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RESUMO 

 Este trabalho teve como objetivo determinar a prevalência de rebanhos ovinos 

positivos (focos) e de animais soropositivos para Brucella ovis na região semiárida do 

Nordeste do Brasil, e identificar fatores de risco associados à soropositividade, bem como 

é relatado o isolamento de Actinobacillus seminis em um caprino com epididimo-orquite. 

Foram colhidas amostras de sangue de 1.134 ovinos procedentes de 103 rebanhos em 17 

municípios. Para o diagnóstico sorológico da infecção por B. ovis foi utilizado o teste de 

imunodifusão em gel de ágar (IDGA). Um rebanho foi considerado positivo quando 

apresentou pelo menos um animal soropositivo. Das 103 propriedades utilizadas 21 

(20,39%) apresentaram pelo menos um animal soropositivo e dos 1.134 animais, 59 

(5,20%) foram soropositivos. Realizar higiene nas instalações com periodicidade anual 

(odds ratio = 7,13; IC 95% = 1,56-32,47; p = 0,011) e aquisição de animais (odds ratio = 

6,06; IC 95% = 1,39-26,48; p = 0,017) foram identificados como fatores de risco. Com 

base na análise de fatores de risco, recomenda-se a realização de diagnóstico da infecção 

por B. ovis previamente à aquisição de animais e realização periódica de higienização das 

instalações. Em um rebanho do município de Patos, Estado da Paraíba, região semiárida do 

Brasil, com 70 caprinos e 65 ovinos criados juntos, um reprodutor da espécie caprina da 

raça Moxotó, com quatro anos de idade, apresentou um quadro clínico de orquite e 

epididimite unilateral com consistência firme.  O diagnóstico da infecção por A. seminis foi 

confirmado pela associação dos achados clínicos, isolamento bacteriano e PCR e 

sequenciamento do gene 16S do rRNA. O resultado obtido sugere que A. seminis pode ser 

uma importante causa de infertilidade em caprinos, considerando a possibilidade dos 

ovinos serem fontes de infecção em função do sistema de criação consorciada em algumas 

propriedades permitindo o contato entre ovinos e caprinos na região semiárida do Brasil. 

Palavras-chave: Brucelose, epidemiologia, epididimite, Actinobacillus seminis.  
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ABSTRACT 

The aim of this investigation was to determine the seroprevalence of Brucella 

ovis in sheep flocks and individual sheep in the Sertão mesorregion, Paraíba state, 

Northeastern Brazil, and to identify risk factors associated with seropositivity, as well as 

the isolation of Actinobacillus seminis from a goat with epididymo-orchitis is related. 

Blood samples were collected from 1,134 sheep from 103 flocks in 17 counties. For the 

serological diagnosis of B. ovis infection the agar gel immunodiffusion test (AGID) was 

carried out. A flock was considered positive when there was at least one seropositive 

animal. Of the 103 flocks used, 21 (20.39%) presented at least one seropositive sheep, 

and of the 1,134 sheep examined 59 (5.20%) seropositive animals were diagnosed. 

Cleaning of facilities (odds ratio = 7.13; 95% CI = 1.56-32.47; p = 0.011) and purchase 

of animals (odds ratio = 6.06; 95% CI = 1.39-26.48; p = 0.017) were identified as risk 

factors. Based on the risk factor analysis, it is recommended the diagnosis of B. ovis 

infection prior to purchase of sheep and the periodic cleaning of the facilities on the 

farm. A four-year-old Moxotó breeding goat in a flock of 70 goats and 65 sheep reared 

together in the county of Patos, semiarid region of Northeastern Brazil, showed clinical 

signs of unilateral orchitis and epididymitis. Diagnosis of A. seminis infection was 

confirmed by association of clinical findings, bacterial isolation and 16S rRNA gene 

sequencing. This result suggests that A. seminis may be an additional cause of infertility 

in goats, and that sheep may be the source of infection because the mixed farming 

system allows the contact between sheep and goats in the semiarid region of 

Northeastern Brazil. 

 

Key words: Brucellosis, epidemiology, epididymitis, Actinobacillus seminis. 
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INTRODUÇÃO 

 A caprinovinocultura é uma atividade explorada em todos os continentes, pois não 

tem preferência por clima, solo, topografia e vegetação. No entanto os resultados obtidos 

em alguns países podem ser de baixo nível por conta dos poucos conhecimentos 

tecnológicos e zootécnicos (BATISTA, 2012). 

 O Brasil ocupa o nono lugar entre os países que possui os maiores rebanhos caprino 

com mais de nove milhões de cabeças possuindo grande extensão territorial oferecendo 

ótimas condições para a criação dessa espécie (FAO, 2009). Os rebanhos caprino 

juntamente com o ovino representam mais de 25 milhões de cabeças (IBGE, 2009), 

equivalendo a 1,7% do efetivo mundial que é de aproximadamente 1,4 bilhão de animais 

(FAO, 2009). 

 No período 1999 a 2004, o crescimento do efetivo de caprinos e ovinos no Brasil 

foi de aproximadamente 16,5% e 4,6% respectivamente (IBGE, 2009). 

 O Nordeste atualmente detém grande parte do rebanho caprino e ovino brasileiro, 

com 90,6% (aproximadamente 8,3 milhões de cabeças) de caprinos e 56,9% 

(aproximadamente 9,5 milhões de cabeças) de ovinos (IBGE, 2009). 

A Epididimite dos Carneiros compreende diversos processos patológicos, 

envolvendo o epidídimo dos carneiros, estandão associado a inúmeros agentes 

microbianos. Os prejuízos econômicos são causados, principalmente por interferência na 

fertilidade de machos infectados, abortamentos de fêmeas e sobre a produtividade dos 

rebanhos ovinos servidos por esses machos. 

