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RESUMO zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

FIGUEIREDO, S. M. Brucelose porzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Brucella ovis em ovinos deslanados no Semi-Arido da 

Paraiba: sorologia, bacteriologia e Reacao em Cadeia pela Polimerase. Patos, UFCG 2007 28p 

(Monografia - Curso de Medicina Veterinaria, Medicina Veterinaria Preventiva e Saude Animal). 

Foi realizado um trabalho para isolamento dezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Brucella ovis em ovinos deslanados no semi-arido da 

Paraiba. Este foi dividido em duas fases: na fase I, realizada no Matadouro Publico de Patos-PB, 

foram colhidas 64 amostras de testiculos, epididimos, glandulas vesiculares e ampolas do ducto 

deferente de carneiros e 16 uteros e/ou placentas de animais com ou sem alteracoes clinicas 

sugestivas de infeccao por B. ovis; na fase II, foram visitadas 21 propriedades com historico de 

sorologia positiva para B. ovis, onde foram colhidas amostras de semen. Nas duas fases, foram 

colhidas amostras de sangue dos animais. Foram realizados cultivo microbiologico, sorologia para B. 

ovis pela tecnica de imunodifusao em gel de agar (IDGA), sorologia para B. abortus pela tecnica do 

antigeno acidificado tamponado (AAT) e Reacao em Cadeia pela Polimerase (PCR) utilizando 

primers genero-especificos. Nas fases I e II, 6 (8%) e 1 (3%) animais foram soropositivos na IDGA, 

respectivamente. Nao foram encontrados animais soropositivos para B. abortus. Colonias sugestivas 

de B. ovis foram isoladas de swab vaginal de uma ovelha soropositiva e DNA de Brucella spp. foi 

detectado em pool de amostras dos animais soropositivos. 

PALAVRAS-CHAVE: Brucella ovis, ovinos, isolamento. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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ABSTRACT zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

FIGUEIREDO, S. M. Brucelosis forzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Brucella ovis in sheep from Semi-Arid of Paraiba. Brazil: 

serology, bacteriology and Polymerase Chain Reaction. Patos, UFCG 2007 28p. (Monograph-

Veterinary Medicine, Preventive Veterinary Medicine and Animal Health). 

A work aiming to isolatezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Brucella ovis in sheep from semi-arid of Paraiba was conducted. It was 

divided in two phases: in phase I, accomplished at the Public Slaughterhouse of Patos-PB, 64 

testicles, epididymides, vesicular glands and ampullae samples and 16 uterus and/or placental 

samples from animals with or without clinical alterations suggestive of B. ovis infection were 

collected. In phase II, 21 herds with previous relate of seropositivity for B. ovis were visited. In both 

phases, blood samples were collected. It were accomplished microbiological culture, serology for B. 

ovis by agar gel immunodifusion test (AGID), serology for B. abortus by Rose Bengal Test (RBT) 

and Polymerase Chain Reaction using genus-specific primers. In phases I and 11, 6 (8%) e 1 (3%) 

animals were seropositive in AGID test, respectively. There were no seropositive animal for B. 

abortus. B. ovis sugestive colonies were isolated of vaginal swab from a seropositive ewe and 

Brucella spp. DNA was detected in pool of samples from the seropositive animals. 

KEY WORDS: Brucella ovis, sheep, isolation. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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1. INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

0 rebanho ovino brasileiro e de 14 milhoes de cabecas, das quais, 48,14% (6.617.980) 

estao na regiao Nordeste. Do efetivo ovino nordestino, 6,53% (438.430) encontram-se na 

Paraiba (IBGE, 1998). Grande parte das criacoes nordestinas de ovinos e apenas de 

subsistencia, constituindo-se numa atividade de fundamental importancia social e economica, 

onde a producao de ovinos representa uma alternativa alimentar e de renda para os pequenos 

produtores rurais, contribuindo de forma significativa para a fixacao do homem no campo 

(LEITE, 2003). 

As racas deslanadas como a Santa Ines, Morada Nova e Somalis sao as mais 

representativas no nordeste do pais, devido a sua adaptacao a regiao e seu desempenho 

produtivo satisfatorio (BARROS et al., 2003). Deve-se ressaltar tambem a existencia de 

produtores, na Paraiba, que trabalham com a selecao de animais da raca Santa Ines de alto 

padrao genetico e valor economico, chegando a serem vendidos reprodutores da regiao por 

mais de 180 mil reais (O BERRO, 2003). 

