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RESUMO 

 

Brucella ovis é uma das principais causas de problemas reprodutivos em ovinos. Considerando a 

escassez de estudos da cinética de infecção por B. ovis em camundongos, foi desenvolvido neste 

estudo um modelo murino de infecção. Camundongos machos BALB/c e C57BL/6 foram 

inoculados com 10
6
UFC de B. ovis, via intraperitoneal, sendo coletados fragmentos de baço, fígado 

e trato genital para bacteriologia, histopatologia e imunoistoquímica. Ambas as linhagens 

apresentaram cinética de infecção similar para B. ovis, sendo observados microgranulomas no baço 

e fígado com discreta imunomarcação de B. ovis. A colonização do trato genital foi mínima, com 

discreta periorquite e periepididimite, não caracterizando tropismo de B. ovis pelo trato genital 

masculino em camundongos. Cntudo, o camundongo demonstrou ser bom modelo de infecção para 

B. ovis. Adicionalmente, cepas mutantes foram construídas a partir da deleção de virB2 (SST4 

afuncional), de hemaglutinina ou de ORFs que codificam proteína ABC transportadora. As cepas 

ΔABC e ΔvirB2 foram atenuadas no baço e fígado de camundongos em todos os tempos.  Contudo,  

Δhemaglutinina apresentou colonização similar à amostra virulenta, sugerindo que o gene putativo 

de hemaglutinina não é essencial para patogênese de B. ovis. Adicionalmente, ΔABC e ΔvirB2 

sobreviveram menos do que a cepa parental (p<0,01) em macrófagos peritoneais e no meio 

extracelular. A virulência de ΔABC e da cepa parental também foram comparadas em 

camundongos IRF-1
-/- 

machos. A infecção pela cepa parental resultou em 100% de letalidade em 

IRF-1
-/- 

até 14 dpi, enquanto a infecção pelo mutante não foi letal. Estes resultados confirmam que 

SST4 e ABC transportador são essenciais para virulência e sobrevivência in vivo de B. ovis.   

 

Palavras-chave: Brucella ovis, modelo murino, fatores de virulência, virB, ABC transportador. 
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ABSTRACT 

Brucella ovis is one of the main causes of reproductive failure in sheep. Due to the scarcity of 

studies of B. ovis infection in the mouse, a murine model of infection was developed in this study. 

BALB/c or C57BL/6 male mice were inoculated intraperitoneally with 10
6
CFU of B. ovis and 

fragments of the spleen, liver and genital tract were collected for bacteriology, histopathology and 

immunohistochemistry. Both mice strains had similar kinetics of B. ovis infection and developed  

microgranulomas in the liver and spleen, with low numbers of intralesional immune-stained B. ovis. 

There was minimal colonization of genital tract in both mice strains, resulting in mild periorchitis or 

periepididimytis, indicating that B. ovis does not have a clear tropism for the genital tract in the 

mouse. However, the mouse is a suitable infection model for B. ovis. Additionally, B. ovis mutant 

strains were generated by deletion of virB2 gene (nonfunctional T4SS), deletion of putative 

hemagglutinin or deletion of ORFs encoding an ABC transporter. ΔABC and ΔvirB2 mutant strains 

were attenuated for colonization in spleen and liver when compared to the wild type (WT) strain 

(p<0.001) at all time points. However, Δhemagglutinin had wild type levels of colonization in the 

spleen and liver, suggesting that putative hemagglutinin gene is not required for B. ovis 

pathogenesis. Additionally, ΔABC and ΔvirB2 survive less than WT (p<0.01) in peritoneal 

macrophages and extracellularly in the peritoneal cavity. Moreover, ΔABC transporter and WT 

virulence were compared in IRF-1
-/-

 male mice. WT infection was 100% lethal to IRF-1
-/- 

mice until 

14 dpi, whereas ΔABC transporter was not lethal. These results confirm the requirement of specific 

ABC transporter and T4SS for full virulence and survival in vivo of B. ovis.  

 

Key-words: Brucella ovis, murine model, virulence factors, virB, ABC transporter. 
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INTRODUÇÃO 

A Brucella ovis é considerada uma das 

principais causas de infertilidade em ovinos, 

com ampla distribuição mundial (Burguess, 

1982). A doença é caracterizada por 

epididimite, orquite e infertilidade em 

carneiros e, ocasionalmente, aborto em 

ovelhas (Blasco, 1990), o que resulta em 

significativa perda econômica para a 

ovinocultura devido a problemas reprodutivos 

e descarte precoce dos animais (Carpenter et 

al., 1987).  

A infecção por B. ovis pode atingir até 46% 

dos rebanhos ovinos em regiões de criação 

intensiva (Sergeant, 1994). No Brasil, os 

dados epidemiológicos ainda são incompletos, 

mas foram descritas prevalências de rebanhos 

positivos de 8,59% e 29,4% em propriedades 

dos estados da Paraíba e de Minas Gerais, 

respectivamente (Clementino et al., 2007; 

Marques, 2006). Contudo, ainda faltam 

métodos eficientes para o diagnóstico e 

prevenção da infecção por B. ovis no país, 

uma vez que as provas sorológicas atualmente 

empregadas têm apresentado resultados 

variáveis, com elevada frequência de animais 

falso-negativos (Nozaki et al., 2004). Além 

disso, a proibição de vacinas produzidas a 

partir de Brucella melitensis (Robinson, 2003) 

e a ausência de amostras vacinais eficazes têm 

sido um grande entrave para o amplo controle 

da doença nos rebanhos ovinos brasileiros.  

As dificuldades para estudos experimentais em 

animais de produção têm levado à procura de 

alternativas para avaliar a infecção animal e 

respostas vacinais para B. ovis em novos 

modelos experimentais (Jiménez de Bagüés et 

al., 1994; Cassataro et al., 2007). O 

camundongo tem sido o modelo de infecção 

mais utilizado para o estudo da patogênese da 

brucelose animal (Enright et al., 1990; Ficht, 

2002; Baldwin e Parent, 2002; Ko e Splitter, 

2003). Contudo, há escassos trabalhos que 

avaliam a infecção por B. ovis em 

camundongos (Jimenez de Bagués et al., 

1993). Assim, a caracterização de um novo 

modelo murino de infecção poderá auxiliar no 

desenvolvimento de medidas de controle deste 

patógeno em ovinos (Jimenez de Bagués et al., 

1994; Cassataro et al., 2007). 

