via subcutanea, seguindo as seguintes doses:
Grupo 01: Foi inoculado uma dose de 0,5ml do antigeno de B. ovis em 31 animais.

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

utilizada no Grupo 01) em 31 animais.

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

Neste grupo, foi inoculado, 0,5ml de solucao fisiolégica em 23 animais.
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Figura 01. Antissepsia seguida da coleta de sangue
através da puncdo da veia jugular, utilizando agulha
hipodérmica descartavel 40x12mm e tubo sem
anticoagulante.

gy

&Gt Gz &3
Figura 02. Tubos com sangue coletado mantidos
em temperatura ambiente para retracdo do
coagulo.

A utilizagdo de trés grupos foi necessaria para avaliar se ha diferenca na
guantidade 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, 0s animais
passaram pelo mesmo processo dos animais dos outros dois grupos, s6 que ao

invés de inocular o antigeno, foi inoculado apenas solucéo fisiologica. Durante todo
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o periodo de manejo dos animais e inoculacéo do antigeno de B. ovis, o antigeno foi

mantido sob refrigeracdo em caixa isotérmica com gelo reciclavel.

Apés a inoculacdo, seguiu-se com as coletas, que foram realizadas as 24
horas e entdo aos 60, 90, 120, 150, 180, 210, 240, 270, 300, 330, e 360 dias,
totalizando 13 coletas, contando com o “Dia Zero”.

Para realizacdo das coletas foram utilizadas as estruturas da propriedade, e
0s animais eram contidos na “seringa” do tronco, que é utilizada para manejo

sanitario dos animais (vacinacao e vermifugacao) (Figura 03).

Figura 03. Realizacéo das coletas utilizando as instalag6es da propriedade.

Em todas as coletas, apoOs retracdo do coagulo, as amostras foram
acondicionadas em caixa isotérmica com gelo reciclavel e encaminhadas para o
Laboratorio de Doencgas Infecciosas (LDI) do Hospital Universitario de Medicina
Veterinaria (HUMV) da Universidade Federal do Recéncavo da Bahia (UFRB).

Chegando ao LDI, as amostras foram retiradas da caixa de isopor e deixadas
na bancada até atingirem a temperatura ambiente de laboratério, para evitar
hemdlise. Apds isso, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm por 10 minutos,

para obtencao do soro. Em seguida, as amostras foram retiradas da centrifuga e os
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soros foram aliquotados em microtubos devidamente identificados com o numero de

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

4.4 Ensaio Imunoenzimatico indireto (ELISAi) com antigeno comercial

O teste ELISA indireto utilizado foi padronizado e modificado por Pimentel-
Silva (2015) que utilizou o antigeno de B. ovis composto por proteinas e
lipopolissacarideos sollveis, extraidos da bactéria, amostra Reo 198, produzido pelo
Instituto de Tecnologia do Parand (TECPAR), partida 001/14 e data de fabricacéo
JUL/14, e Partida 002/15 e data de fabricacdo SET/15. Utilizou-se placas de
poliestireno com 96 pocos que foram sensibilizadas com o antigeno comercial, na
diluicdo de 1:800 em tampéao carbonato-bicarbonato pH 9,6. Apds a diluicdo do
antigeno, as placas foram sensibilizadas adicionando-se 100pl, do antigeno diluido,
em cada poco da placa, colocando-a em camara Umida e incubada “Over night”, 16
a 18 horas, entre a 4 e 8°C. Passado esse periodo, os poc¢os foram lavados por
duas vezes com solucdo de tampdo fosfato (PBS, do inglés Phosphate Buffer
Solution) acrescida com Tween-20 (detergente), obtendo o PBS-T. Posteriormente,
foram adicionados aos poc¢os 200ul de uma solucéo de PBS-T com leite desnatado a
5%, para fazer o bloqueio de sitios livres reativos e a placa foi inoculada novamente
em camara Umida, durante duas horas a 37°C. Em seguida, a placa foi lavada uma
vez com PBS-T. Adicionou-se aos pocos 50ul dos soros testes dos animais diluidos
em solucédo de PBS-T e leite desnatado a 1% na diluicdo de 1:100 e a placa foi,
novamente, incubada por uma hora a 37°C. Passado esse periodo, os pocos foram
lavados cinco vezes com PBS-T e foi adicionado em cada poco, 50ul do conjugado
anti-lgG ovina produzida em coelho, marcado com peroxidase, diluido em PBS-T na
proporcado de 1:10.000 e, levou-se a placa novamente para incubacdo por uma
hora, a 37°C. Ap6s esse periodo, a placa foi lavada cinco vezes, adicionando-se
50ul da solucdo reveladora composta por 4mg de OPD (ortophenylene-diamine)
diluido em 10ml de tampéo citrato de pH 5,1 e 30ul de agua oxigenada (H202),
protegendo a placa em caixa escura, fora do contato direto com a luz, por 15

minutos. Passado esse tempo, a reacdo foi interrompida, adicionando-se 25ul de
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Acido Sulfarico (H2S0a4) 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 oOptica (D.O.) baixa
(quando comparada com a D.O. dos grupos com producéo de anticorpos) em todo o
periodo do experimento, demonstrando que 0s animais ndo apresentavam resposta
imune contra Brucella ovis (Figura 04). Alguns animais do grupo controle
apresentram D.O. acima da encontrada no inicio do experimento, podendo ser
considerados esses resultados como falsos positivos. No entanto, 0s grupos
tratados (grupos 01 e 02) apresentaram D.O. baixa no inicio do estudo e, ao longo
do tempo, demonstraram resposta imune contra ao antigeno de Brucella ovis

inoculado.