A mortalidade perinatal de cordeiros e urn dos fatores que limitam a eficiencia 

biologica e economica dos sistemas de producao ovina em todo o mundo, sendo suas causas 

inumeras e variaveis, de rebanho para rebanho (RADOSTITS et al., 2002). Dentre os fatores 

responsaveis pela baixa produtividade no rebanho caprino e ovino, uma parcela de 10% tern 

sido atribuida ao abortamento, cujas principals causas sao de origem sanitaria e nutricional 

(SILVA et al., 1983). Na Paraiba, Clementino (2004 - comunicacao pessoal), relatou que em 

media 39% dos criadores de ovinos relataram a ocorrencia de abortamento, natimortidade e 

mortalidade de cordeiros na primeira semana pos-parto. 

Apesar de nao existirem, ate o momento, estudos sobre as causas de abortamento e 

mortalidade perinatal em ovinos nos estados nordestinos, a brucelose ovina porzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Brucella ovis 

deve ser considerada uma das possiveis causas destes acontecimentos, uma vez que esta 

doencaja foi relatada no Rio Grande do Norte (AZEVEDO et al., 1999; SILVA et al., 2003, 

Pernambuco (COLETO et al., 2003), e ate na Paraiba (MEDEIROS, 2003; CLEMENTINO, 

2005). 

A brucelose ovina e uma doenca infecciosa cronica dos ovinos causada pela B. ovis e 

caracterizada por varios graus de epididimite e orquite em carneiros; placentite, aborto e 

elevada mortalidade de cordeiros (NIILO et al., 1986; HOMSE et al., 1995; BAIGUN et al., 

2000), tendo sido descrita em praticamente todos os paises onde se explora a ovinocultura, 

sendo considerada uma das principals causas de perdas reprodutivas desta especie animal, 
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advindas da reducao da fertilidade dos rebanhos (PINOCHET et al., 1987; HOMSE et al., 

1995). 

O generozyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Brucella e composto por coco-bacilos gram-negativos, aerobicos, nao 

capsulados, imoveis e nao formadores de esporos. Apesar de serem aerobicos, algumas 

especies exigem uma atmosfera com 5 a 10% de C02 , bem como meios especiais de 

crescimento. Apresentam 0,5-0,7 pm de diametro e 0,6-1,5 piva de comprimento. Seis especies 

sao bem definidas: B. abortus, B. canis, B. melitensis, B. neotamae, B. ovis e B. suis, sendo 

divididas em biotipos (B. melitensis - 3 biotipos; B. abortus - 9 biotipos e B. suis - 4 biotipos) 

- (ALTON et al., 1988; OIE, 2004). 

A B. ovis infecta de forma natural exclusivamente a especie ovina (HOMSE et al., 

1995), sendo o macho mais suscetivel que a femea (TAMAYO et al., 1989), existindo ainda 

diferenca de suscetibilidade entre racas importadas e nativas (FICAPAL et al., 1998). O 

semen constitui a mais importante via de eliminacao deste agente (BURGESS et al., 1982; 

WORTHINGTON et al., 1985; PLANT et al., 1986; BULGIN, 1990b; PAOLICCHI & 

LUQUEZ et al., 1993), sendo eliminado de forma intermitente (WORTHINGTON et al., 

1985; PAOLICCHI & LUQUEZ et al., 1993) e por periodos prolongados, chegando a 80 

semanas pos infeccao (PAOLICCHI & LUQUEZ et al., 1993), sendo isolado, inclusive, do 

semen de carneiros soronegativos (BULGIN, 1990a). 

Os ovinos sao susceptiveis a B. ovis, que causa aborto no terceiro ou quarto mes de 

gestacao (LYRA, 1984), artrites e epididimites, sendo esta ultima uma das principals causas 

de infertilidade em carneiros (KATOCH et al., 1996; MARINHO & MATHIAS, 1996; 

PINOCHET et al., 1987; SCHAFER et al., 1997), nao sendo, no entanto, patogenica para o 

homem (COELHO et al., 1995/ 

As lesoes produzidas pela B. ovis ocorrem no aparelho reprodutor como epididimo 

aumentado de volume e endurecido, tunicas escrotais engrossadas e testiculos geralmente 

atrofiados (SCHAFER et al., 1997). A contaminacao de pastos e instalacdes pode ser 

responsavel pela infeccao. A bacteria penetra no organismo dos animais susceptiveis atraves 

das mucosas digestiva, peniana, retal, vaginal, conjuntival e pele lesada (OIE, 2004; LYRA, 

1984), podendo permanecer nestes por um mes, devido a propriedade de resistir a destruicao 

intrafagocitaria, multiplicando-se lentamente. Apos multiplicacao nos ganglios regionais, as 

brucelas invadem os vasos linfaticos regionais e dai o ducto toracico e a corrente sanguinea. 