Já são conhecidos vários mecanismos e fatores 

de virulência da Brucella spp. que são 

importantes para o estabelecimento da 

infecção crônica no animal: o sistema de 

secreção tipo IV (O’Callaghan et al., 1999), 

sistema regulatório de dois componentes 

(López-Goñi et al., 2002), cadeia O de 

lipopolissacarídeo (LPS) (Lapaque et al., 

2005), proteínas transportadoras (Rosinha et 

al., 2002), entre outros. Porém, o estudo de 

mecanismos exclusivos da B. ovis poderá 

justificar o baixo potencial zoonótico deste 

organismo, uma vez que é uma das poucas 

espécies de Brucella não patogênica para o 

homem (Godfroid et al., 2005; Tsolis et al., 

2009). Adicionalmente, as características 

genômicas específicas de B. ovis 

possivelmente determinam o seu forte 

tropismo para o trato genital masculino de 

carneiros (Tsolis et al., 2009). 

Recentemente, com o sequenciamento 

completo do genoma da B. ovis, foi 

identificada uma ilha no cromossomo II com 

28 ORFs (“open reading frames”) exclusivas 

desta espécie, não sendo encontrados em 

outras espécies clássicas de Brucella (Tsolis et 

al., 2009). Estes ORFs específicos de B. ovis 

podem presuntivamente codificar proteínas 

que, possivelmente, estão envolvidas em 

mecanismos patogênicos da bactéria e que são 

determinantes para a sua sobrevivência no 

hospedeiro. O estudo de determinados ORFs 

através de mutagênese poderá levar à 

identificação de genes espécie-específicos que 

desempenham papel na patogênese do 



 

 

16 

 

organismo e, consequentemente, à geração de 

amostras atenuadas de B. ovis. Portanto, a 

ampla compreensão da patogênese de B. ovis 

favorecerá o desenvolvimento de métodos de 

diagnóstico e, eventualmente, a criação de 

novas cepas vacinais para o controle eficiente 

da infecção nos ovinos. 

Considerando a escassez de estudos da 

cinética de infecção por B. ovis em 

camundongos machos e a hipótese de que as 

sequências específicas presentes na ilha 

genômica de B. ovis podem codificar 

importantes fatores de virulência, este trabalho 

teve como objetivos desenvolver e caracterizar 

um modelo murino de infecção para B. ovis e 

identificar proteínas codificadas por ORFs 

específicos que são necessárias para a 

sobrevivência in vivo e patogenicidade da B. 

ovis. 

REVISÃO DE LITERATURA 

1. O gênero Brucella 

Brucelose é uma doença infecciosa causada 

por bactérias do gênero Brucella que acomete 

animais domésticos e o homem, resultando em 

impacto sócio-econômico significativo por sua 

ampla distribuição mundial (Franco et al, 

2007). Esta doença tem sido considerada a 

zoonose bacteriana mais prevalente em todo o 

mundo, com mais de 500.000 novos casos de 

infecção humana notificados anualmente, 

acometendo principalmente países do 

Mediterrâneo, Ásia Central, Península 

Arábica, Índia e América Latina (Hartigan, 

1997; Franco et al, 2007). 

Brucella sp. é um cocobacilo Gram negativo, 

intracelular facultativo, que possui capacidade 

de proliferar intracelularmente em células 

fagocíticas profissionais como macrófagos e 

em fagócitos não profissionais como 

trofoblastos (Thoen et al., 1993). No interior 

da célula no hospedeiro, a Brucella sp. tem a 

capacidade de alterar a maturação do 

fagossomo, evitando a fusão com o lisossomo 

e a degradação bacteriana, possibilitando que a 

bactéria alcance o seu nicho de replicação 

intracelular (Gorvel e Moreno, 2002). Este é 

um dos fatores determinantes para a 

sobrevivência do organismo no hospedeiro, 

resultando em infecção crônica e persistente 

(Thoen et al., 1993; Gorvel e Moreno, 2002). 

Nas espécies domésticas, a Brucella sp. causa 

alterações reprodutivas como aborto, 

nascimento de crias fracas, orquite, 

epididimite e infertilidade, o que resulta em 

perdas produtivas importantes (Thoen et al., 

1993; Silva et al., 2005). Na espécie humana, 

a brucelose é caracterizada por sinais clínicos 

inespecíficos, como febre recorrente, 

emagrecimento, depressão, meningite, 

endocardite, espondilite, artrite e, menos 

comumente, problemas reprodutivos 

(Hartigan, 1997; Franco et al., 2007; Ko e 

Splitter, 2007).  

O gênero Brucella pertence à família α2-

proteobacteriacea, que é composta por uma 

diversidade de bactérias que variam desde 

espécies simbióticas até patógenos 

extracelulares como Agrobacterium 

tumefaciens, ou intracelular obrigatório como 

Rickettsia sp. (Tsolis, 2002). Considerando as 

diferenças na patogenicidade, nas 

caractéristicas bioquímicas e nos hospedeiros 

preferenciais, são reconhecidas seis espécies 

clássicas pertencentes ao gênero Brucella: B. 

melitensis (caprinos e ovinos), B. suis (suínos), 

B. abortus (bovinos), B. ovis (ovinos), B. canis 

(caninos) e B. neotomae (ratos do deserto). 

Com exceção de B. ovis e B. neotomae, as 

demais espécies clássicas de Brucella são 

consideradas patogênicas para o homem 

(Godfroid et al., 2005). 

Além das seis espécies descritas, foram 

isoladas amostras de Brucella de mamíferos 

marinhos, que foram inicialmente classificadas 

como B. maris (Jahans et al., 1997). 