No grupo 01, que foi utilizado 0,5ml do antigeno, apds 24 horas da inoculagéo
quatro animais ja apresentaram resposta imunolégica contra o antigeno 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 imunlégica aumentou e decaiu aos 210 dias e, logo em seguida, houve um
discreto aumento na producdo de anticorpos nos 270 dias ap0s a inoculacao. Apés
esse periodo, ndo houve respota imune relevante e a cinética de anticorpos foi
capaz de demonstrar que os animais foram responsivos ao antigeno de B. ovis

inoculado (Figura 05).

No grupo 02, os animais receberam a dose de 0,25ml do antigeno e,
observou-se que a resposta imune se iniciou a partir de 24 horas apos a inoculacao,
decaindo bruscamente apds 90 dias, tendo o decaimento total em 120 dias. ApGs
esse periodo, foi observada uma discreta producdo 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 producdo de
anticorpos, que logo decaiu ao 300 dias. Apds esse periodo, ndo foi observada

producéo 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 solucao fisiolégica, ndo havendo
resposta imunoldgica.
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Grupo 01
Inoculado 0,5 ml do antigeno de B. ovis
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Figura 05. Demonstracéo ao longo de 360 dias, da resposta imune humoral de ovinos inoculados com 0,5ml de um antigenos de Brucella ovis diluido em

glicerina liquida.
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Densidade Optica (D.0.)
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Figura 06- Resposta imune humoral de ovinos inoculados com 0,25ml de um antigenos de Brucella ovis diluido em glicerina liquida.



42

Observando a resposta dos animais do grupo 01 que recebeu 0,5ml do
antigeno diluido em glicerina liquida e, o grupo 02 que recebeu 0,25ml do mesmo
antigeno e adjuvante, € possivel 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 consideravel dos 150 aos 210 dias, o grupo 02 apresentou,
nesse mesmo periodo, apenas uma discreta producdo de anticorpos, tendo um

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

Martins et al. (2012) avaliaram a resposta do complexo antigénico salino
extraido de uma cepa de B. ovis encapsulados em nanoparticulas e, inoculado por
via conjuntival em camundongos, observaram que os animais, ao serem desafiados
com a bactéria, demonstraram protecéo, 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 fracées antigénicas
de Brucella ovis inoculadas via subcutanea em ovinos, demonstrou ser eficiente na

estimulacao de producéo de anticorpos contra essa enfermidade.

Poeta et al. (2003), avaliando a resposta imune de ovinos com a vacinagao
via conjuntival com a estirpe Rev.1 de B. melitensis, demonstraram que a vacina
estimulou o sistema imunolégico, apesar de o presente estudo ter utilizado fracbes
antigénicas de B. ovis, diferente da vacina utilizada pelos autores, que foi vacina viva
atenuada, também observa-se nesse estudo que o antigeno avaliado foi capaz de
gerar resposta imunolégica. Além disso, os autores relatam que quando testados em
provas sorolégicas, ha reacdo cruzada com anticorpos vacinais, o que pode ser
diminuido caso a vacina seja inoculada por via conjuntival, que tera uma resposta
imunolégica menos severa, sendo possivel observar a necessidade de
desenvolvimento de uma vacina para a B. ovis que demonstre prote¢do aos animais

e ndo interfira nos testes sorologicos.

Comparando-se com a vacina B19® que é uma vacina viva atenuada
utilizada em bovinos fémeas de idade entre 3 e 8 meses, que induz uma resposta
imune, havendo um decréscimo rapido dos anticorpos, que apos 12 meses atinge
titulos inferiores a 25Ul (BRASIL, 2006), mesmo nao sendo uma vacina viva
atenuada, foi possivel observar resultados semelhantes na resposta dos ovinos
inoculados com o antigeno de B. ovis, que houve inducdo da producdo de
anticorpos, que sofreu decaimento ao longo do tempo, tendo baixas quantidades

apos 12 meses da inoculacao.

As variacfes nas respostas imunolégicas 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 fémeas apresentavam-se com gestacdes em diferentes periodos. Golding
et al. (2001) afirmam que a resposta imune do hospedeiro vai depender da idade do
animal, estado imunitario e sexo, uma vez que nas fémeas o tempo de gestacao

pode influenciar.



45

7 Concluséo

Sendo assim, foi possivel observar que o antigenos de B. ovis inoculado em
ovinos mostrou-se capaz de gerar resposta imunitaria nos animais, demonstrando o

carater inovador desse estudo.

Como houve a limitacdo de desafiar os animais, sugere-se a realizacao de
novos estudos que demonstrem a utilizacdo do antigeno de B. ovis como vacina,
avaliando-se a capacidade de prevencdo da brucelose ovina comprovando atraves

do desafio dos animais.