Disseminadas dessa maneira elas, eventualmente, vao se localizar em diferentes orgaos, tais 

como ubere, utero, baco, figado e orgaos genitais do macho. Nas femeas, localizam-se 

particularmente no utero prenhe, causando aborto (REDWOOD & CORBEL, 1983). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

izyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA l  



O diagnostico da infeccao porzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA B. ovis tem sido feito, predominantemente. atraves de 

testes sorologicos, sendo que outros autores recomendam que o historico do rebanho e o 

quadro clinico tambem sejam levados em consideracao ao se interpretar o resultado dos testes 

sorologicos (MARINHO & MATHIAS, 1996). 

Dentre as varias provas utilizadas no diagnostico da brucelose ovina, destacam-se a 

fixacao de complemento, o teste de imunodifusao em agar gel e o teste de ELISA indireto 

(HILBINK et al., 1993; KUMAR et al., 1997; WEST et al., 1993). Alguns trabalhos 

realizados indicam uma maior capacidade de deteccao do teste de ELISA indireto em relacao 

as provas de fixacao de complemento e imunodifusao em agar gel (WORTHINGTON et al., 

1984; WORTHINGTON et al., 1985; KUMAR et al., 1997), no entanto, a reacao de fixacao 

de complemento e a que apresenta resultados mais regulares e mais constantes (BURGESS & 

NORRIS, 1982; MARINHO & MATHIAS, 1996). 

Em nosso meio, a tecnica mais frequentemente utilizada e a imunodifusao em agar gel 

(MYERS et al., 1972). Este teste apresenta sensibilidade e especificidade aceitaveis, sendo de 

facil execucao e interpretacao, diferentemente das tecnicas de ELISA indireto e fixacao de 

complemento, que sao extremamente laboriosas e exigem a disponibilidade constante de 

reagentes altamente labeis (MARINHO & MATHIAS, 1996). 

Worthington et al. (1984), investigando ovinos na Nova Zelandia, em condicoes 

experimentais, demonstraram, para as provas de fixacao de complemento, ELISA indireto e 

imunodifusao em agar gel, as sensibilidades de 96,3; 97,2 e 91,7% e as especificidades de 

99,3; 98,6 e 100%, respectivamente. 

Na maioria das vezes, para se confirmar um surto por B. ovis, e necessario isolar o 

agente para esclarecer a causa. Previamente ao isolamento, deve-se proceder a observacao 

direta do agente, que pode ser feita atraves da tecnica de Ziehl-Neelsen modificada (WEST et 

al., 1993). A bacteria pode ser isolada de semen, de secrecoes vaginais de ovelhas que 

abortaram, de placenta ou de fetos abortados. Neste ultimo caso, o material de eleicao para o 

isolamento e o conteudo do abomaso. As brucelas sao bacterias exigentes, embora nao 

apresentem dificuldades para seu isolamento e cultivo. A B. ovis exigezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA CO2 para crescimento; 

assim, deve-se proceder ao isolamento em atmosfera contendo 10% de CO2 (MOLNAR et al., 

1997; WEST et al., 1993; PAOLICCHI & LUQUEZ, 1993; WORTHINGTON et al., 1985). 

O agente cresce bem em agar-sangue e em outros meios enriquecidos, mas frequentemente e 

necessario usar meios seletivos, por exemplo, contendo antibioticos (polimixina, bacitracina). 

Pode-se recorrer tambem a inoculacao experimental em cobaia, eventualmente coelho e 

camundongo (MOLNAR et al., 1997). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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A epididimite dos carneiros produzida porzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA B. ovis tern sido descrita praticamente em 

todos os paises onde se explora esta especie animal (PINOCHET et al., 1987). 

Recentemente, na provincia de Buenos Aires, Argentina, foi identificada uma elevada 

percentagem de carneiros excretando B. ovis pelo semen, com evidencias sorologicas e em 

muitos casos sem sinais clinicos genitais (PAOLICCHI & LUQUEZ, 1993). 

Kumar et al. (1997), investigando 225 ovinos na regiao de Punjab na India, constatou 

uma prevalencia de 7,26 e 18,33% atraves dos testes de fixacao do complemento e ELISA 

indireto. respectivamente. 