A Brucella ovis e Actinobacillus seminis são os principais agentes infecciosos que 

provocam problemas reprodutivos em animais no qual podemos destacar a epididimite que 

ao se disseminar no rebanho causa prejuízos com impactos para a atividade econômica, 

necessitando ainda de maiores estudos particularmente na região Semiárida onde o efetivo 

ovino e caprino representa uma fonte de renda para os produtores. Em decorrência do 

diagnóstico clínico da epididimite, se faz necessário o estabelecimento de associação com 

métodos laboratoriais diretos e indiretos visando a identificação do agente infeccioso como 

forma de se estabelecer o diagnóstico laboratorial para outras causa de epididimites. 
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        Caracterização epidemiológica e fatores de risco associados à 

Infecção por Brucella ovis em ovinos deslanados do semiárido brasileiro1 

 

Fabrine A. Santos2, Severino S.S. Higino2, Sergio S. Azevedo2, Diego F. Costa2, Areano 

E.M. Farias2, Francisco A.L. Alves2, Lilia M. Paulin3, Clebert J. Alves2*  

 

ABSTRACT.- Santos F.A., Higino S.S.S., Azevedo S.S., Costa D.F., Farias A.E.M., 

Alves F.A.L., Paulin L.M. & Alves C.J. 2012 [Epidemiological characterization and 

risk factors associated to Brucella ovis infection in sheep in Brazilian semiarid] 

Caracterização epidemiológica e fatores de risco associados à Infecção por Brucella ovis 

em ovinos deslanados do semiárido brasileiro. Pesquisa Veterinária Brasileira 00(0);00-

00. Universidade Federal de Campina Grande, Centro de Saúde e Tecnologia Rural, 

Unidade Acadêmica de Medicina Veterinária, Av. Universitária, s/no, CEP 58700-970, 

Patos, PB, Brasil. E-mail: clebert ja@uol.com.br  

The aim of this investigation was to determine the flock-level and animal-level 

seroprevalences of Brucella ovis in sheep from the semiarid region of Northeastern Brazil, 

as well as to identify risk factors. Blood samples were collected from 1,134 sheep from 

103 flocks in 17 counties in the Sertão mesoregion, state of Paraíba. For the serological 

diagnosis of Brucella ovis  infection the agar gel immunodiffusion test (AGID) was carried 

out. A flock was positive when presented at least one seropositive animal. Of the 103 

flocks used 21 (20.39%) presented at least one seropositive animal, and of the 1,134 

animals 59 (5.20%) were seropositive. To perform cleaning of premises annually (odds 

ratio =7.13; 95% CI = 1.56-32.47; p = 0.011) and purchase animals (odds ratio = 6.06; 

95% CI = 1.39-26.48; p = 0.017) were identified as risk factors. It was suggested the need 

                                                        
1 Recebido em..... 
   Aceito em ...... 
2 Universidade Federal de Campina Grande, Centro de Saúde e Tecnologia Rural, Unidade Acadêmica de 
Medicina Veterinária, Av. Universitária, s/no, CEP 58700-970, Patos, PB, Brasil. *Autor para 
correspondência:  clebertja@uol.com.br 
3 Centro de Desenvolvimento e Pesquisa de Sanidade Animal, Instituto Biológico de São Paulo, São Paulo, 
SP, Brasil. 
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for works focusing on  the isolation of the agent, characterization of its pathogenicity and 

its economic impact on sheep flocks, as well as it was recommended the diagnosis of B. 

ovis infection prior to purchase of animals and the periodic cleaning of the premises. 

 

INDEXING TERMS: Brucellosis, sheep, epidemiology, Semiarid of Brazil 

 

RESUMO.- Este trabalho teve como objetivo determinar a prevalência de rebanhos ovinos 

positivos (focos) e de animais soropositivos para Brucella ovis na região semiárida do 

Nordeste do Brasil, e identificar fatores de risco. Foram colhidas amostras de sangue de 

1.134 animais procedentes de 103 rebanhos distribuídos em 17 municípios da mesorregião 

do Sertão, Estado da Paraíba. Para o diagnóstico sorológico da infecção por Brucella ovis 

foi utilizado o teste de imunodifusão em gel de ágar (IDGA). Um rebanho foi considerado 

positivo quando apresentou pelo menos um animal soropositivo. Das 103 propriedades 

utilizada, 21 (20,39%) apresentaram pelo menos um animal soropositivo, e dos 1.134 

animais 59 (5,20%) foram soropositivos. Realizar higiene nas instalações com 

periodicidade anual (odds ratio = 7,13; IC 95% = 1,56 - 32,47; p = 0,011) e aquisição de 

animais (odds ratio = 6,06; IC 95% = 1,39 – 26,48; p = 0,017) foram identificados como 

fatores de risco. Sugere-se a necessidade de estudos acerca do isolamento do agente, 

caracterização da sua patogenicidade e do seu impacto econômico nos rebanhos ovinos, 

bem como recomenda-se a realização de diagnóstico da infecção por B. ovis previamente à 

aquisição de animais e realização periódica de higienização das instalações.  

 

TERMOS DE INDEXAÇÃO: Brucelose, ovinos, epidemiologia, semiárido do Brasil 

 

1- INTRODUÇÃO 

 

A ovinocultura brasileira destaca-se no cenário nacional por apresentar um grande potencial 

de crescimento, tendo-se observado, nos últimos anos, uma evolução significativa no 

rebanho nacional, contando hoje com um efetivo de ovinos que chega a mais de 16 milhões 

de cabeças (IBGE 2006). Este crescimento pode ser explicado pelas inúmeras vantagens 

que apresentam como a necessidade de uma menor área de criação, menor consumo de 
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alimentos, facilidade de manejo e grande diversidade de produção de carne e couro de boa 

qualidade, servindo como alternativa de renda. Contudo deficiências sanitárias envolvidas 

no processo evolutivo da ovinocultura brasileira necessitam de resolução, tais como os 

prejuízos provocados pelas perdas associadas a necessidade de reposição dos animais em 

decorrência de doenças infecciosas (FERNANDES, 2009). 

Entre as doenças com impacto na esfera reprodutiva, a brucelose ovina por Brucella 

ovis deve ser considerada uma das possíveis causas de abortamentos, sendo uma das 

principais causas de perca econômicas no rebanho. A infecção foi descrita inicialmente na 

Nova Zelândia (BUDDLE & BOYES, 1953) e na Austrália (Simmons & Hall 1953), e 

posteriormente evidenciada na grande maioria dos países onde a ovinocultura tem 

importância econômica (Estein 1999). No Brasil, a doença foi descrita pela primeira vez em 

1996 no Rio Grande do Sul (Ramos et al. 1996), que detectaram epididimite clínica em 

6,5% de 3.317 carneiros estudados. Em seguida, trabalhos de investigação sorológica foram 

publicados, mostrando que a infecção está difundida em vários estados do país, com 

prevalência variando de 5 a 35% (Boblel et al. 1972, Magalhães-Neto & Gil-Turnes 1996, 

Azevedo et al. 1999, Coleto et al. 2003, Medeiros 2003, Silva et al. 2003, Azevedo et al. 