Posteriormente, uma nova classificação foi 
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proposta com base nos hospedeiros marinhos, 

sendo identificadas como B. pinnipedialis e B. 

ceti as cepas isoladas de focas e cetáceos, 

respectivamente (Foster et al., 2007). Contudo, 

estudos recentes demonstraram diferenças na 

patogenicidade e sobrevivência intracelular 

entre os isolados marinhos da mesma espécie, 

o que poderá resultar na classificação de 

diferentes patovares dentre as espécies 

marinhas de Brucella (Maquart et al., 2009). 

Os isolados marinhos de Brucella também 

possuem potencial zoonótico, com um relato 

de infecção acidental em laboratório (Brew et 

al., 1999) e dois casos de pacientes 

naturalmente infectados que apresentaram 

sinais neurológicos (Sohn et al., 2003).  

Recentemente, foram identificadas três novas 

espécies de Brucella: B. microti descrita em 

roedores (Scholz et al., 2008), B. inopinata 

isolada de implante mamário em uma mulher 

(De et al., 2008; Scholz et al., 2009), e uma 

nova espécie de Brucella isolada de útero de 

babuínos que foi associada a aborto e que 

permanece sem classificação definitiva 

(Schlabritz-Loutsevitch et al., 2009). 

Apesar da possibilidade de diferenciar as 

espécies de Brucella através de testes 

bioquímicos e fenotípicos, a hibridização de 

DNA demonstrou que o genoma da Brucella 

sp. apresenta similaridade genética maior que 

90% entre os membros do gênero (Verger et 

al., 1998, Moreno et al., 2002). Este dado tem 

gerado controvérsias quanto à taxonomia do 

gênero Brucella, ao dar suporte à proposição 

de que todas as amostras seriam biovares da 

mono-espécie B. melitensis (Verger et al., 

1985). Contudo, técnicas avançadas de 

genotipagem têm possibilitado identificar 

polimorfismos no DNA entre as espécies de 

Brucella (Halling et al., 2005; Foster et al., 

2009), favorecendo que a atual classificação 

taxonômica seja mantida (Moreno et al., 2002; 

Xavier et al., 2009a). 

2. Infecção por Brucella ovis  

A Brucella ovis é uma espécie de Brucella 

naturalmente rugosa, não patogênica para o 

homem e que causa infecção crônica, clínica 

ou subclínica em ovinos. A doença é 

caracterizada por epididimite, orquite e 

infertilidade nos machos e, ocasionalmente, 

está associada a aborto em fêmeas (Blasco, 

1990; Thoen et al., 1993). Apesar de B. ovis 

ser considerada a principal causa de 

epididimite em carneiros sexualmente 

maduros (Ficapal et al., 1998), deve-se 

ressaltar que outros agentes, como 

Actinobacillus seminis, Histophilus somni e 

Arcanobacterium pyogenes, causam lesões e 

manifestações clínicas semelhantes em ovinos 

(Walker et al., 1986; Gomes et al., 2001). 

Carneiros sexualmente maduros são mais 

susceptíveis do que carneiros jovens à 

infecção por B. ovis (Ficapal et al., 1998), 

porém, há relatos de infecção em carneiros de 

até quatro meses de idade (Burguess, 1982) e 

em rebanhos não utilizados para a reprodução 

(Bulgin, 1990).  

A B. ovis foi originalmente identificada na 

Nova Zelândia na década de 1950 como um 

agente bacteriano com morfologia de 

cocobacilo associado a aborto em ovelhas e 

epididimite em carneiros (McFarlane et al., 

1952). Posteriormente, o mesmo agente foi 

isolado na Austrália (Simmons e Hall, 1953), 

Estados Unidos (McGowan e Schultz, 1956) e 

África do Sul (Van Rensburg et al., 1958). Em 

1956, o organismo foi caracterizado como 

uma espécie de Brucella, sendo denominado 

Brucella ovis (Buddle, 1956). Desde então, a 

doença foi identificada em diversos países, 

inclusive no Brasil (Burguess, 1982; Santos et 

al., 2005), sendo considerada uma das causas 

mais importantes de infertilidade em ovinos, 

com significativo impacto econômico na 

ovinocultura (Carpenter et al., 1987).  

A maioria dos países onde a ovinocultura tem 

importância econômica, com exceção da Grã-

Bretanha (Burguess, 1982), apresenta a 

infecção por B. ovis, que pode atingir até 
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46,1% dos rebanhos ovinos em regiões de 

criação intensiva (Sergeant, 1994). No Brasil, 

um levantamento epidemiológico na Paraíba 

demonstrou que 8,59% das propriedades 

apresentaram soroconversão e 5,57% dos 

reprodutores são acometidos por B. ovis 

(Clementino et al., 2007). No Rio Grande do 

Sul, a soroprevalência de carneiros de 

rebanhos positivos varia entre 6,9 a 50%, com 

elevada soropositividade de animais mais 

velhos (Magalhães Neto e Gil-Turnes, 1996). 

Em Minas Gerais, amostras sorológicas 

coletadas de 12 meso-regiões demonstraram 

que 5,3% dos ovinos e 29,4% das 

propriedades são positivos para B. ovis 

(Marques, 2006). 

Como outros organismos do gênero, a B. ovis 

é uma bactéria Gram negativa, constituída por 

uma membrana citoplasmática interna, um 

espaço periplasmático e uma membrana 

externa que contém lipopolissacarídeo (LPS) e 

diversas proteínas de membrana (Moryon, 

1988; Alton et al., 1988). Para o crescimento 

adequado de B. ovis, é necessária a adição de 

5% de soro ou sangue no meio de cultura. As 

colônias são pequenas, imóveis, não 

apresentam cápsula, não formam endosporos e 

crescem em meio sólido após 5 a 7 dias de 

incubação a 37
o
C em atmosfera com 5 a 10% 

de CO2 (Alton et al., 1988). Estas apresentam 

coloração acinzentada, morfologia circular 

com aproximadamente 2 mm de diâmetro, 

superfície brilhante e convexa (Burguess, 

1982). Nas provas bioquímicas, a B. ovis é 

catalase positiva, oxidase negativa, não possui 

atividade de urease, não reduz nitrito a nitrato 

e nem produz H2S. Além disso, é positiva no 

teste de acriflavina e cresce em concentrações-

padrão de fucsina e tionina, apesar de não 

crescer na presença de metil violeta (Alton et 

al., 1988). Colônias de B. ovis são 

estavelmente rugosas, o que difere das 

espécies clássicas patogênicas, como B. 

melitensis, B. abortus e B. suis, que possuem 

morfologia lisa, embora B. canis seja também 

rugosa e tenha potencial patogênico para o 

homem (Blasco, 1990). A morfologia rugosa 

se deve à ausência da cadeia O na constituição 

do LPS (Godfroid et al., 2000). 