No Brasil a doenca foi descrita pela primeira vez em 1966 no Rio Grande do Sul 

(RAMOS et al., 1966), que detectaram epididimite clinica em 6,5% de 3.317 carneiros 

estudados. Em seguida, trabalhos de investigacao sorologica foram publicados, mostrando 

que a infeccao esta difundida em varios estados do pais, com prevalencias variando de cinco a 

35% (BOBLEL et al., 1972; MAGALHAES-NETO & GIL-TURNES, 1996; AZEVEDO et 

al., 1999; COLETO et al., 2003; MEDEIROS, 2003; SILVA et al., 2003; NOZAKI et al.. 

2004; CLEMENTINO, 2005). Alem disso, nao existem, no pais, relatos comprovando o 

isolamento da B. ovis. 

Tendo em vista que a infeccao por B. ovis ja foi identificada atraves de varios testes 

sorologicos em varios estados brasileiros e que, apesar da infeccao por esta bacteria fazer 

parte do Programa Nacional de Sanidade Caprina e Ovina (PNSCO) do Ministerio da 

Agricultura Pecuaria e Abastecimento (BRASIL, 2004), nao ha relatos, no Brasil, 

comprovando o isolamento da B. ovis , portanto, foi estruturado o presente trabalho, para 

tentar isolar esta bacteria no semi-arido da Paraiba, uma vez que ja ha relatos sorologicos da 

sua presenca no estado (CLEMENTINO, 2005). 

2.zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA MATERIAL E METODOS 

2.1. Local do trabalho 

O trabalho de campo foi realizado no Matadouro Publico de Patos-PB, e em 

propriedades localizadas nas mesorregioes do Sertao Paraibano e Borborema com sorologia 

positiva para B. ovis, conforme dados apresentados no trabalho de Clementino (2005). Foram 

coletadas 115 amostras de soro sanguineo de animais, sendo 80 provenientes do Matadouro 

Publico de Patos-PB e 35 das propriedade visitadas. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Os trabalhos laboratoriais foram feitos no Laboratorio de Doencas Transmissiveis 

(LDT) do Centro de Saude e Tecnologia Rural (CSTR) da Universidade Federal de Campina 

Grande - PB (UFCG) em Patos. 

Amostras suspeitas foram enviadas para tipificacao na Faculdade de Medicina 

Veterinaria e Zootecnia (VPS/FMVZ/USP) de Sao Paulo. 

2.2.zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Tamanho da amostra 

Fase I: Realizada com animais provenientes do Matadouro Publico de Patos-PB. Foi 

utilizada uma amostragem nao probabilistica totalizando 80 amostras, sendo 64 carneiros e 16 

ovelhas. 

Fase II: Realizada em propriedades com sorologia positiva parazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA B. ovis. Neste caso, 

foram utilizadas 21 das 25 propriedades, identificadas por Clementino (2005) com historico 

de sorologia positiva para B. ovis, sendo 17 na mesorregiao do Sertao Paraibano e oito na 

mesorregiao da Borborema, nos municipios apresentados na Figura 1. Em cada propriedade, 

foram examinados os carneiros reprodutores, que apresentavam sorologia positiva 

identificados por Clementino (2005), ou na ausencia destes, animais que tiveram contato 

direto e/ou indireto com os animais soropositivos. 

-38' -35* zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Vi st a Patos 

Figura 1: Mapa das regioes visitadas durante o projeto para a colheita do material (semen e 

soro sanguineo) para isolamento e sorologia de B. ovis. 
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2.3. Obtencao do material 

2.3.1. Animais zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Foram utilizados ovinos deslanados com e sem raca definida provenientes do 

Matadouro Publico de Patos - PB e de propriedades com sorologia positiva parazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA B. ovis, 

conforme dados apresentados por Clementino (2005). 

2.3.2. Procedimentos de campo 

2.3.2.1. Fase I - Realizada no Matadouro Publico de Patos-PB 

A cada 15 dias eram feitas visitas ao matadouro e realizada uma inspecao dos 

carneiros a serem abatidos. Os animais nao castrados que apresentaram alguma alteracao do 

conteudo escrotal foram marcados e, no momento da evisceracao, foram coletados os 

testiculos e epididimos. Quinzenalmente eram coletadas amostras de quatro carneiros com 

alteracoes dos orgaos do conteudo escrotal, na ausencia destes, de animais sem alteracoes 

escrotais. 

O mesmo procedimento foi realizado com as femeas, das quais foram coletados o 

utero e/ou placenta, priorizando-se as que estavam apresentando corrimento vaginal. 