2004, Nozaki et al. 2004, Clementino et al. 2007). Além disso, existem no país relato 

comprovando o isolamento de B. ovis (Alves et al. 2010).  

A brucelose ovina é caracterizada por um processo infeccioso clínico ou subclínico e 

de tendência à cronicidade, com lesões genitais de epididimite no macho e placentite nas 

fêmeas com alguns casos de abortamento, mortalidade de recém nascidos e elevada 

frequência de nascidos com baixo peso e baixa viabilidade condicionando à elevada 

mortalidade em cordeiros (Nilo et al. 1986, Homse et al. 1995, Baigun et al. 2000).  As 

lesões produzidas pela B. ovis no aparelho reprodutor masculino incluem epidídimo 

aumentado de volume e endurecido, túnicas escrotais engrossadas e testículos geralmente 

atrofiados (Schafer et al. 1997).  

O diagnóstico da infecção por B. ovis tem sido efetuado, predominantemente, pelo 

testes sorológicos, sendo que alguns autores ressaltam que o histórico do rebanho e o 

quadro clínico devem ser levados em consideração ao se interpretar o resultado dos testes 

sorológicos (Marinho & Mathias 1996). Dentre as várias provas utilizadas para o 

diagnóstico de brucelose ovina, as mais frequentes são fixação de complemento (FC), teste 

de imunodifusão em ágar gel (IDGA) e teste de ELISA indireto (Hilbink et al. 1993, West 
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et al. 1993, Kumar et al. 1997). Worthington et al. (1984), investigando ovinos na Nova 

Zelândia em condições experimentais, demonstraram, para as provas de fixação de 

complemento, ELISA indireto e imunodifusão em ágar gel, sensibilidades de 96,3%, 97,2% 

e 91,7%, e as especificidades de 99,3%, 98,6% e 100%, respectivamente.  

Tendo em vista que a infecção por B. ovis já foi identificada em diversos estados 

brasileiros e que a infecção está contemplada no Programa Nacional de Sanidade de 

Caprinos e Ovinos (PNSCO) do Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento 

(Brasil 2004), e considerando a hipótese de que a infecção por B.ovis está presente nos 

estados nordestinos, inclusive na Paraíba, estruturou-se o presente trabalho com o objetivo 

de determinar a prevalência de propriedades positivas (focos) e de animais positivos, bem 

como identificar os possíveis fatores de risco em ovinos deslanados do semiárido da 

Paraíba.  

 

2- MATERIAL E MÉTODOS 

 

O Estado da Paraíba é dividido geograficamente em quatro mesorregiões (Sertão 

Paraibano, Borborema, Agreste Paraibano e Mata Paraibana) e 23 microrregiões. A 

mesorregião do Sertão Paraibano possui como principal atividade a pecuária extensiva, 

assumindo destaque a criação de ovinos. O rebanho ovino brasileiro é de mais de 16 

milhões de cabeças, das quais 56,90% (9.566.968) estão na região Nordeste. Desse efetivo 

de ovinos nordestinos, 4,54% (434.225) são encontrados na Paraíba distribuídos em 

aproximadamente 19.744 estabelecimentos (IBGE 2006). No presente trabalho foram 

utilizados ovinos deslanados adultos provenientes da mesorregião do Sertão. 

A amostragem foi delineada para a determinação da prevalência de propriedades 

positivas e de animais soropositivos, de maneira que foi conduzida em dois estágios. 

Inicialmente, as propriedades foram aleatoriamente selecionadas. O número de 

propriedades a serem amostradas foi calculado com o programa Epiinfo versão 6.04 (Dean 

1994), com o emprego dos seguintes parâmetros: prevalência esperada de 50% (valor 

adotado para maximizar a amostra), nível de confiança de 95% e erro absoluto de 10% 

(Thrusfield 1995). Na mesorregião do Sertão o total de propriedades criadoras de ovinos é 
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de 7.087, resultando em uma amostra de 96 propriedades. Por motivo de segurança, foram 

visitadas 103 propriedades. 

O número de ovinos a serem selecionados foi determinado individualmente por 

propriedade com o objetivo de detectar a presença da infecção, utilizando a seguinte 

fórmula (Thrusfield 1995): 

 

 

 

onde: 

n – tamanho da amostra 

p – probabilidade de detectar pelo menos um animal soropositivo 

N – tamanho do rebanho 

d – número de animais soropositivos no rebanho 

 

 A probabilidade de detecção de pelo menos um animal soropositivo foi de 95% (p 

= 0,95), e o número de animais soropositivos por rebanho (d) foi calculado assumindo 

prevalência intra-rebanho de 5% (Clementino et al. 2007). 

No total, foram utilizados 1.134 animais procedentes de 103 propriedades de 17 

municípios da mesorregião do Sertão paraibano (Figura 1).  

O trabalho de campo foi desenvolvido no período de julho de 2010 a julho de 2011. 

As atividades de campo incluíram a colheita de sangue e envio para o Laboratório de 

Doenças Transmissíveis (LDT) do Centro de Saúde e Tecnologia Rural (CSTR) da 

Universidade Federal de Campina Grande (UFCG), em Patos, PB. As amostras de sangue 

foram colhidas de ovinos deslanados adultos, em volumes de 8 ml, pela punção da veia 

jugular com agulha descartável e tubo a vácuo (sem anticoagulante) com capacidade de 8,5 
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mL. Após o dessoramento, o soro foi transferido para microtubos e congelados a -10ºC até a 

realização da prova sorológica. 

Foi aplicado um questionário epidemiológico para obtenção de informações sobre 

problemas reprodutivos, comercialização de animais, participação em exposições, sistema 

de criação e manejo dos animais, principal atividade da propriedade e contato com outros 

animais. Os dados obtidos com os questionários foram utilizados no estudo de fatores de 

risco. 

 A imunodifusão em gel de agar (IDGA) foi à técnica utilizada como prova 

diagnóstica e realizada no Laboratório de Doenças Transmissíveis/CSTR/UFCG. Foram 

utilizados kits produzidos pelo Instituto de Tecnologia do Paraná (TECPAR), sendo a 

técnica realizada de acordo com as instruções do fabricante utilizando-se antígeno de 

lipopolissacarídeos e proteínas de B. ovis, amostra Reo 198. 