46

Referéncias

ALMEIDA, M. C. de. Brucelose bovina vacinas e imunidade. Campo Grande-MS,
2008. Disponivel em:
<http://qualittas.com.br/uploads/documentos/Brucelose%20Bovina%?20Vascinas%20
-%20Michelle%20Carmo%20de%20AImeida.PDF>. Acesso em: 11/10/2015.

ALTON, G.G.; JONES, L.M.; ANGUS, R.D.; VERGER, J.M. Techniques for the
brucellosis laboratory. Paris: INRA, p. 190, 1988.

ALTON, G.G.; JONES, L.M.; PIETZ, D.E. Las tecnicas de laboratorio en la
brucellosis. World Health Organ. Monogr. Ser., v.55, p.156-160, 1976.

AMOROSO, M.G., SALZANO, C., CIOFFI, B., NAPOLETANO, M., GAROFALO, F.,
GUARINO, A., FUSCO, G. Validation of a Real-time PCR assay for fast and sensitive
quantification of Brucella spp. in water buffalo milk. Food Control, 22, 1466- 1470,
2011.

ANTUNES, J. M. A. P.; ALLEDORF, S. D.; APPOLINARIO , C. M.; CAGNINI, D. Q.;
FIGUEIREDO , P. R.; BURATINI JUNIOR , J.; BA NOS , J. V.; KOCAN , K. M.; DE
LA FUENTE , J.; MEGID , J. Rough virulent strain of Brucella ovis induces pro- and
anti-inflammatory cytokines in reproductive tissues in experimentally infected rams.
Veterinary Microbiology, Utrecht, v. 161, n. 3-4, p. 339-43, 2013.

BAIGUN, R.; CONIGLIARO, A.S.; LUNA, F. Aislamiento de Brucella ovis y control de
reaccionantes seroldgicos en epididimitis ovina. Veterinaria Argentina, v.7, n. 162,
p.103-107, 2000.

BALDWIN, C.L., WINTER, A. Macrophages and Brucella. Immunol Ser. 60, 363-
380, 1994.

BATISTA, H. M. F.; ANDRIOLI, A.; PINHEIRO, R. R.; ALVES, F. S. F.; SANTIAGO,
L. B. Ocorréncia de ovinos soropositivos para Brucella ovis nos rebanhos do estado
do Ceara. In: Encontro de Pesquisa e P0s-Graduacéo da Universidade Estadual
Vale do Acarau, Sobral-CE, 2011. [Anais...]. Sobral: UVA, 2011. 8 f.

BIBERSTEIN, E.L.; MCGOVAN, B.; OLANDER. H.; KENNEDY, P. Epididymitis in
ram. Studies in pathogenesis. Cornell Vet., v. 54, n.1, p.27-41, 1964.

BLASCO, J. M. Brucella ovis. In: NIELSEN, K.; DUNCAN, J.R. (Eds). Animal
Brucellosis. Boca Raton: CRC Press, p.351-378, 1990.

BLASCO, J. M. Existing and future vaccines against brucellosis in small ruminants.
Small Ruminant Research. v.62, p. 33-37, 2006.



47

BLASCO, J.M.; MOLINA-FLORES, B. Control and eradication of Brucella melitensis
infection in sheep and goats. Veterinary Clinical Food Animal. n.27, p.95-104,
2011.

BRASIL. Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica. Producdo da pecuaria
Municipal. Brasilia, 2013.

BRASIL, Ministério da Agricultura Pecuéaria e Abastecimento. Legislagéo relacionada
aos produtos de uso veterinario. INSTRUCAO NORMATIVA N° 31, DE 20 DE MAIO
DE 2003. Aprovar o Regulamento Técnico para Producdo, Controle e Emprego
de Vacinas Autdgenas. Brasilia, 2003.

BRASIL. Ministerio da Agricultura Pecuaria e Abastecimento. Manual Técnico do
Programa Nacional de Controle e Erradicacdo da Brucelose e Tuberculose
(PNCEBT). 184p, 2006.

BRICKER, B.J. PCR as a diagnostic tool for brucellosis. Vet Microbiol, 90, 435-446,
2002.

BROWN, G.M.; PIETZ, D.E; PRICE, D.A. Studies on the transmission of Brucella
ovis infection in rams. Cornell Vet., v.63, p.29-40, 1973.

BUDDLE, M.B. Studies on Brucella ovis (n. sp.), a cause of genital disease of sheep

in New Zealand and Australia. Journal for Hygiene, v.54, p.351-364, 1956.

BUDDLE, B. M.; WEDLOCK, D. N.; DENIS, M.; VORDERMEIER, H. M,;
HEWINSON, R. G. Update on vaccination of cattle and wildlife populations against
tuberculosis. Veterinary Microbiology, Amsterdam, v.151, p.14-22, 2011.

BULGIN, M.S; ANDERSON B.C., Association of sexual experience with isolation of
various bacteria in cases of ovine epididymitis. JAVMA, v.182, p. 372-374, 1983.

BULGIN, M.S. Brucella ovis excretion in semen of seronegative, clinically normal
breeding rams. JAVMA., v.196, n.2, p.313-315, 1990.