Todo o material coletado era colocado em recipiente esteril, acondicionado em isopor 

com gelo e enviado ao LDT/CSTR/UFCG onde foi processado. 

Tambem foi colhido o sangue destes animais, o que se realizou por puncao da veia 

jugular com seringas descartaveis. O sangue foi transferido para frascos estereis, os quais 

foram enviados para o LDT/CSTR/UFCG, onde foi realizado o dessoramento e o 

congelamento das amostras a 20°C negativos, ate o momento dos exames. 

2.3.2.2. Fase II - Realizada nas propriedades com sorologia positiva parazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA B. ovis 

Nestas propriedades foram feitos exames clinicos do trato reprodutivo dos carneiros 

reprodutores que apresentaram sorologia positiva na avaliacao realizada por Clementino 

(2005). Na ausencia destes animais foram utilizados carneiros que tiveram contato direto ou 

indireto com os soropositivos. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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A avaliacao clinica do conteudo escrotal e a coleta de semen por eletroejaculacao 

seguiram a metodologia descrita por Dirksen et al., (1993). 

Para a tentativa de isolamento dazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA B. ovis, uma aliquota do semen foi coletada em 

recipiente esteril. Tambem foram coletados swabs do colo uterino de ovelhas que 

apresentavam corrimento vaginal no momento da visita, que tivessem abortado e/ou placenta 

e fetos abortados. 

Do total de animais trabalhados nesta fase, foram colhidas amostras de sangue para 

sorologia (Tabela 2). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Tabela 2 - Data e niimero de amostras coletados no matadouro publico de Patos para 

tentativa de isolamento de B. ovis. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

DATA DAS N° DE QUANT. DE AMOSTRAS TRABALHADAS 

COLETAS ANIMAIS GLANDULA UTERO/ 
VESICULAR A M POL A EPIDIDIMO TESTICLLO PLACENTA 

16/09/05 06 05 05 05 05 01 
30/09/05 05 04 04 04 04 01 
28/10/05 05 04 04 04 04 01 
18/11/05 05 03 03 03 03 02 
25/11/05 07 06 06 06 06 01 
16/12/05 05 04 04 04 04 01 

10/02/06 11 08 08 09 09 02 

24/02/06 09 08 08 07 07 01 

28/04/06 11 09 09 09 09 02 

05/05/06 10 08 08 08 08 02 

12/05/06 06 04 04 04 04 02 

T O T A L 80 64 64 64 64 16 

2.4. Procedimentos laboratoriais 

Os procedimentos de laboratorio consistiram de: preparo dos meios de cultura para 

isolamento da B. ovis e todos os procedimentos necessarios para sua identificacao e realizacao 

dos testes de imunodifusao em gel de agar para diagnostico da infeccao por B. ovis e AAT 

para deteccao de infeccao por Brucella lisa. 

2.4.1. Meio de culturazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Agar-Brucella sangue 

Esse meio, a base de Agar-Brucella, e especifico para o crescimento de Brucelas. O 

seu preparo seguiu a indicacao do fabricante, sendo adicionado sangue desfibrinado de zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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carneiro na concentracao de 5% do volume total do meio e o suplemento antibiotico 

comercial VCN* para tornar o meio mais seletivo. 

O meio foi distribuido em placas de Petri e, apos a solidificacao, acondicionado a 4°C. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

2.4.2. Prova de Soroaglutinacao rapida com Antigeno Acidificado (Card Test) 

E uma prova qualitativa e nao quantitativa, pois nao determina a concentracao de 

anticorpos no soro. Nesta reacao participam as IgM e as IgG-1. O antigeno (Brucela lisa) 

utilizado, e corado com rosa bengala e acidificado (pH 3,65) o qual inativa as lgG-2. A leitura 

indica a presenca ou ausencia de IgG, pois somente esta classe de imunoglobulinas e capaz de 

reagir com este antigeno em funcao do pH baixo. Foi utilizado antigeno proveniente do 

lnstituto de Tecnologia do Parana (TECPAR). 

2.4.3. Teste de imunodifusao em gel de agar (IDGA) 

0 teste foi executado de acordo com a metodologia descrita por Worthington et al. 

(1984), onde foi utilizado Agar Noble (Difco) na proporcao de 1% em solucao salina 0,85% 

esteril. As laminas permaneceram em uma camara umida sob temperatura ambiente, durante 

72 horas e as leituras foram feitas com intervalo de 24 horas. 