Para a análise de possíveis fatores de risco associados à condição de propriedade 

positiva para a infecção por B. ovis foram utilizados os dados colhidos nos questionários 

epidemiológicos. Uma propriedade foi considerada positiva quando apresentou pelo menos 

um animal soropositivo. A análise de fatores de risco foi conduzida em duas etapas: análise 

univariada e análise multivariada. Na análise univariada, cada variável independente foi 

cruzada com a variável dependente, e aquelas que apresentaram valor de p ≤ 0,20 pelo 

teste de qui-quadrado (Zar 1999) foram selecionadas para a análise multivariada, 

utilizando-se a regressão logística múltipla (Hosmer & Lemeshow 2000). O nível de 

significância adotado na análise múltipla foi de 5%. Todas as análises foram realizadas 

com o programa SPSS 20.0 for Windows. 

    

3- RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

De acordo com os dados obtidos no presente trabalho, 20,39% (21/103) das 

propriedades investigadas (Quadro 1) apresentaram pelo menos um ovino  soropositivo 

para B. ovis pelo teste de imunodifusão em gel de ágar. Este resultado quando comparado 

aos dados obtidos por Clementino et al. (2007), 8,59%, revela-se superior, entretanto 

devemos considerar  a mesorregião trabalhada prioritariamente, ou seja, mesorregião do 
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Sertão e a natureza dos animais amostrados (fêmeas em idade de reprodução e machos).  

Em relação a outros estudos conduzidos em diferentes estados da federação, pode-se citar o 

trabalho de Ramos et al. (1966) que encontraram 18,3% das propriedades com animais 

positivos no Rio Grande do Sul, entretanto deve-se mencionar que a técnica utilizada foi 

apenas avaliação clínica dos reprodutores, técnica sujeita a grandes falhas, pois somente 

50% dos reprodutores infectados por B. ovis  apresentam epididimite clínica (Baigún et al. 

2000). No Estado de Alagoas, Pinheiro Junior et al. (2009) verificaram um intervalo de 

frequência  nas propriedades que apresentaram sorologia positiva para infecção por  B. ovis 

variando de 3,2% a 11,8%, inferior ao observado na nossa pesquisa. Souza et al. (2011), no 

Estado da Bahia relatou um percentual de 8,62% (5/58) das propriedades com animais 

soropositivos, dados estes que também ficam abaixo dos resultados verificados neste 

trabalho. Dos dados acima mencionados para os diferentes estados da região Nordeste do 

Brasil, destacada por possuir um considerável efetivo de ovinos deslanados. Fica 

evidenciado o papel da existência de fatores favorecedores a disseminação da infecção.     

Observa-se também que 5,20% (59/1.134) dos animais examinados (Quadro 1) pela 

mesma técnica reagiram positivamente. Na região Nordeste do Brasil, podemos destacar os 

trabalhos conduzidos por Clementino et al. (2007),  encontraram prevalência de  5,67% 

(28/498) de animais sororeagentes  em levantamento soro-epidemiológico da brucelose por 

B. ovis em reprodutores ovinos deslanados do semiárido da Paraíba, e Pinheiro Junior et al. 

(2009), investigando 579 amostras oriundas de 16 rebanhos distribuídos em 23 municípios 

do Estado de Alagoas utilizando a técnica de IDGA, encontraram prevalência de 3,1% de 

animais positivos distribuídos em dez propriedades (43,5%). Os valores percentuais 

observados para as diferentes prevalências, mesmo considerando as diferentes regiões, 

condições de manejo, fatores espaciais e temporais, bem como pelo tipo de amostragem, 

ficaram relativamente próximas, porém inferior ao observado por Azevedo et al. (2004),  

que encontraram prevalência de 11,3% para a ocorrência de anticorpos anti-B. ovis em 

ovinos procedentes de quatro municípios do Estado do Rio Grande do Norte, e Coleto et al. 

(2003), que verificaram 16,25% de animais soropositivos no Estado de Pernambuco. Souza 

et al. (2011) no Estado da Bahia, examinando 694 amostras de soros de ovinos, 

encontraram prevalência de 0,72% (5/694), bem inferior aos dados encontrados nesta 

pesquisa. 
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Quando se analisam outros trabalhos já realizados no Brasil, verificam-se 

resultados diferentes, onde se destaca a pesquisa de Marinho & Matias (1996) no Estado de 

São Paulo, que não encontraram animais reagentes na IDGA entre 850 examinados, e 

Schafer et al. (1997), no Estado de Santa Catarina, que analisaram 20 propriedades e 

também não encontraram animais soropositivos. Entretanto, outros relatos diferem dos 

achados mencionados anteriormente, tais como Magalhães Neto & Gil Turnes (1996), que 

observaram prevalência de 12,6% pela IDGA em carneiros no Rio Grande do Sul, e 

Marques (2006), em Minas Gerais, que verificaram soroprevalência de 5,3% em ovinos e 

29,4% de propriedades com animais soropositivos, revelando assim a disseminação e a 

importância da enfermidade nas diferentes regiões do Brasil para o rebanho ovino e a 

necessidade de um melhor aprofundamento nas práticas sanitárias.  

Analisando-se a situação da enfermidade em outros países (Argentina, México, 

Índia, Canadá e França), percebe-se que a prevalência de animais soropositivos encontrada 

no presente trabalho (5,20%) está dentro da variação observada, de 2,4 a 26% (Niilo et al. 

1986, Tamayo et al. 1989, Chartier 1992, Robles et al. 1993, Sergeant 1994, Torres et al. 

1997).   

Duas situações chamam atenção no presente estudo quando são comparados os 

diferentes relatos. A primeira diz respeito à necessidade da realização periódica de exames 

clínicos e sorológicos nos machos dos rebanhos, visando à detecção e eliminação precoce 

dos animais positivos. Em relação às fêmeas a enfermidade pode se estabelecer de forma 

silenciosa na ausência de sinais clínicos perceptíveis. Entretanto deve-se ficar atento a 

quadros de vaginocervicite e endometrite com consequente infertilidade temporária 

(Homse et al. 1995) e nas fêmeas gestantes, a infecção ocasiona bacteremia a partir da 

segunda metade da gestação, determinando placentite e morte fetal ou nascimento de 

cordeiros com baixo peso e com pneumonia supurativa ou lesões renais e/ou hepáticas que 

impedem a sua sobrevivência (Bosseray 1987).  