BULGIN, M.S. Epididymitis in rams and lambs. Vet. Clin. North Am. Food Anim.
Pract., v.6, p. 683-690, 1990.

BURGESS, G.W. Ovine contagious epididymitis: a review. Vet. Microbiol., v.7,
p.551-575, 1982.

BRASIL, Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Portaria n°® 102 de 17
de dezembro de 2004. Plano Nacional de Vigilancia e Controle da Epididimite



48

Ovina_ Brucella ovis. Diario Oficial da Unido, Brasilia, 17 de dezembro 2004.
Disponivel em: <http://www.agricultura. gov.br/legislacdo>. Acesso em: 15/06/2015.

CARO-HERNANDEZ, P.; FENANDEZ-LAGO, L.; MIGUEL, M. J.; MARTIN-MARTIN,
A. |.; CLOECKART, A.; GRILLO, M. J.; VISCAINO, N. Role of the Omp25/0mp31
family in outer membrane properties and virulence of Brucella ovis. Infection and
Immunity, Washington, v. 75, n. 8, p. 4050-4061, 2007.

CARON, E., LIAUTARD, J.P., KOHLER, S. Differentiated u937 cells exhibit
increased bactericidal activity upon Ips activation and discriminate between virulent
and avirulent Listeria and Brucella species. J Luk Biol. 56, 174-181, 1994.

CASTANEDA-ROLDAN, E. I.; AVELINO-FLORES, F.; DALL'AGNOL, M.; FREER, E,;
CEDILLO, L.; DORNAND, J.; GIRON, J. A. Adherence of Brucella to human epithelial
cells and macrophages is mediated by sialic acid residues. Cellular Microbiology,
Lausanne, v. 6, n. 5, p. 435-445, 2004.

CFSPH - CENTER FOR FOOD SECURITY & PUBLIC HEALTH. 2007. Brucellosis.
Disponivel em: <http://www.cfsph.iastate.edu/IICAB/>. Acesso em: 20/09/2015.

COELHO, A.; DIEZ, J. G.; COELHO, A. C. Brucelosis en pequefios rumiantes:
etiolégia, epidemiologia, sintomatologia, diagnéstico, prevencién y control. Revista
electronica de Veterinaria - ISSN 1695-7504, Volumen 15 N° 05, 2014.

COLETO, Z. F. et al. Ocorréncia de infeccao por Brucella ovis em ovinos no estado
de Pernambuco e sua participacdo em distarbios reprodutivos nesta espécie.
Revista Brasileira Saude Producédo Animal, v. 27, p. 551-553, 2003.

CORBEL, M.J. Brucellosis: an overview. Emerg Infect Dis. 3, 213-221, 1997.

CUTLER, S.J.; WHATMORE, A.M.; COMMANDER, N.J A REVIEW Brucellosis —
new aspects of an old disease. Journal of Applied Microbiology v. 98, p.1270—
1281, 2005.

DANTAS, T. V. M. Desenvolvimento e padronizacdo de ELISA Indireto para
diagnéstico de Maedi-Visna Virus em ovinos. Disponivel em: <
http://www.uece.br/ppgcv/dmdocuments/tania_dantas.pdf>. Acesso em 03/11/2015.

ESTEIN, S.M. Aspectos inmunoldgicos en el diagnostico y control de la epidemitis
contagiosa del carnero por Brucella ovis. Archivos de Medicina Veterinaria, v.31,
n.1, p.5-17, 1999.



49

ESTEIN S.M., BALDI P.C. & BOWDEN R.A. Comparison of serological tests based
on outer membrane or internal antigens for detecting antibodies to Brucella ovis in
infected flocks. J. Vet. Diagn. Invest., 14, 407-411, 2002.

FERREIRA, A.C.; CARDOSO, R.; TRAVASSOS DIAS, |.; MARIANO, I.; BELO, A;;
ROLAO PRETO, I.; MATEIGAS, A.; PINA FONSECA, A.; CORREA DE SA, M.I.
Evaluation of a modified Rose Bengal test and an indirect Enzyme- Linked
Immunosorbent Assay for the diagnosis of Brucella melitensis infection in sheep.
Veterinary Research, v. 34, p. 297-305, 2003.

FLORES, E.F. Virologia Veterinaria. Editora UFSM, Santa Maria, 888p, 2007.

FOWLER, V. L.; BASHIRUDDIN, J. B.; MAREE, F. FMUTOWEMBWA, P
BANKOWSKI, B.; GIBSON, D.; COX, S.; KNOWLES, N.; BARNETT, P. V Foot-and-
mouth disease marker vaccine: Cattle protection with a partial VP1 G—H loop deleted
virus antigen, Vaccine, Kidlinton: Elsevier, v.29, p.8405-8411, 2011.

GIL-TURNES, C. Brucelose ovina. In: RIET-CORREA, F., SCHILD, A. L.; MENDEZ,
M.D.C.; LEMOS, R.A.A. Doengas de Ruminantes e Equinos. 2.ed. Varela, Séo
Paulo, Cap.3, p.197-204. 2001.

GIL TURNES, C. Brucelose ovina. In: CORREA, R. F.; SCHILD, A. L.; MENDEZ, M.
C. Doencas de ruminantes e equinos. Editora da Universidade Federal de
Pelotas, Pelotas, p. 161-169, 1998.