A interpretacao do resultados dar-se-a pela observacao de linhas de precipitacao, 

agregacao de antigenos e anticorpos, a qual forma-se entre os pocos do antigeno e dos soros 

testados, a nao formacao desta linha implica na negatividade do animal pelo soro 

representado. 

2.4.3.1. Antigeno e soros controles 

Foi utilizado antigeno, que consiste de proteinas e lipopolissacarideos extraidos da 

bacteriazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA B. ovis, amostra Reo 198, e soros padroes positivo e negative provenientes do 

lnstituto de Tecnologia do Parana (TECPAR). 

* Produto foniecido pelo LABORCI.IN zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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2.4.4. Teste de reacao de polimerase em cadeia (PCR) zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Os testes foram realizados no Laboratorio de Biologia Molecular e Sorologia 

(LABMAS) do VPS/FMVZ/USP este foi desenvolvido de acordo com a metodologia descrita 

por Richtzenhain et al. (2002). 

2.4.4.1. Protocolo de extracao do DNA de amostras de homogeneizados de orgaos ovinos 

O volume de amostra utilizado para extracao de acido nucleico foi de 500 uL sendo 

a extracao realizada da seguinte maneira: 

A. Lavagem da amostra: transferir 500uL para um microtubo, adicionar 500uL de 

tampao Tris-EDTA (TE) pH 8,0 (Tris-HCl pH 8,0 lOmM; EDTA 25mM, pH 

8,0), agitar por 10 segundos em vortex, centrifugar a 13.000g por 15 minutos, 

descartar o sobrenadante. Adicionar novamente 500uL de TE e repetir o 

procedimento mais uma vez. 

B. Terminada a lavagem, suspender o sedimento obtido em 400uE de solucao de 

lise (Tris-HCl pH 8,0 lOmM; NaCl lOOmM; EDTA 25mM, pH 8,0; Dodecil 

Sulfato de Sodio SDS 1%; lOuL Proteinase K a 20mg/mL); 

C. lncubar em termobloco (Thermomixer Comfort 5355 Eppendorf, Germany) a 

37°C por 24 horas sob agitacao por 15 segundos a 1400g, a cada 15 minutos; 

D. Adicionar 500uE de fenol; 

E. Agitar por 10 segundos em vortex; 

F. Centrifugar 13.000g por 5 minutos; 

G. Transferir a fase aquosa para um novo microtubo de 1500uL; 

H. Adicionar igual volume de fenol-cloroformio; 

I. Agitar por 10 segundos em vortex; 

J. Centrifugar 13.000g por 5 minutos; 

K. Transferir a fase aquosa para um novo microtubo de 1500uL; 

L. Adicionar igual volume de propanol puro; 

M. Homogeneizar por inversao e manter a -20°CzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA overnight, 

N. Centrifugar a 13.000g por 30 minutos; 

O. Descartar o sobrenadante por inversao e adicionar lOOOuL de etanol 70% a 

5°C; 



P. Agitar por 10 segundos em vortex; 

Q. Centrifugar a 13. OOOg por 3 0 minutos; 

R. Descartar o sobrenadante por inversao; 

S. Secar o sedimento em termobloco sem agitacao a 56°C por 10 minutos; 

T. Adicionar 30uL de TE pH 8,0 (Tris-HCl 10 mM pH 8,0; ImM EDTA pH 8,0); 

U. Incubar em termobloco sem agitacao a 56°C por 30 minutos; 

V. Estocar a -20 °C ate realizacao da amplificacao zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

2.4.4.2. Condicoes de Amplificacao de Acidos Nucleicos 

Foram empregadoszyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA primers ITS66 (5' ACATAGATCGCAGGCCAGTCA 3') e 

ITS279 (5' AGATACCGACGCAAACGCTAC 3'), direcionados a regiao interespacadora 

(ITS) do gene codificador do RNA ribossomal dezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA Brucella.. Os primers 1TS66 e ITS279 

amplificam um fragmento de 214bp e sao especificos para bacterias do genero Brucella. 

A reacao de amplificacao foi realizada num volume de 50 uL, contendo: 200 uM de 

cada nucleotideo (dCTP, dATP, dGTP, dTTP), tampao de reacao 10X (500mM KC1; 200mM 

Tris-HCl, pH 8.4), 0,5uM de cada primer, l,5mM de MgCh 1,5 Unidades de Platinum Taq 

DNA Polimerase (Invitrogen, Carlsbad, California, USA), 5 uL de DNA extraido (amostra) e 

agua ultra pura. 