No Quadro 2, com relação à análise de fatores de risco, as variáveis selecionadas 

para a análise múltipla (p ≤ 0,20) foram aquisição de animais (p = 0,139), participar de 

feiras e/ou exposições (p = 0,188) e higiene das instalações (p = 0,017). Na análise 

múltipla as variáveis apontadas como fatores de risco foram a aquisição de animais (odds 

ratio = 6,06; IC 95% = 1,39 – 26,48) e a realização de higiene das instalações anualmente 

(odds ratio = 7,13; IC 95% = 1,56 – 32,47), apresentadas no Quadro 3.      
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Uma condição, relacionada ao manejo dos animais nas propriedades, que pode 

contribuir para a diminuição da ocorrência de doenças infecciosas e parasitárias é a 

higienização das instalações, uma vez que esta é uma medida básica recomendada para 

auxiliar no controle de uma série de doenças. No presente trabalho, verificou-se que 

propriedades que realizavam higiene nas instalações com periodicidade anual apresentaram 

50% de positividade, com odds ratio de 7,13. Por outro lado, a frequência de positividade 

em propriedades que realizavam higiene diária e/ou mensal foi de 17,1%. A higienização e 

a limpeza das instalações são importantes na prevenção da disseminação da doença devido 

ao fato das ovelhas infectadas eliminarem a B. ovis junto com as secreções vaginais, a 

placenta e o feto abortado (Libal & Kirkbride 1983, Homse et al. 1995, Estein 1999, Grilló 

et al. 1999), e como as mucosas oral e nasal e a pele ferida são portas de entrada do agente 

(Plant et al. 1986, Alton et al. 1988, Bulgin et al. 1990). Esses materiais, permanecendo nas 

instalações, podem contribuir para a disseminação da infecção nos rebanhos (Clementino 

et al., 2007). 

 Para a brucelose bovina por Brucella abortus a compra de animais é considerada 

como o principal fator de risco para a introdução da infecção em rebanhos livres (Crawford 

et al. 1990), e a intensidade do risco pode variar de acordo com a fonte da compra. No 

presente trabalho, observou-se que a aquisição de animais também foi fator de risco para a 

brucelose ovina, e que propriedades que realizam tal prática apresentaram 27,6% de 

positividade contra 12,8% para aquelas que não realizam a compra, com odds ratio de 

6,06. Isso reforça ainda mais a necessidade de controle do trânsito de animais destinados à 

reprodução, principalmente nos casos de participação em eventos que envolvam a 

aglomeração de animais, como exposições, feiras e leilões, bem como a aquisição apenas 

de animais soronegativos para a brucelose. 

 

4- CONCLUSÃO 

 

Constatou-se que 20,39% das propriedades apresentaram pelo menos um ovino  

soropositivo e que 5,20% dos animais examinados foram soropositivos, sugerindo que o 

agente encontra-se disseminado na região e que há a necessidade de estudos acerca do seu 

isolamento do agente, caracterização da patogenicidade e do impacto econômico nos 



23 
 

rebanhos ovinos. Baseando-se na análise de fatores de risco, recomenda-se a realização de 

diagnóstico da infecção por B. ovis previamente à aquisição de animais e realização 

periódica de higienização das instalações.  
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Legenda da Figura 

 

 

Fig. 1. Estado da Paraíba demonstrando os municípios e respectivos números de 

propriedades rurais utilizadas, na mesorregião do Sertão paraibano. 

 

Os Quadros 

 

Quadro 1. Prevalência de propriedades positivas (focos) e de animais soropositivos para a 

infecção por Brucella ovis em ovinos deslanados do semiárido nordestino segundo o 

município, no período de julho de 2010 a julho de 2011 

Município  

Prevalência por propriedades Prevalência por animais 

Nº. total de 

propriedades 

Nº. de 

propriedades 

positivas (%) 

Nº. total de 

animais 

Nº. de animais 

soropositivos (%) 

Boa Ventura 1 1 (100) 11 3 (27,3) 

Bom Jesus 1 0 (0) 11 0 (0) 

Cacimba de Areia 1 0 (0) 11 0 (0) 

Cajazeiras 12 1 (8,3) 132 2 (1,5) 

Cajazeirinhas 1 0 (0) 13 0 (0) 

Condado 1 0 (0) 11 0 (0) 

Curral Velho 7 1 (14,3) 88 0 (0) 

Diamante 14 5 (35,7) 143 12 (8,4) 

Patos 8 1 (12,5) 101 2 (2,0) 

Paulista 8 4 (50) 88 21 (23,9) 
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Pombal 8 0 (0) 88 0 (0) 

Quixaba 1 1(100) 11 2 (18,2) 

Santa Terezinha 9 0 (0) 110 0 (0) 

São João do Rio do Peixe 14 4 (28,6) 132 9 (6,8) 

São José de Espinharas 1 1 (100) 10 2 (20) 

São José do Bonfim 9 0 (0) 99 3 (3,0) 

Sousa 7 2 (28,6) 75 3 (4,0) 

Total 103 21 (20,39) 1.134 59 (5,20) 
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Quadro 2. Análise univariada dos possíveis fatores de risco associados á infecção por 

Brucella ovis em ovinos deslanados do semiárido nordestino, no período de julho de 2010 

a julho de 2011 

Variáveis 
Nº. total de 

propriedades 
Nº. de propriedades 

positivas (%) Valor de p 

Tipo de Exploração    
      Intensiva 1 0 (0)  
      Semi-intensiva 26 4 (15,4)  
      Extensiva 71 17 (23,9) 0,576 
Tipo de Criação    
      Cria 30 4 (13,3)  
      Recria/engorda 43 11 (25,6)  
      Reprodução 9 2 (22,2)  
      Subsistência 16 4 (25,0) 0,630 
Finalidade da exploração     
      Corte 97 21 (21,6)  
      Mista 1 0 (0) 1,000 
Tamanho do rebanho    
      Até 19 animais 52 12 (23,1)  
      20 ou mais animais 51 11 (21,6) 1,000 
Criação do tipo tecnificada    
      Não 81 17 (21,0)  
      Sim 15 4 (26,7) 0,734 
Principal atividade da 
propriedade 

   

      Não 79 16 (20,3)  
      Sim 18 5 (27,8) 0,530 
Contatos com outros animais    
      Não 44 12 (27,3)  
      Sim 52 9 (17,3) 0,353 
Pastagem nativa    
      Não 2 0 (0)  
      Sim 96 21 (21.9) 1,000 
Suplementação    
      Não 44 12 (27,3)  
      Sim 46 7 (15,2) 0,253 
Aquisição de animais    
      Não 39 5 (12,8)  
      Sim 58 16 (27,6) 0,139* 
Participar de feiras e/ou 
exposições 