Em condições naturais, a infecção por B. ovis 

é quase exclusiva da espécie ovina (Santos et 

al., 2005), no entanto, tem sido demonstrado 

que caprinos e cervídeos também podem ser 

infectados. Há descrição de infecção natural 

de cervídeos Cervus elaphus mantidos em 

contato direto com carneiros infectados 

(Ridler et al., 2000) e de infecção 

experimental em caprinos, que foram capazes 

de eliminar B. ovis no sêmen (Burguess et al., 

1985). Dentre os animais de laboratório, o 

camundongo tem sido utilizado como modelo 

experimental para avaliar respostas vacinais 

contra B. ovis (Jiménez de Bagüés et al., 1993 

e 1994; Cassataro et al., 2007). Contudo, ainda 

há escassos trabalhos que descrevem modelos 

murino de infecção para esta bactéria (Jiménez 

de Bagüés et al., 1993).  

2.1 Patogenia e lesões 

A infecção por B. ovis em ovinos pode ocorrer 

através da mucosa conjuntival, cervico-

vaginal, prepucial peniana, retal ou nasal 

(Burguess, 1982). Ao penetrar na mucosa, o 

organismo atinge os linfonodos regionais, 

produz bacteremia, distribui-se para baço, rins, 

fígado e coloniza os órgãos sexuais 

aproximadamente 30 dias após a infecção 

(Biberstein et al., 1964). Ainda não são 

conhecidos os fatores que determinam o 

tropismo de B. ovis pelo trato genital, porém, 

sabe-se que não está relacionado ao eritritol 

(Redwood e Corbel, 1983). 

Em carneiros, a infecção por B. ovis causa 

lesões predominantemente na cauda do 

epidídimo, mas pode se estender para o corpo 

e cabeça do epidídimo e atingir a ampola do 

ducto deferente e a vesícula seminal (Searson, 

1987). Em infecção experimental de carneiros 

por via intraepididimária, observa-se intenso 
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infiltrado local composto por neutrófilos e 

linfócitos aos quatro dias após inoculação. 

Posteriormente, o infiltrado se estende para o 

tecido conjuntivo e epitélio do epidídimo e há 

acúmulo acentuado de infiltrado neutrofílico 

no ducto epididimário (Santos et al., 2005). As 

lesões iniciais progridem para fibrose 

intersticial e degeneração epididimária com 

formação de cistos intra-epiteliais, o que pode 

levar à ruptura do ducto epididimário, 

extravasamento de espermatozóides para o 

interstício e à formação de granuloma 

espermático (Paolicchi, 2001).  

Em casos de infecção crônica, o carneiro 

apresenta degeneração testicular e aumento, 

frequentemente unilateral, do volume da cauda 

do epidídimo, que possui consistência firme e 

coloração esbranquiçada ao corte devido à 

proliferação de tecido conjuntivo (Blasco, 

1990). Microscopicamente, o epidídimo 

apresenta edema intersticial, fibrose e 

infiltrado linfo-plasmocitário perivascular. As 

vesículas seminais podem apresentar aumento 

de volume com ductos preenchidos por líquido 

e, histologicamente, apresentam infiltrado 

inflamatório intersticial (Santos et al., 2005). 

As glândulas bulbo-uretrais, próstata e 

ampolas seminais geralmente não apresentam 

alterações significativas (Foster, 1987).  

Em ovelhas, a infecção por B. ovis resulta em 

aborto e nascimento de cordeiros fracos. O 

aborto em ovelhas gestantes 

experimentalmente infectadas ocorre em torno 

de 30 dias após a inoculação e pode chegar a 

39% (Meinershagen et al., 1974). 

Histologicamente, ovelhas gestantes 

desenvolvem placentite com acentuado 

infiltrado neutrofílico e fibrinoso na região 

intercotiledonária e lesões de menor 

intensidade no placentoma (Libal e Kirkbride, 

1983). Além de aborto, a infecção 

experimental causa até 29% de nascimento de 

cordeiros fracos ou natimortos (Grilló et al., 

1999). Quando a infecção ocorre por via 

intravaginal durante a cópula, as ovelhas 

podem desenvolver vaginite e endometrite, o 

que leva a retorno do estro e mortalidade 

embrionária. Neste caso, a B. ovis pode ser 

isolada do trato genital, linfonodos regionais e, 

menos frequentemente, do baço (Homse et al., 

1994). No feto infectado, a única alteração 

macroscópica observada é peritonite fibrinosa 

e, na histologia, é descrito infiltrado 

neutrofílico no pulmão e fígado (Libal e 

Kirkbride, 1983). 

2.2 Diagnóstico e controle 

O diagnóstico de brucelose ovina por B. ovis 

baseia-se na associação do exame clínico aos 

métodos sorológicos e à identificação direta 

do agente (Burguess, 1982), através de 

isolamento bacteriano ou detecção de DNA 

pela técnica de reação de cadeia polimerase 

(PCR).  