O ciclo empregado foi realizado nas seguintes condicoes: aquecimento inicial a 95°C 

por dois minutos, 40 ciclos de 95°C por 30 segundos, 62°C por 30 segundos, 72°C por 30 

segundos e aquecimento final a 72°C por cinco minutos. O termociclador utilizado foi da 

marca MJ Research PTC-200 DNA Engine Version 3.0, Massachusetts, USA. 

Foram realizadas duas amplificacoes subseqiientes, nas mesmas condicoes, para 

aumentar a sensibilidade da reacao, por se tratar de um pool de amostras. 

A analise do produto amplificado foi realizada atraves da tecnica de eletroforese em 

gel de agarose a 2,0% (p/v), em cuba horizontal com tampao de corrida TBE 0,5X (0,045M 

Tris-borato e 1ml EDTA, pH 8,0). O gel foi submetido a voltagem constante de 6-7 V / cm. A 

imersao do gel numa solucao de brometo de etidio a 0,5 ug/mL durante 20 minutos e 

posterior observacao em transiluminador ultravioleta possibilitou a visualizacao das bandas 

(SAMBROOK et al., 1989). Estas foram comparadas com um padrao de peso molecular que 

possuia fragmentos multiplos de 100 pares de bases. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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Foram consideradas positivas as amostras que apresentaram produto amplificado de 

214 bp (Figura 2). zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Figura 2: Foto da extracao do DNA de amostras de homogeneizados de orgaos ovinos. 

2.4.5. Isolamento e identificacao dazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA B. ovis 

Para o isolamento, as amostras foram semeadas em placas de Petri contendo Agar-zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Brucella sangue enriquecido com antibioticos. Posteriormente, as placas foram incubadas a 

37°C durante cinco dias, em uma atmosfera de 10% dezyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA CO2. As placas foram observadas 

diariamente para verificacao do crescimento bacteriano. As colonias crescidas passavam por 

uma triagem atraves da confeccao de esfregacos e sua coloracao atraves da tecnica de Ziehl 

Neelsen modificada (OIE, 2004). 
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3. RESULTADOS zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Os resultados obtidos a partir das amostras de soro de ovinos submetidas a 

Prova de soroaglutinacao rapida com Antigeno Acidificado apresentou 100% de negatividade 

parazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA B. abortus. 

Uma amostra de utero (73) colhida no matadouro publico de Patos-PB apresentou 

crescimento de colonias com caracteristicas morfotintoriais compativeis com B. ovis, o 

mesmo animal apresentou IDGA positivo para esta bacteria e A AT negativo para B. abortus. 

Esse material foi enviado, juntamente com outras amostras (08, 60, 62, 67, 79 e A102) que 

apresentaram sorologia positiva para B. ovis, porem sem crescimento microbiano, para a 

realizacao de PCR, o qual deu positivo para o genero Brucella. 

Destas, 6 (8%) e 1 (3%), respectivamente foram positivos para IDGA como 

observados nos graficos 1 e 2 e Tabela 1. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

(74) 92.5% 

(6) 7,5% 
• positivo cinegativo 

Grafico 1: Resultado das amostras de soros sanguineos de animais provenientes do 

Matadouro Publico de Patos-PB, submetidos ao teste de IDGA para B. ovis. 

(34) 97% 

(1)3% 

• positivo • negativo 

Grafico 2: Resultados dos exames das amostras de soros sanguineos de animais provenientes 
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Tabela 1zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA - Resultado ao teste sorologico IDGA parazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA B. ovis realizado durante o projeto feito 

no Matadouro Publico de Patos - PB e nas propriedades visitadas, Patos, 2006. 

IDGA MATADOURO PROPRIEDADES TOTAL DE AMOSTRAS 

SEXO SEXO 

M F M F 

POS zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA4 (5%) 2 (2,5%) 1 (3%) 0 (0%) 7 (6,08%) 

NEG 60(75%) 14(17,5%) 18(51%) 16 (46%) 108 (93,92%) 

TOTAL 80 (100%) 35 (100%o) 115 (100%>) 

Durante as visitas as propriedades foram colhidas 19 amostras de semen dos 

reprodutores atraves de eletroejaculador (Tabela 4) sendo posteriormente confeccionadas 

laminas para coloracao de Ziehl-Nielsen e tambem semeio em meios de cultivo para tentativa 

de isolamento de B. ovis, nao sendo observado nenhum crescimento bacteriano com 

caracteristicas morfotintoriais semelhantes ao agente pesquisado. 