GOLDING, B., SCOTT DOROTHY, E., SCHARF, O., HUANG, L. Y., ZAITSEVA, M.,
LAPHAM, C. H., ELLER, N., GOLDING, H. Immunity and protection against Brucella
abortus. Microbes and Infection. 3, 43-48, 2001.

GOMES, M.J.P. Género Brucella spp. Disponivel em:
<httpwww.ufrgs.brlabacvetfilesG%C3%AAnero%20Brucella%204-2013-1.pdf>.
Acesso em: 29 de outubro de 2015.

GRILLO, M.J.; MARIN, C.M.; BARBERAN. M.; BLASCO, J.M. Experimental Brucella
ovis infection in preagnant ewes. Vet. Rec., v. 144, p. 555-558, 1999.

GREVE, I. C.; SILVA, M. C. A,; TRINDADE, S.; SILVA, D.; MASCARENHAS, M. T ;
BAHIA-CERQUEIRA, B. Utilizagdo de um antigeno comercial para o teste ELISA
indireto na deteccdo de anticorpos contra a brucelose ovina. Rev. Acad., Ciénc.
Agrar. Ambient., Curitiba, v. 9, n. 4, p. 379-386, out./dez. 2011.

GUPTA, V.K.,, SHIVASHARANAPPA, N., KUMAR, V., KUMAR, A. Diagnostic
evaluation of serological assays and different gene based PCR for detection of
Brucella melitensis in goat. Small Rum Res 117, 94-102, 2012.



50

HARTLEY, W.J. The pathology of Brucella ovis infection in the pregnant ewe. New
Zealand Veterinary Journal, v.9, n.6, p.115-120, 1961.

HOMSE, A. C.; CASARO. A. P.; CAMPERO, C. M. Infertilidad em ovejas por B. ovis.
Veterinaria Argentina, v.12, n.114, p.243-249, 1995.

ISHIZUKA, M.M..; LEITE,L.O.; DINIZ, O. Epidemiologia e profilaxia da epididimite
infecciosa ovina (Brucelose Ovina), disponivel em:
http://www.cda.sp.gov.br/iwww/programas/index.php?action=view&cod=22&ar=1&nm
=Sanidade%20Animal. Acesso em: 29 de novembro de 2014.

JACQUES, I., OLIVIER-BERNARDIN, V., DUBRAY, G. Efficacy of ELISA compared
to conventional tests (RBPT and CFT) for the diagnosis of Brucella melitensis
infection in sheep. Vet Microbiol, 64, 61-73, 1998.

KANO, F. S.; VIDOTTO, O.; VIDOTTO, M. C. Vacina de DNA: aspectos gerais e sua
aplicacdo na medicina humana e veterinaria. Semina: Ciéncias Agrarias, Londrina,
v.28, n.4, p.709-726, 2007.

KARIMINIA, A., KAVOOSSY, G., KHATAMI, S., ZOWGHI, E., ARDESTANI, S.K.
Study of interleukin-10 and interleukin-12 productions in response to
lipopolysaccharides extracted from two different Brucella strains. Com Immunol
Microbiol Infect Dis. 25, 85-93, 2002.

LAPAQUE, N.; FORQUET, F.; DE CHASTELLIER, C. Characterization of Brucella
abortus lipopolysaccharide macrodomains as mega rafts. Cellular Microbiology,
Lausanne, v. 8, n. 2, p. 197-206, 2006.

LIRA, N.S.C.; MEGID, J. Patogenia da Brucelose Ovina. Veterinaria e Zootecnia, p.
280-289, v. 16, n. 2, Jun., 2009.

LOPEZ, G., ESCOBAR, G.I.; AYALA, S.M.; LUCERO, N.E. Detection of antibodies
to Brucella ovis in sheep milk using B.ovis and B. canis antigen. Veterinary
Microbiology, v. 116, n.1-3, p.232-238, 2006.

MAGALHAES NETO, A.: GIL-TURNES, C. Brucelose ovina no Rio Grande do Sul.
Pesquisa Veterinaria Brasileira, v.16, n.2/3, p.75-79, 1996.

MANAZZA, J.; SPATH, E.; PAOLICCHI, F. Brucelosis ovina. Revista Del Colegio de
Veterinarios de la Provincia de Buenos Aires, v.11, n.35, p.42-44, 2006.

MANTEROLA, L.; TEJERO-GARCES, A.; FICAPAL, A.; SHOPAYEVA, G.; BLASCO,
J.M.; MARIN, C.M.; LOPEZ-GONI, |. Evaluation of a PCR test for diagnosis of



51

Brucella ovis infection in semen samples from rams. Veterinary Microbiology, v.92,
p.65-72, 2003.

MARCO, J.; GONZALEZ, L.; CUERVO, L.A.; HEREDIA, F.B.; BARBERAN, M.;
MARIN, C.; BLASCO, J.M. Brucella ovis infection in two flocks of sheep. Vet. Rec.,
v.135, p. 254-256, 1994.