Os principais métodos sorológicos utilizados 

são fixação de complemento, imunodifusão 

em gel de ágar, e imunoensaio enzimático 

(ELISA) indireto (Marín et al., 1989; 

Vigliocco et al., 1997; Nozaki et al., 2004). O 

teste de fixação de complemento tem sido o 

mais empregado, principalmente em países 

com implantação de programa de erradicação 

(Robinson, 2003). No entanto, devido às 

dificuldades existentes na execução do teste e 

por apresentar sensibilidade semelhante à 

imunodifusão, a fixação de complemento tem 

sido amplamente substituída por 

imunodifusão. Estudos prévios têm 

demonstrado que o teste de imunodifusão é 

um método sorológico prático e facilmente 

aplicável no campo (Myers, 1973; Marín et 

al., 1989). O teste ELISA também tem sido 

frequentemente utilizado, ao apresentar 

elevada sensibilidade e especificidade, o que 

permite obter resultados mais confiáveis em 

comparação com os de fixação de 

complemento e imunodifusão (Vigliocco et 

al., 1997; Nozaki et al., 2004).  
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O isolamento de B. ovis no sêmen de carneiros 

permite o diagnóstico definitivo da doença, 

contudo, o isolamento negativo não descarta a 

possibilidade de infecção, uma vez que a 

eliminação da bactéria no sêmen é 

intermitente (Burguess, 1982). A coleta deve 

ser realizada com cuidados assépticos, para 

evitar a contaminação do sêmen com bactérias 

ambientais e da flora prepucial, pois estas 

podem inibir o crescimento de B. ovis (Brown 

et al., 1971; Alton et al., 1988). O meio 

seletivo descrito para o isolamento de B. ovis é 

o meio Thayer-Martin modificado com adição 

de antibiótico nitrofurantoína e inibidor VCN 

(vancomicina, colistina e nistatina) (Brown et 

al., 1971).  

A técnica de PCR é um método alternativo 

rápido e sensível para o diagnóstico de 

Brucella sp., quando comparado ao teste 

padrão de isolamento bacteriano (Bricker, 

2002). O primeiro teste de PCR desenvolvido 

para o diagnóstico de B. ovis em amostras de 

sêmen de carneiros infectados se baseou na 

amplificação do elemento de inserção SI771 

(Manterola et al., 2003). Contudo, a região 

alvo é altamente conservada no genoma de 

todas as espécies de Brucella, não sendo um 

teste específico para B. ovis (Halling e 

Bricker, 1994). Recentemente, foi 

desenvolvido por Xavier et al, (2010, no prelo) 

uma PCR de elevada especificidade para a 

detecção de B. ovis, tendo como alvo genes 

que estão ausentes tanto em outras espécies 

clássicas de Brucella (Tsolis et al., 2009) 

como em bactérias que potencialmente causam 

epididimite em ovinos (Xavier et al, 2010, no 

prelo). A possibilidade de diferenciar a 

infecção por B. melitensis e B. ovis em 

carneiros tem grande importância no âmbito 

de saúde pública, uma vez que B. melitensis é 

altamente patogênica para o homem (Hartigan, 

1997). 

A prevenção de B. ovis baseia-se na vacinação 

e na identificação e descarte de animais 

infectados. A vacinação com amostra de B. 

ovis associada à B. abortus apresenta boa 

proteção imune. No entanto, esta vacina pode 

induzir a doença no carneiro e interferir no 

diagnóstico sorológico do rebanho (Blasco, 

1990). Vacinas produzidas a partir de cepa 

atenuada Rev1 de B. melitensis também 

induzem eficiente resposta imune no animal 

(Blasco, 1987). No entanto, em países como o 

Brasil, onde a B. melitensis é considerada uma 

espécie exótica, a utilização destas vacinas é 

proibida (Robinson, 2003). Portanto, ainda 

faltam métodos eficientes para o diagnóstico e 

prevenção de B. ovis no país, já que as provas 

sorológicas atualmente empregadas têm 

apresentado resultados pouco confiáveis 

(Nozaki et al., 2004). Além disso, a ausência 

de uma vacina eficaz e disponível no Brasil é 

um fator limitante para o amplo controle da 

doença nos rebanhos ovinos. 

3. Modelos murino de infecção para 

Brucella spp. 

Atualmente, o camundongo tem sido 

amplamente utilizado como modelo de 

infecção para o estudo da patogenia da 

brucelose animal e humana (Enright et al., 

1990; Ficht, 2002; Ko e Splitter, 2003). A 

utilização do modelo murino associado a 

técnicas moleculares avançadas tem 

possibilitado o estudo minucioso da 

patogênese do agente e da resposta imune dos 

hospedeiros, o que tem permitido aprimorar as 

medidas de controle da doença na população 

humana e animal (Baldwin e Parent, 2002; Ko 

e Splitter, 2003, Izadjoo et al., 2008). O estudo 

de modelos murino desenvolvidos para 

diversas espécies de Brucella spp. (Jimenez de 

Bagués et al., 1993; Izadjoo et al, 2008; 

Smither et al., 2009; Paixão et al., 2009) tem 

auxiliado na escolha de fatores importantes, 

como linhagem de camundongo, dose 

infectante, via de inoculação e os órgãos 

avaliados, para a caracterização de novos 

modelos de infecção em camundongos.  

3.1. Linhagens de camundongo 
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A linhagem de camundongo BALB/c tem sido 

uma das mais utilizadas como modelo para o 

estudo de doenças infecciosas, como a 

brucelose (Enright et al, 1990; Baldwin e 

Parent, 2002; Kahl-McDonagh et al, 2007). A 

utilização principalmente de fêmeas não 

gestantes com 4 a 9 semanas de idade como 

modelo de infecção tem sido descrita com o 

objetivo de avaliar a distribuição sistêmica da 

bactéria em relação ao tempo de infecção 

(Enright et al, 1990; Stevens et al, 1994; 

Fernandes et al, 1996). Este modelo tem 

possibilitado a avaliação da expressão gênica e 

a consequente atuação das principais citocinas 

envolvidas na resposta imune inata e 

adaptativa do hospedeiro durante a infecção 

por Brucella sp. (Baldwin e Parent, 2002; Ko 

e Splitter, 2003; Kahl-McDonagh et al, 2007). 