   

      Não 88 17 (19,3)  
      Sim 4 2 (50,0) 0,188* 
Práticas vacinais    
      Não 71 15 (21,1)  
      Sim 26 6 (23,1) 1,000 
Vermifuga os animais    
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      Não 11 2 (18,2)  
      Sim 87 19 (21,8) 1,000 
Presença de abortos    
      Não 60 11 (18,3)  
      Sim 32 9 (28,1) 0,413 
Nascimento de crias mortas    
     Não 68 13 (19,1)  
     Sim 25 7 (28,0) 0,522 
Morte de cordeiros nas 
primeiras 24 horas 

   

     Não 70 16 (22,9)  
     Sim 23 4 (17,4) 0,772 
Morte ao desmame    
     Não 78 16 (20,5)  
     Sim 15 4 (26,7) 0,732 
Comportamento homossexual    
     Não 42 7 (16,7)  
     Sim 50 14 28,0) 0,298 
Presença de plantas toxicas    
     Não 32 10 (31,3)  
     Sim 62 11 (17,7) 0,219 
Higienização das instalações    
     Diariamente 35 6 (17,1)  
     Mensalmente 41 7 (17,1)  
     Anualmente 16 8 50,0) 0,017* 
Nascimentos no último ano    
     Até 10 nascimentos     38 7 (18,4)  
     Acima de 10 nascimentos 33 9 (27,3) 0,545 
* Variáveis selecionadas para a análise múltipla (p ≤ 0,20) 

 

 

Quadro 3. Fatores de risco associados á infecção por Brucella em ovinos deslanados do 

semiárido nordestino segundo o município, no período de julho de 2010 a julho de 2011, 

estimados por regressão logística múltipla 

Fatores de risco Odds ratio IC 95% Valor de p 

Aquisição de animais 6,06 1,39 – 26,48 0,017 

Realizar higiene das instalações anualmente 7,13 1,56 – 32,47 0,011 
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RESUMO 

 

No presente trabalho é relatado o primeiro isolamento de Actinobacillus seminis em 

um caprino. Em um rebanho do município de Patos, Estado da Paraíba, região semiárida 

do Brasil, com 70 caprinos e 65 ovinos criados juntos, um reprodutor da espécie caprina da 

raça Moxotó, com quatro anos de idade, apresentou um quadro clínico de orquite e 

epididimite unilateral com consistência firme.  O diagnóstico da infecção por A. seminis foi 

confirmado pela associação dos achados clínicos, isolamento bacteriano e PCR e 

sequenciamento do gene 16S do rRNA. O resultado obtido sugere que A. seminis pode ser 

uma importante causa de infertilidade em caprinos, considerando a possibilidade dos 

ovinos serem fontes de infecção em função do sistema de criação consorciada em algumas 

propriedades permitindo o contato entre ovinos e caprinos na região semiárida do Brasil. 
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1. Introdução 

 

A caprinocultura se caracteriza pela sua grande importância econômica para muitos 

países, incluindo o Brasil, que detém um efetivo de 7.107.608 cabeças, constituindo assim 

uma excelente fonte de carne e leite para os seres humanos. A atividade é de particular 

importância na região Nordeste, onde estão concentrados cerca de 93,7% dos caprinos 

(BRASIL, 2012). Vários são os fatores que influenciam negativamente no crescimento da 

caprinocultura no Brasil, destacando-se os problemas nutricionais e sanitários. Nesse 

contexto, as doenças infectocontagiosas assumem importância, pois são responsáveis por 

elevadas perdas econômicas nos rebanhos. 

A epididimite ovina tem sido relatada como uma das principais causas de prejuízos 

econômicos, pois interfere na fertilidade dos machos infectados, que não são percebidos 

facilmente em criações extensivas devido a falta de informação dos produtores sobre essa 

doença (Gomes et al. 1991). Um dos principais agentes causais é Actinobacillus seminis, 

uma bactéria Gram-negativa da família Pasteurellaceae. Esta infecção se estabelece quando 

os machos ainda jovens alcançam a maturidade sexual, também sendo diagnosticada em 

animais adultos. Sua patogenia é incerta, mas sugere-se que A. seminis seja um 

microorganismo oportunista presente na cavidade prepucial, capaz de colonizar as partes 

profundas do trato genital, ocasionando assim os sinais clínicos (Dibarrat et al., 2006). Um 

dos possíveis fatores predisponentes pode estar associado ao estresse induzido por 

mudanças hormonais durante a maturação sexual ou por deficiências nutricionais, 

ocasionando o desenvolvimento de orquite e epididimite, principalmente em carneiros 

jovens (Hajtós et al., 1987). 

O primeiro isolamento de Actinobacillus seminis foi relatado por Baynes and 

Simmons (1960), na Austrália, no sêmen de ovinos com epididimite. A partir daí, a 

bactéria foi isolada em diversas ocasiões em vários países: USA (Livingston and Hardy, 

1964), África do Sul (Worthington and Bosman, 1968), Nova Zelândia  (Gumbrell and 

Smith, 1974), Hungria (Hajtós et al., 1987), Argentina (Robles et al., 1990), Reino Unido 

(Heath et al., 1991) e na Espanha (Puente-Redondo et al., 2000). No Brasil, existem apenas 

quatro relatos sobre o isolamento de Actinobacillus seminis em ovinos (Schreineret al., 

1992; Gomes et al., 2001;  Gregoryet al., 2009; Bezerra et al., 2012). Até o momento, não 

há relatos de isolamento de A. seminis em casos de epididimite e orquite em caprinos, seja 



36 
 

no Brasil ou em outros países. Este trabalho relata o primeiro isolamento de A. seminis em 

um caprino. 

 

2. Material e métodos 

 

2.1. História do caso 

 

 Durante uma visita a uma propriedade no município de Patos (Fig. 1), Estado da 

Paraíba, região semiárida do Brasil, para exames rotineiros direcionados à esfera 

reprodutiva a fim de verificar problemas diretamente envolvidos com a diminuição dos 

indicadores reprodutivos desse rebanho, observou-se um reprodutor da espécie caprina da 

raça Moxotó, com quatro anos de idade, apresentando um quadro clínico de orquite e 

epididimite unilateral com consistência firme (Fig.2). Nessa propriedade existiam 135 

animais, sendo 70 caprinos e 65 ovinos criados juntos. 