MARIN C.M., BARBERAN M., JIMENEZ DE BAGUES M.P. & BLASCO J.M.
Comparison of subcutaneous and conjunctival routes of Rev. 1 vaccination for the
prophylaxis of Brucella ovis infection in rams. Res. Vet. Sci. 48, 209-215, 1990.

MARINHO, M.; MATHIAS, L.A. Pesquisa de anticorpos contra Brucella ovis em
ovinos do Estado de Sdo Paulo. Pesquisa Veterinaria Brasileira, v.16, n.2/3, p.45-
48, 1996.

MARTIN-MARTIN, A.; CARO-HERNANDEZ, P.; ORDUNA, A.; VIZCAINO, N.;
FERNANDEZ-LAGO, L. Importance of the Omp25/0Omp31 family in the
internalization and intracellular replication of virulent B. ovis in murine macrophages
and HelLa cells. Microbes and Infection, Merced, v. 10, n. 6, p. 706-710, 2008.

MARTINS, R. da C.; GAMAZO, C.; SANCHEZ-MARTINEZ, M.; BARBERAN, M.;
PENUELAS, I.; IRACHE, J. M. Conjunctival vaccination against Brucella ovis in mice
with mannosylated nanoparticles. Journal of Controlled Release. 162, 553-560,
2012.

MEDEIROS, J.M.; TABOSA, I.M.; SIMOES, S.V.D.; NOBREGA JUNIOR, J.E;
VASCONCELOS, J.S.; RIET-CORREA, F. Mortalidade perinatal em cabritos no
semiarido da Paraiba. Pesquisa Veterinaria Brasileira, v.25, n.4, p.201-206, 2005.

MEYER, M.E. Brucella ovis, In;_ Handbach der bakteriellen infektionen bei tiernen.
Jena: Blobel and Scheleba, Chap. 6, 1982.

MIRNEJAD, R., MOHAMADI, M., PIRANFAR, V., MORTAZAVI, SM., KACHUEI, R. A
duplex PCR for rapid and simultaneous detection of Brucella spp. in human blood
samples. Asian Pac J Trop Dis, 6, 453-456, 2013.

MORIYON, I. Estructura antigenica del genero Brucella. Zaragoza: Instituto
Agronomico Mediterraneo de Zaragoza, p. 39-53, 1988.

MUNOZ P., DE MIGUEL M.J.,, GRILLO M.J., MARIN C.M., BARBERAN M. &
BLASCO J.M. Immunopathological responses and kinetics of B. melitensis Rev 1
infection after subcutaneous or conjunctival vaccination in rams. Vaccine, 26, 2562—
2569, 2008.



52

MYERS, D. M.; SINIUK, A. A. Preliminary report on the development of a difusion in
gel method for the diagnosis of RAM epididimitis. Applied Microbiology, v. 19, p.
335- 337, 1970.

NAREZ, G.M.; APARICIO, E.D.; ALVAREZ, J.F.M.; ROMERO, F.A.; GUEMES, F.S.
Epididimitis ovina: estudios bacterioldgico y serolégico. Vet. Mex., v.30, n.4, p.329-
336, 1999.

NIELSEN K., SMITH P., CONDE S., DRAGHI de BENITEZ G., GALL D., HALBERT
G., KENNY K., MASSENGILL C., MUENKS Q., ROJAS X, PEREZ B., SAMARTINO
L., SILVA P., TOLLERSRUD T. & JOLLEY M. Rough Lipopolysaccharide of Brucella
abortus RB51 as a common antigen for serological detection of B. ovis, B. canis, and
B. abortus RB51 exposure using indirect enzyme immunoassay and fluorescence
polarization assay. J. Inmunoassay Immunochem., 25, 171-182, 2004.

NOGUEIRA, A. H. C.; FERRARI, C. I. L.; CURCI, V. C. L. M. Brucelose ovina
(Brucella ovis). Pesquisa & Tecnologia, vol. 3, n. 2, 2006.

NOLTE, O.; MORSCHER, J.; WEISS, H-E.; SONNTAG, H-G.; Autovacination of
dairy cows to treat post partum metritis caused byActinomyces pyogenes. Vaccine.
Kidlinton: Elsevier, v.19, p.3146-3153, 2001.

NOZAKI, C.N.; MEGID, J.; LIMA, K.C.; SILVA JUNIOR, F.F.; VELOSO, C.S.
Comparacédo das técnicas de imunodifusdo em gel de agar e ELISA no diagndstico
de Brucelose ovina em cabanhas da regido centro-oeste do estado de Sao Paulo.
Arquivos do Instituto Bioldgico, Séo Paulo, v.71, n.1, p.1-5, 2004.

OIE. Organizacao Mundial de Saude Animal. Ovine Epididymitis (Brucella ovis).
Disponivel em: <
http://www.oie.int/fileadmin/Home/fr/Health_standards/tahm/2.07.09_OVINE_EPID.p
df>. Acesso em 18 de setembro de 2015.

PAOLICCHI, F. A.; CASARO, P.A.; GIMENO, E.J.; KORTEBANI, L.G.; MAZZOLLI,
A.B. Antisperm response in rams experimentally infected with Brucella ovis. Small
Ruminant Research, v.36, p.7-15, 2000.