Sabe-se que o trato geniturinário masculino 

das espécies de animais domésticos e de 

humanos também é alvo de infecção por 

espécies patogênicas de Brucella spp. (Thoen 

et al, 1993; Silva et al., 2005, Santos et al., 

2005). A utilização recente de camundongos 

BALB/c machos como modelos de infecção 

permitiu determinar o potencial de 

patogenicidade de vacinas em machos e no 

homem, ao avaliar lesões histopatológicas e 

resposta imunológica do animal frente à 

aplicação de amostras virulentas e vacinais de 

B. melitensis (Izadjoo et. al., 2008).  

Outras linhagens de camundongos utilizadas 

para estudo de brucelose são C57BL/6 e 

C57BL/10, que são linhagens mais resistentes 

à infecção por Brucella spp. quando 

comparadas à linhagem BALB/c (Montaraz e 

Winter, 1986; Fernandes et al., 1996; Murphy 

et al., 2001). Um estudo comparativo de 

ambas as linhagens possibilitou a descoberta 

de mecanismos eficientes da reposta imune 

presente em C57BL/6 e C57BL/10 que podem 

estar comprometidos em linhagens BALB/c e 

que justificariam a menor susceptibilidade de 

C57BL à infecção (Fernandes et al., 1996; 

Murphy et al., 2001; Baldwin e Parent, 2002). 

Já foi demonstrado que a linhagem C57BL/10 

apresenta menor colonização bacteriana no 

baço quando comparada à linhagem BALB/c 

durante a fase de platô da infecção por 

Brucella spp., além de apresentar rápida 

resolução da infecção (Fernandes et al., 1996). 

Adicionalmente, grupos de camundongos 

C57BL/6 infectados com amostra virulenta de 

Brucella sp. apresentam valores de UFC 

(unidade formadora de colônia), no baço, 10 

vezes menor quando comparados ao grupo 

BALB/c, o que confirma que a linhagem 

C57BL/6 apresenta maior eficiência no 

controle da infecção por este agente (Montaraz 

e Winter, 1986; Murphy et al., 2001). 

A disponibilidade de vários camundongos 

“knockouts” para diversos genes de interesse, 

produzidos a partir da linhagem C57BL/6 e 

129/Sv, tem permitido o estudo do papel de 

genes específicos na resposta imune eficiente 

contra Brucella spp., sendo que os resultados 

obtidos neste modelo tende a ter boa 

correlação com os mecanismos de interação 

patógeno-hospedeiro que ocorrem nas 

espécies de animais domésticos e no homem 

(Murphy et al., 2001; Baldwin e Parent, 2002; 

Rolán et al., 2009). Adicionalmente, a 

utilização de diversos modelos “knockouts” 

com produção deficiente de citocinas 

relacionadas à resposta imune inata do animal 

permite comprovar se estas são determinantes 

no controle da infecção contra Brucella spp. 

(Fernandes et al., 1996; Murphy et al., 2001; 

Kim et al., 2005; Ko et al., 2002b). 

Para a avaliação da virulência de amostras 

patogênicas e mutantes de Brucella spp., um 

modelo murino “knockout” para o fator 

regulador de interferon (IRF) do tipo 1     

(IRF-1
-/-

) foi utilizado (Ko et al., 2002a e 

2002b). IRFs são fatores de transcrição 

induzidos por interferon gama (IFN-γ), que é 

uma das principais citocinas envolvidas no 

controle eficiente da infecção por Brucella 

spp. em camundongos (Baldwin e Parent, 

2002). Além de apresentarem resposta 
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imunológica via IFN-γ alterada, camundongos 

IRF-1
-/- 

são deficientes na indução de óxido 

nítrico sintetase (iNOS), interleucina 12 (IL-

12 40p), e na ativação de células CD8
+
 e 

“natural killers” (Ko et al., 2002a). Foi 

demonstrado que o modelo IRF-1
-/-

 morre até 

duas semanas após a infecção com amostra 

virulenta de B. abortus, porém, a infecção por 

amostras mutantes atenuadas como RB51 não 

é letal para o animal (Ko et al., 2002b).  

3.2 Vias de inoculação e dose infectante 

Em condições naturais, a infecção por 

Brucella spp. pode ocorrer por via inalatória, 

oral e por contato de mucosa nasal ou 

conjuntiva com o patógeno (Thoen et al, 1993; 

Ko e Splitter, 2003). Ao invadir a mucosa, a 

bactéria é transportada dentro de macrófagos, 

ou livre na circulação, até atingir os 

linfonodos regionais. Neste tecido, ocorre 

intensa proliferação intracelular e dispersão do 

agente para tecidos linfóides, como linfonodos 

e baço, além de atingir fígado, glândula 

mamária e órgãos sexuais (Thoen et al., 1993; 

Ko e Splitter, 2003; Silva et al., 2005).  

A inoculação por via intraperitoneal é 

tradicionalmente utilizada no modelo murino 

com o objetivo de favorecer a disseminação 

sistêmica imediata de Brucella spp. e sua 

proliferação hepática e em tecidos linfóides, 

principalmente no baço (Stevens et al., 1994; 

Olsen et al., 2007). A dose de inoculação varia 

de acordo com a virulência e a cepa de 

Brucella sp. a ser inoculada. Em um estudo 

com modelo de camundongos BALB/c, a dose 

inoculada por via intraperitoneal descrita por 

animal foi de 10
5
 UFC para B. abortus 2308 e 

10
7
 UFC para B. abortus 19 e RB51, o que 

resultou na colonização bacteriana no baço 10 

vezes maior para cepas 2308 e 19, quando 

comparada à cepa RB51. A resolução da 

infecção também variou entre as cepas, 

ocorrendo somente com a cepa RB51, com 6 

semanas após a infecção, e a cepa 19, com 20 

semanas (Stevens et al, 1994). Jiménez de 

Bagüés et al. (1993) descreveram a inoculação 

de 10
4
 a 10

10
 UFC por animal de amostra 

virulenta de B. ovis em camundongos da 

linhagem CD1, e que doses acima de 10
7 

UFC 

por animal não resultaram em diferenças na 

colonização no baço. É importante ressaltar 

que outros estudos têm demonstrado variações 

na dose de Brucella spp. entre 10
3
 a 10

6 
UFC 

por animal, na tentativa de obter colonização 

bacteriana significativa nos órgãos a serem 

avaliados (Fernandes et al., 1996; Baldwin e 

Parent, 2002). 