 

2.2. Sorologia para Brucella ovis e Brucella abortus 

 

 Foi feita uma colheita de sangue em todos os animais, por punção da veia jugular, 

para diagnóstico sorológico das infecções por B. ovis e B. abortus. Para B. ovis, foi 

utilizada a técnica de imunodifusão em gel de ágar (IDGA) com kits comerciais 

produzidos pelo Instituto de Tecnologia do Paraná (TECPAR), Brasil, sendo a técnica 

realizada de acordo com as instruções do fabricante, utilizando-se antígeno de 

lipopolissacarídeos e proteínas de B. ovis, amostra Reo 198. Para B. abortus foi utilizado o 

teste do Antígeno Acidificado Tamponado (AAT), cujo antígeno consistiu em uma 

suspensão de B. abortus amostra 1119/3 inativada, produzido pelo Instituto de Tecnologia 

do Paraná (TECPAR), Brasil, na concentração celular de 4% e corado pelo Rosa de 

Bengala (OIE, 2008).  

 

2.3.  O exame bacteriológico 

  

 Do caprino com diagnóstico clínico de epididimite foram realizadas colheitas 

semanais de sêmen por eletro-ejaculação, durante três semanas. Também foram efetuadas 

punções por aspiração com seringas e agulhas descartáveis do testículo e da cauda do 
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epidídimo. As amostras foram semeadas em meios de cultura ágar sangue e ágar Brucella 

enriquecidos com sangue desfibrinado de carneiro na concentração de 5% do volume total. 

Todas as amostras foram incubadas em uma atmosfera contendo 10% de CO2, bem como 

em aerobiose, por um período de cinco dias. As bactérias isoladas foram submetidas às 

provas bioquímicas conforme Krieg & Holt (1984). 

 

2.4. Extração de DNA, PCR 16S rRNA e sequenciamento 

 

 As amostras de sêmen, punção e cultivo foram submetidas à extração de DNA 

utilizando-se Kit comercial “Qiagen DNA EasyBloodandTissues Kit” (Qiagen®), seguindo 

o protocolo do fabricante. 

Para a Brucella sp. o PCR foi realizado utilizando-se os iniciadores dirigidos para a 

região 16S-interespaço 23SrRNA de Brucella spp. (ITS66: 

ACATAGATCGCAGGCCAGTCA e ITS279: AGATACCGACGCAAACGCTAC) (Keid 

et al, 2007.). ITS66 e ITS279 primers são específicos para Brucella spp. e o tamanho 

esperado do produto de amplificação a partir de Brucella é 214 pb. A mistura de reação de 

amplificação foi preparada em um volume de 50 mL contendo 200 uM de cada 

tryphosphate desoxinucleósido, KCl 50 mM, 10 mM de Tris-HCl (pH 9,0), MgCl2 1,5 

mM, 0,5 mM de cada iniciador, 1,5 platina U de polimerase de DNA Taq (Invitrogen, 

Carlsbad, CA, EUA) e 5 ul de ADN molde. A reacção foi realizada em um termociclador 

de DNA (MJ Research DNA PTC motor 200, Watertown, MA, EUA), sem óleo mineral. A 

água ultrapura foi utilizada como controle negativo e a estirpe B. ovis 63/290 como 

controle positivo. Após uma desnaturação inicial a 95 º C durante 2 min, o perfil de PCR 

foi definida como se segue: 30 s de desnaturação modelo a 95 º C, 30 s de primer 

anelamento a 62 º C e 30 s de extensão do primer a 72 º C, para um total de 40 ciclos, com 

uma extensão final a 72 º C por 5 min.  

 Para A. seminis, os primers utilizados foram SRJAS1 

(CTTATCTTTCTTAAGCCCTGAC) e SRJAS2 (AAGAAAAAGACGAAGAGACATT) 

segundo Appuhamy et al. (1998b), amplificando a região 16S do rRNA com 436pb. As 

reações de amplificação foram realizadas em um volume final de 12,5 µL contendo 2,5µL 

de DNA genômico; 0,5 µL de cada primer a 30µM; 2,5 µL de Água Mili-Q ultrapura e 

6,25 µL de Top Taq Master Mix (Quiagen®), de acordo com o protocolo do fornecedor. O 

perfil térmico das etapas de reações foi feito em um termociclador XP Thermal Cycler 



38 
 

(Bioxer Technology CO LTDA), consistindo de uma desnaturação do DNA inicial a 94°C 

(1min) e seguida de 35 ciclos a 94ºC por 30 segundos para a desnaturação, 55ºC por 30 

segundos para o anelamento, 72ºC por 6 minutos para a extensão e extensão final de 1 

minuto a 72°C, de acordo com Appuhamy et al. (1998a).  

Amplified products were analyzed by electrophoresis in a 2% agarose gel and then 

stained with ethidium bromide (0.5 mg/mL). The DNA bands were visualized under UV 

light. 

 As reações de sequenciamento foram realizadas com o kit “The Big Dye 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing” (Applied Biosystems) e as condições de polimerização 

foram realizadas em placas de 96 poços de acordo com as instruções do fabricante. As 

amostras foram sequenciadas pelo método dideoxy terminator em sequenciador automático 

ABI PRISM 3100 Genetic Analyser (Applied Biosystem), com posterior análise de 

identidade utilizando o software Jalview (http://www.jalview.org/).  

 

3. Resultados 

 

 Com relação a sorologia para B. abortus, todos os animais foram negativos no 

AAT. Para B. ovis, cinco ovinos (7.7%) e nove caprinos (12,9%), incluindo o caprino com 

sinais clínicos de orquite e epididimite unilateral, foram soropositivos na IDGA. 