PAOLICCHI, F. A. Epididimitis ovina por Brucella ovis: lesiones genitales y respuesta
inmune antiespermatica. Rev. Med. Vet., v.82, n.2, p. 86-88, 2001.

PAOLICCHI, F. A.; TERZOLO, H.R.; MALENA, R.C.; MORSELLA, C.Estudio
comparativo de medios de cultivo para aislar Brucella ovis. Rev. Argent. Microbiol.,
v.23, p.155-159, 1991.



53

PAULIN L. M.; FERREIRA NETO, J. S. O combate a brucelose bovina. Situacao
brasileira. Funep, Jaboticabal. 154p. 2003.

PESSEGUEIRO, P.; BARATA, C.; CORREIA, J. Brucelose — uma revisao
sistematizada. Disponivel em: <http://www.spmi.pt/revista/vol10/vol10-n2-
brucelose.pdf>. Acesso em 09 de Novembro de 2015.

PIMENTEL-SILVA, B. Comunicagao pessoal. 2015.

POETA, P. et al . Resposta imunitaria a vacinacdo conjuntival com a estirpe Rev.1
de Brucella melitensis em ovinos e caprinos. Arq. Bras. Med. Vet. Zootec., Belo
Horizonte , v. 55, n. 2, p. 220-222, abr. 2003.

PRAUD A., CHAMPION J.L., CORDE Y., DRAPEAU A.,, MEYER L. & GARIN-
BASTUJI B. Assessment of the diagnostic sensitivity and specificity of an indirect
ELISA kit for the diagnosis of Brucella ovis infection in rams. BMC Vet. Res., 8:68,
2012.

PROBERT, W. S.; SCHRADER, K. N.; KHUONG, N.Y.; BYSTROM, S. L.; GRAVES,
M. H. Real-Time Multiplex PCR Assay for Detection of Brucella spp., B. abortus, and
B. melitensis. Journal of clinical microbiology, v. 42, n. 3, p. 1290-1293, 2004.

QUINN, P.J.; MARKEY, B.K.; CARTER, M.E.; DONNELLY, W.J.; LEONARD, F.C.
Género Brucella. In: Microbiologia Veterinaria e Doencas Infecciosas. Artmed. Porto
Alegre, p. 166-171, 2005.

QUISPE, R. Ch.; RIVERA, H.G.; ROSADIO, R.A. Cinética de la infeccién por
Brucella ovis en carneros durante una época de empadre. Rev. Invest. Vet. Peru,
v.13, n.1, p.61-66, 2002.

RADOSTITS, O.M.; GAY, C.C.; BLOOD, D.C.; HINCHCLIFF, K.W. Brucelose
causada pela Brucella ovis. In: Clinica Veterinaria: Um tratado de doencas dos
bovinos, ovinos, suinos, caprinos e equinos. Guanabara Koogan. Rio de Janeiro,
9ed. p.791-794, 2002.

RAMOS, AA.; MIES FILHO, A.; SCHENCK, J.A.P.; VASCONCELLOS, L.D;
PRADO, O.T.G.; FERNANDES, J.C.T.; BLOBEL, H. Epididimite ovina. Levantamento
clinico no Rio Grande do Sul. Pesquisa Agropecuaria Brasileira, v.1, p.211-213,
1966.

REDKAR, R., ROSE, S., BRICKER, B., DELVECCHIO, V. Real-time detection of
Brucella abortus, Brucella melitensis and Brucella suis. Molecular and cellular
probes, v. 15, n. 1, p. 43-52, 2001.



54

RIDLER, A.L.; WEST, D.M. Effects of Brucella ovis infection on semen
characteristics of 16-moth-old red deer stages. N. Z. Vet. J., v. 50, n.1, p.19-22,
2002.

ROTH, J. A. Veterinary vaccines and their importance to animal health and public
health. Procedia in Vaccinology, v.5, p.127-136, 2011.

SARI, R. S.; Desenvolvimento de vacina de libercdo controlada contra C. botulinum
tipo C e tipo D utlilizando quitosana. Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Agrérias)
— Instituto de Ciéncias Agrérias, Universidade Federal de Minas Gerais, Montes
Claros, 142P, 2010.

SILVA, J. B. A,; CARNEIRO, F. M. F.; TEIXEIRA, F. M. S.; SILVA, J. S. Prevaléncia
de brucelose ovina causada por Brucella ovis em rebanhos do estado do Rio Grande
do Norte, Brasil. Revista Ciéncia Animal. v. 13, p.51-4, 2003.

SILVA, N. S.; BARROS, I. N.; DASSO, M. G.; ALMEIDA, M. G. A. R.; LABORDA, S.
S, ANUNCIAC}AO, A. V. M.; MOREIRA, E. L. T.; LIMA-SILVA, A. E.; OLIVEIRA, E.
M. D. Deteccdo de anticorpos anti-Brucella ovis em ovinos do estado da Bahia.
Revista Brasileira Saude Produc&o Animal, v. 10, n. 4, p. 852-859, 20009.

SINGER, R. S.; FINCH, R.; WEGENER, H. C.; BYWATER, R.; WALTERS, J;
LIPSITCH, M. Antibiotic resistance—the interplay between antibiotic use in animals
and human beings. The Lancet Infectious Diseases. 3:47-51, 2003.