Sabe-se que a infecção natural por Brucella 

sp. em humanos e nos animais domésticos 

ocorre, principalmente, por via oral (Thoen et 

al., 1993; Hartigan, 1997; Ko e Splitter, 2007). 

O uso de modelo murino com inoculação oral 

de Brucella sp. tem permitido o estudo da 

patogênese da infecção e da resposta 

imunológica local, já que há indícios de que a 

proteção em camundongos é otimizada quando 

se utiliza a mesma via para aplicação do 

inóculo e da amostra vacinal (Pasquali et al., 

2003; Olsen et al., 2007; Izadjoo et al., 2008). 

A inoculação de 10
9
 a 10

10
 UFC de B. abortus 

pela via oral permite a colonização bacteriana 

no baço com 2 semanas e no fígado com 4 

semanas após a infecção. Recentemente, 

Paixão et al. (2009) descreveram um modelo 

murino de infecção intragástrico para B. 

melitensis utilizando doses de 10
10

 UFC/ 

animal em camundongos BALB/c, o que 

resultou no estabelecimento da infecção e a 

distribuição sistêmica da bactéria. 

Adicionalmente, a evidência de que a Brucella 

sp. pode ser transmitida inclusive através de 

aerossóis tem gerado grandes preocupações, já 

que baixas concentrações deste organismo são 

suficientes para estabelecer a infecção no 

homem (Santos et al., 2005; Kahl-McDonagh 

et al., 2007). Estudos prévios demonstraram a 

inoculação por via intranasal como forma 

alternativa de imunização eficiente em 

camundongos infectados por B. melitensis 

(Mense et al, 2001; Izadjoo et al, 2004). A 
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dose de inoculação aerógena descrita capaz de 

resultar em eficiente colonização bacteriana no 

fígado, baço e pulmão foi de 

aproximadamente 10
6 

UFC para B. melitensis 

e 10
7 

UFC para B. abortus, contudo, baixas 

doses como 10
2
 a 10

3
 UFC por animal são 

capazes de estabelecer a infecção no 

camundongo (Olsen et al., 2007; Kahl-

McDonagh et al., 2007). 

3.3. Avaliação histopatológica e 

bacteriológica dos tecidos 

A virulência da cepa de Brucella spp., a dose 

inoculada e o tempo pós infecção devem ser 

considerados para a avaliação das lesões 

histopatológicas descritas em modelos murino 

de infecção. A associação da avaliação 

histopatológica com a bacteriologia tem sido 

bastante utilizada, pois permite correlacionar a 

concentração bacteriana local com as lesões 

teciduais existentes e com o curso da infecção 

(Tobias et al., 1993; Stevens et al., 1994; Kim 

et al., 2005; Izadjoo et al., 2008).  

No modelo murino, o baço é o principal órgão 

afetado durante a infecção por Brucella spp., 

apresentando elevada colonização bacteriana e 

lesões histológicas caracterizadas por depleção 

dos folículos linfóides periarteriolar, associado 

a infiltrado inicial predominantemente 

neutrofílico. Com a cronicidade da infecção, 

os camundongos apresentam infiltrado 

inflamatório predominantemente histiocitário 

com formação de microgranulomas (Enright et 

al., 1990; Tobias et al., 1993; Stevens et al., 

1994). Adicionalmente, a esplenomegalia foi 

considerada significativa em camundongos 

que receberam elevada dose de inoculação por 

via aerógena, contudo, esta manifestação 

clínica tem sido mais evidente quando o 

organismo é inoculado por via intraperitoneal 

(Tobias et al., 1993; Kahl-McDonagh et al., 

2007). 

O fígado também é um órgão alvo para 

infecção e proliferação de Brucella spp. em 

camundongos. Este órgão também apresenta 

elevados valores de UFC, apesar de estes 

serem menores do que os obtidos no baço do 

mesmo animal (Enright et al., 1990; Izadjoo et 

al., 2008; Kahl-McDonagh et al., 2007). 

Frequentemente, camundongos inoculados 

com cepas virulentas de Brucella spp. 

apresentam inflamação hepática discreta a 

moderada, caracterizada por infiltrado 

neutrofílico e histiocitário com 

microgranulomas multifocais (Enright et al., 

1990; Tobias et al., 1993). 

O acometimento do pulmão foi descrito 

somente em camundongos submetidos à 

inoculação por via aerógena de cepas 

patogênicas de Brucella sp. No caso do 

pulmão, não ocorrem alterações histológicas 

evidentes, apesar de haver significativa 

colonização bacteriana pulmonar, com 

contagem bacteriana elevada nas semanas 

iniciais após a infecção, o que indica a 

capacidade de multiplicação da Brucella sp. 

neste órgão (Mense et al., 2001; Kahl-

McDonagh et al., 2007).  

Adicionalmente, alterações histopatológicas e 

a infecção do sistema reprodutivo têm sido 

descritas em camundongos. Fêmeas BALB/c 

gestantes infectadas com B. abortus 

apresentam placentite caracterizada por 

intenso infiltrado neutrofílico e moderada 

necrose multifocal a coalescente na zona 

placentária responsável pela troca metabólica 

entre o feto e a mãe. Além disso, há presença 

intracelular da bactéria nas células 

trofoblásticas, o que foi confirmada por 

imunoistoquímica. A colonização bacteriana e 

a severidade das lesões na placenta aumentam 

com o curso da gestação, o que não ocorre no 

baço, que mantém colonização bacteriana 

constante durante o curso da infecção (Tobias 

et al., 1993; Kim et al., 2005). As lesões 

descritas na placenta de camundongos são 

semelhantes às lesões encontradas nos bovinos 

(Xavier et al., 2009b), o que dá suporte ao uso 

do modelo murino para estudo da patogênese 
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da infecção placentária por B. abortus (Tobias 

et al, 1993). Porém, há controvérsias na 

utilização de camundongos para o estudo da 

doença em bovino, uma vez que há diferenças 

entre as espécies quanto ao tipo de placenta. 