 A partir do material de punção e de sêmen, foram isoladas colônias pequenas (1 a 2 

mm), lisas, brilhantes e sem pigmento. Na coloração de Gram, foram verificadas bactérias 

com morfologia de cocobacilos e Gram negativas.  As amostras foram catalase, oxidase, 

nitrato e esculina positivas e motilidade negativa, produção de ácido em maltose e xilose, 

sem produção de ácido em galactose, lactose, maltose e trealose. As características 

morfotintoriais e bioquímicas permitiram identificá-la como sendo A. seminis 

 A PCR foi negativa para B. ovis, no entanto, foi amplificado DNA de A. seminis a 

partir das amostras de sêmen (isolate SAAS01) colhidas semanalmente. Os produtos 

amplificados das amostras de sêmen que revelaram fragmento do tamanho indicado ao 

descrito para os primers utilizados para A. seminis (Fig. 3), quando sequenciados revelaram 

similaridade de 99% com a região 16S do rRNA de A. seminis. 
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4. Discussão 

 

O isolamento de A. seminis em caprino, com posterior resultado positivo no 

sequenciamento, trata-se do primeiro relato na espécie no Brasil e provavelmente no 

mundo. Um fato que merece destaque diz respeito à criação conjunta de caprinos e ovinos 

na propriedade em questão, situação comum em relação ao sistema de criação no semiárido 

do Brasil, onde frequentemente pode-se encontrar propriedades que adotam a criação 

consorciada de pequenos ruminantes ou bovinos, principalmente quando se trata de 

animais com aptidão para o tipo corte (produção de carne).  A possível participação de 

ovinos como fonte de infecção de A. seminis para caprinos não pode ser descartada, visto 

que o sistema de manejo proporciona o contato entre as espécies.  

Clinicamente, a infecção por A. seminis caracteriza-se por alterações inflamatórias 

crônicas que envolvem o epidídimo e o testículo (Bezerra et al., 2012). Estas alterações 

foram devidamente comprovadas quando da avaliação clinica do reprodutor da espécie 

caprina da raça Moxotó, com quatro anos de idade, que apresentava um quadro clínico com 

orquite e epididimite unilateral com consistência firme. Deve ser destacado que as 

alterações clinicas estão associadas à baixa concentração, baixa motilidade e a não 

viabilidade espermática, além da presença de neutrófilos no sêmen, que comprometem a 

taxa de fertilidade dos reprodutores, e nas regiões onde a doença não foi diagnosticada 

anteriormente, os prejuízos econômicos podem ser ainda maiores. 

 Analisando-se os indicadores de produção, há relatos que revelam deficiências 

sanitárias em relação à criação de pequenos ruminantes na região semiárida do Nordeste do 

Brasil (Pinheiro, 2000), demonstrando assim a necessidade de minimização dos prejuízos 

provocados pelas perdas reprodutivas. Neste particular, destacam-se as características da 

infecção por A. seminis, cujos efeitos não são perceptíveis nem mensuráveis (Gomes et al., 

1991), especialmente em criações extensivas ou por produtores não alertados para a 

importância econômica da doença  (Bezerra et al., 2012).  

O isolamento de A. seminis na espécie caprina se reveste de importância, em função 

do que representa a atividade da caprinoovincultura no contexto da cadeia produtiva e seus 

impactos econômicos para a região semiárida do Nordeste do Brasil, visto que a infecção 

causa infertilidade dos machos infectados e, consequentemente, redução da fertilidade dos 

rebanhos. Diante desta situação, o A. seminis deve ser considerado como um diagnóstico 
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diferencial em casos de epididimite em reprodutores caprinos, especialmente na região 

Nordeste do Brasil, onde a criação consorciada de pequenos ruminantes é um prática 

amplamente adotada e o agente já foi isolado em ovinos (Bezerra et al., 2012).  

Embora o A. seminis predisponha o desenvolvimento de orquite e epididimite 

principalmente em carneiros jovens (Hajtos et al., 1987), no presente trabalho a infecção 

foi confirmada em um reprodutor adulto da espécie caprina, o  que permite supor que a 

infecção também está disseminada entre os reprodutores adultos, o que dificulta o controle 

principalmente na ocorrência de empréstimos de reprodutores entre os produtores e a 

comercialização sem os devidos cuidados sanitários na região. 

O diagnóstico diferencial visando identificar o agente nos casos de orquite e 

epididimite deve ser fundamentado no diagnostico clinico, anatomopatológico, e 

principalmente no isolamento do agente causal (Sponemberg et al., 1983).  Exames 

sorológicos não tem demonstrado resultados satisfatórios, e um fato que chamou atenção 

no presente trabalho foi o resultado positivo do caprino na prova de IDGA, utilizando 

antígeno de B. ovis, prova utilizada para o diagnostico da brucelose ovina, o que levanta a 

possibilidade de ocorrência de caprinos soropositivos para B. ovis quando infectados por A. 

seminis. No entanto, Gomes et al. (2001) e Gregory et al. (2009) isolaram A. seminis de 

ovinos, e os animais foram negativos na pesquisa de anticorpos anti-B. ovis na IDGA.  
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Legendas das figuras: 

 

Fig. 1. Localização espacial do município de Patos, Estado da Paraíba, Nordeste do Brasil. 

 

Fig. 2. Caprino Moxotó de quatro anos de idade apresentando sinais clínicos de orquite e 

epididimite unilateral. 
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CONCLUSÕES 

 

 

- Constatou-se que 20,39% das propriedades apresentaram pelo menos um ovino 

soropositivo e que 5,20% dos animais examinados foram soropositivos para Brucella ovis, 

sugerindo que o agente encontra-se disseminado na região e que há a necessidade de 

estudos acerca do seu isolamento do agente, caracterização da patogenicidade e do impacto 

econômico nos rebanhos ovinos.  

- Baseando-se na análise de fatores de risco, recomenda-se a realização de diagnóstico da 

infecção por B. ovis previamente à aquisição de animais e realização periódica de 

higienização das instalações. 

- Em relação ao isolamento de A. seminis em caprino, com posterior resultado positivo no 

sequenciamento, trata-se do primeiro relato na espécie no Brasil e provavelmente no 

mundo. A possível participação de ovinos como fonte de infecção de A. seminis para 

caprinos não pode ser descartada, visto que o sistema de manejo proporciona o contato 

entre as espécies.  

 

- O isolamento de A. seminis na espécie caprina se reveste de importância, em função do 

que representa a atividade da caprinoovincultura no contexto da cadeia produtiva e seus 

impactos econômicos para a região semiárida do Nordeste do Brasil. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



47 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ANEXOS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



48 
 

 

 

 

 

 

 



49 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



50 
 

 

 

 

 



51 
 

 

 

 



52 
 

 

 



53 
 

 

 

  



54 
 

 

 

 

  



55 
 

 

 

 



56 
 

 

  

 

 



57 
 

 
 

  

 



58 
 

 

 

  

 



59 
 

 

  



60 
 

 

  

 



61 
 

 