Tabela 3 - Data e numero de amostras de semen colhidas nas propriedades da mesorregiao do 

Sertao Paraibano no periodo de marco a junho de 2006. 

DATA DAS AMOSTRAS DE SEMEN/N° DE AMOSTRAS 

COLETAS 111111111:: 17/03/06 09 

16/05/06 04 

25/05/06 04 

09/06/06 02 

TOTAL 19 

Em apenas uma propriedade o reprodutor foi o mesmo utilizado por Clementino 

(2005) em seu inquerito soroepidemiologico pavaB. ovis. 

4. DISCUSSAO 

Neste estudo nao se observou nenhum animal reagente a prova de Antigeno 

Acidificado Tamponado (AAT) para B. abortus. Resultados semelhantes foram observados 

por Marinho & Mathias (1996), no Estado de Sao Paulo. 

Das 25 propriedades pesquisadas por Clementino (2005), que apresentaram animais 

reagentes a IDGA (teste de triagem), sendo assim consideradas como propriedades foco, foi 

encontrado apenas um reprodutor remanescente desta epoca. Desse modo houve 
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comercializacao e/ou movimentacao destes animais, o que representa um dado de importancia 

epidemiologica, haja vista que sao animais considerados fontes de infeccao e que podem estar 

difundindo esta doenca em outros rebanhos. 

Os resultados obtidos revelaram 7/115 (6,09%) amostras positivas a IDGA parazyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA B. 

ovis, sendo 2 (28,57%) em femeas e 5 (71,43 %) em machos, dos quais, 2 (40%) dos positivos 

apresentavam lesoes compativeis com infeccao por B. ovis, o que vem de encontro aos 

resultados obtidos por Robles et al. (1993), que verificaram 15 (4,3%) carneiros reagentes a 

IDGA, dos quais apenas 3 (20%) apresentavam lesoes compativeis com infeccao por B. ovis, 

de um total de 345 animais investigados na Provincia de Chubut, Argentina. No trabalho 

desenvolvido por Nozaki et al. (2004) com 1033 amostras de soro sanguineo de ovinos, de 

ambos os sexos, em 11 propriedades, de quatro municipios em Sao Paulo, obtiveram um 

percentual de 1,06% (11) animais positivos a IDGA, resultado este, inferior ao encontrado 

neste trabalho. 

Dos cinco carneiros positivos a IDGA, dois apresentavam lesoes testiculares. Deste 

material nao houve crescimento. Em uma das duas femeas com sorologia positiva a IDGA 

houve crescimento de colonias bacterianas com caracteristicas morfotinturiais semelhante a B. 

ovis. Essas colonias apresentaram-se como cocobacilos alcool-acido resistentes quando 

coradas pela tecnica de Ziehl-Neelsen modificado. Esta amostra, juntamente com um pool de 

outras amostras sem crescimento bacteriano e sorologia positiva a IDGA e negativa a AAT 

para B. abortus apresentaram PCR positivo para o genero Brucella. Achados semelhantes 

foram encontrados por Niilo et al., (1986), onde nao houve relacao significativa entre os testes 

de Fixacao do Complemento e ELISA em animais que apresentavam lesoes escrotais, os quais 

tambem apresentaram-se negativos ao cultivo bacteriano. Dos 345 carneiros pesquisados por 

Robles et al., (1993), 34 apresentaram lesoes no aparelho reprodutivo, sendo que apenas 3 

(8,8%) apresentavam sorologia positiva em IDGA e lesoes, concomitantemente. 

As amostras de semen coletadas nao apresentaram crescimento de colonias bacterianas 

alcool-acido resistentes quando coradas pela tecnica de Ziehl-Neelsen. Este resultado pode ser 

devido a eliminacao intermitente deste agente atraves do semen (TURNES 2001). 

Foi observado neste trabalho um maior grau de positividade ao teste de IDGA nos 

animais do Matadouro do que nas Propriedades. Isto, provavelmente, se deve ao fato de que o 

matadouro e considerado um local de destino dos animais considerados improdutivos num 

rebanho. Sendo a brucelose por B. ovis uma importante causa de baixa na reprodutividade dos 

rebanhos ovinos. 
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5. CONCLUSAO zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

Foram encontradas bacterias com caracteristicas morfotinturiais semelhantes azyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA B. ovis 

e animais com sorologia positiva a IDGA e negativos ao AAT para B. abortus, sendo que este 

material foi positivo para o genero Brucella na PCR. zyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
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