SOUZA, T. S. et al. Estudo soroldgico da Maedi-Visna pelo método da imunodifusdo
em gel de agar em rebanhos ovinos de Juazeiro, Bahia, Brasil. Revista Brasileira
Saude Producédo Animal, v. 8, n. 4, p. 276-282, 2007.

SOUZA, T. S.; COSTA, J. N.; MARTINEZ, P. M.; LIMA, C. C. V.; ARAUJO, B. R;;
COSTA NETO, A. O.; ANUNCIACAO, A. V. M.; ALMEIDA, M. G. A. R.; PINHEIRO,
R. R. Inquérito soro-epidemiologico de Brucella ovis em rebanhos ovinos no
semiarido baiano. Arq. Inst. Biol., Sdo Paulo, v.79, n.2, p.277-281, 2012.

TAMAYO, R.; VALENTIN, H.; SCHOEBITZ R. Determinacion de anticuerpos a
Brucella ovis en ovinos de la X Region de Chile. Arch. Med. Vet. , v.21, n. 1, p.22-
28, 1989.

THOEN, C.O.; ENRIGHT, F. Brucella in pathogenesis of bacterial infections in
animals. lowa State University Press, chap. 20, 1986.

TIZARD, |.R. Veterinary Immunology — An Introduction. W.B. Saunders Company.
USA, pp. 121-140, 1996.



55

VELASCO, J.; BENGOECHEA, J. A.; BRANDENBURG, K.; LINDNER, B.; SEYDEL,
U.; GONZALES, D.; ZAHRINGER, U.; MORENO, E.; MORIYON, I. Brucella abortus
and Its Closest Phylogenetic Relative, Ochrobactrum spp., Differ in Outer Membrane
Permeability and Cationic Peptide Resistance. Infection and Immunity, v. 68, n. 6,
p. 3210-3218, 2000.

VISCAINO, N.; KITTELBERGER, R.; CLOECKAERT, A.; MARIN, C. M;
FERNANDEZ-LAGO, L. Minor nucleotide substitutions in the omp31 gene of Brucella
ovis result in antigenic differences in the major outer membrane protein that it
encodes compared to those of the other Brucella species. Infection and Immunity,
Washington, v. 69, n. 11, p. 7020-7028, 2001.

WALKER, R.L. Brucella. In: HIRSH, D.C.; ZEE, Y.C. Microbiologia Veterinéria,
Guanabara Koogan, Rio de Janeiro, p.185-191, 2003.

WALKER, R.L. ; LEAMASTER, B.R.; STELLFLUG, J.N.; BIRBERSTEIN E.L., A.
Association of age of ram with distribuition of epididymal lesions and etiologic agent.
J. Am. Vet. Med. Assoc., v.188, n.4, p. 393-396, 1986.

WYCKOFF, J.H., Bovine T lymphocyte responses to Brucella abortus. Vet Microbiol.
90, 395-415, 2002.

XAVIER, M. N.; SILVA, T. M. A.; COSTA, E. A.; PAIXAO, T. A.; MOUSTACAS V. S ;
CUSTODIO, A.; CARVALHO-JUNIOR, A.; SANTANNA, F. M.; ROBLES, C. A;
GOUVEIA, A. M. G.; LAGE, A. P.; TSOLIS, R. M.; SANTOS, R. L. Development and
evaluation of a species-specific PCR assay for the detection of Brucella ovis infection
in rams. Veterinary Microbiology, Utrecht, v. 145, n. 1-2, p. 158-64, 2010.

YOUNG, E.J. BRUCELLA SPECIES. IN: MANDELL, G.L., BENNET, J.E., DOLIN, R.
Principles and Practice of Infectious Diseases. Churchill Livingstone, New York,
pp. 2053-2060, 1995.

ZAITSEVA, M.B., GOLDING, H., BETTS, M., YAMAUCHI, A., BLOOM, E.T.,
BUTLER, L.E., STEVAN, L., GOLDING, B. Human peripheral blood CD4+ and CD8+
T cells express Thl-like cytokine mRNA and proteins following in vitro stimulation
with heatinactivated Brucella abortus. Infect Immun. 63, 2720-2728, 1995.

ZHAN, Y., CHEERS, C. Endogenous interleukin-12 is involved in resistence to
Brucella abortus infection. Infect Immun, 63, 1387-1390, 1995.

ZHAN, Y., LIU, Z., CHEERS, C. Tumor necrosis factor alpha and interleukin-12
contribute to resistance to the intracellular bacterium Brucella abortus by different
mechanisms. Infect Immun, 64, 2782-2786, 1996.



56

ZERBINATI, J.; GREVE, I. C.; LEAL, R. F.; AMORIN, L. M. P. V. de; SILVA, D. L. da;
VIEGAS, S. R. A. de A.; PEIXOTO, A. C.; CARMINATI, R.; BAHIA-CERQUEIRA, R.
Producdo e padronizacdo de um antigeno para um teste ELISA indireto no
diagnostico da linfadenite caseosa em soros caprinos. Rev. Acad., Curitiba, v. 5, n.
3, p. 285-293, jul./set. 2007.