Na placenta bovina, as células trofoblásticas 

são células alvo para invasão e multiplicação 

intracelular de B. abortus (Carvalho Neta et 

al., 2008; Xavier et al., 2009b), ocasionando o 

aborto no terço final da gestação (Thoen et al, 

1993; Silva et al, 2005). Em camundongos 

BALB/c, Kim et al. (2005) demonstraram a 

ocorrência de aborto com 4,5 dias de gestação 

em 98% das fêmeas infectadas com B. 

abortus. No entanto, as células trofoblásticas 

em placentas tanto de fetos abortados quanto 

de fetos viáveis apresentaram colonização 

intracelular bacteriana, além da inoculação do 

patógeno em diferentes tempos durante a 

gestação não ser capaz de induzir aborto em 

camundongos. 

Há também evidências de que órgãos 

reprodutivos masculinos de camundongos são 

colonizados por Brucella sp. e apresentam 

alterações histopatológicas durante a infecção 

(Rajashekara et al., 2005; Izadjoo et al, 2008). 

Camundongos BALB/c machos sexualmente 

maduros que foram inoculados com cepa 

virulenta de B. melitensis apresentam 

moderado infiltrado histiocitário perivascular 

nos testículos associados aos linfonodos 

inguinais com intensa histiocitose e com perda 

da arquitetura normal. A colonização 

bacteriana no trato reprodutivo masculino foi 

detectada em 22,8% dos animais, porém, de 

forma intermitente. Além disso, não houve 

correlação das alterações histopatológicas 

encontradas no trato reprodutivo e nos 

linfonodos regionais com os resultados 

bacteriológicos obtidos do mesmo 

camundongo (Izadjoo et al, 2008).  

Considerando que as alterações patológicas 

descritas em ovinos durante a infecção por B. 

ovis são, predominantemente, nos órgãos 

sexuais de carneiros, seria de grande interesse 

novos estudos em modelos murino machos. 

Contudo, há escassos trabalhos que avaliam a 

cinética de infecção por B. ovis em 

camundongos (Jimenez de Bagués et al., 

1993) e não há estudos prévios que avaliam a 

ocorrência ou não de lesões semelhantes no 

trato genital masculino de camundongos. 

Portanto, a caracterização de um novo modelo 

murino de infecção para B. ovis permitirá o 

estudo da patogênese e auxiliará no 

desenvolvimento de medidas de controle deste 

patógeno em ovinos (Jimenez de Bagués et al., 

1994; Cassataro et al., 2007). 

4. Fatores de virulência da Brucella spp. 

Os fatores de virulência estão envolvidos na 

patogenicidade da bactéria, uma vez que 

determinam a capacidade de invasão, 

multiplicação e sobrevivência intracelular no 

hospedeiro. Diferentemente de outras bactérias 

patogênicas, fatores de virulência clássicos, 

como fímbrias, flagelos, exotoxina e cápsula 

não são encontrados em Brucella spp. (Gorvel 

e Moreno, 2002). Contudo, já foram 

identificados vários fatores patogênicos que 

são determinantes para a invasão e 

sobrevivência intracelular da Brucella spp., 

tais como LPS, sistema de dois componentes 

BvrR:BvrS, sistema de secreção tipo IV e 

sistema transportador ABC (Gorvel e Moreno, 

2002; López-Goñi et al., 2002; Rosinha et al., 

2002; Lapaque et al., 2005).  

O LPS é um importante componente da 

membrana externa de bactérias Gram 

negativas, sendo constituído por lipoproteína 

A, uma camada de oligossacarídeo e uma 

cadeia O distal de polissacarídeo. Enquanto as 

espécies B. melitensis, B. abortus e B. suis 

possuem morfologia lisa com todas as 

camadas intactas, B. ovis e B. canis são 

espécies naturalmente rugosas, uma vez que 

não possuem a cadeia O (Godfroid et al., 

2000). O LPS de Brucella lisa induz fraca 

resposta inflamatória, com mínima produção 
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de citocinas e ativação de complemento 

quando comparado a outras bactérias 

patogênicas como Salmonella enterica 

(Barquero-Calvo et al., 2007). Além de 

favorecer a sobrevivência extracelular, o LPS 

liso é capaz de atrasar a maturação do 

fagosssomo, inibir a fusão do fago-lisossomo e 

a apoptose de macrófagos, favorecendo a 

sobrevivência e replicação intracelular da 

Brucella spp. no hospedeiro (Lapaque et al., 

2005). Ao contrário, as amostras mutantes 

rugosas são atenuadas em macrófagos e em 

camundongos (Lapaque et al., 2005; Pei et al., 

2006). A ausência da cadeia O do LPS resulta 

em ativação de macrófagos, com produção de 

TNF-α e óxido nítrico (NO) (Jiménez de 

Bagüés et al., 2004), e na indução de morte 

celular de macrófagos (Pei et al., 2006), 

possivelmente mediada por caspase-2 (Chen e 

He, 2009). 

O sistema regulatório de dois componentes 

BvrR:BvrS de Brucella spp. regula a 

expressão de genes que codificam proteínas 

externas de membrana (OMP), que estão 

relacionadas com a invasão celular do 

organismo. O sistema é constituído por uma 

proteína sensorial da superfamília de histidina-

kinase (BvrS) e por uma proteína regulatória 

(BvrR) (López-Goñi et al., 2002), sendo 

homólogo ao sistema de regulação descrito em 

outras bactérias como Agrobacterium 

tumefaciens (Guzmán-Verri et al., 2002). Foi 

demonstrado que amostras mutantes para o 

sistema BvrR:BvrS não são capazes de 

recrutar GTPases e polimerizar fibras de 

actina e, portanto, não conseguem invadir as 

células do hospedeiro. Além disso, o sistema 

de dois componentes é importante para a 

sobrevivência intracelular de Brucella spp., 

uma vez que os mutantes não conseguem 

escapar da fusão fago-lisossomo (Guzman-

Verri et al., 2002; López-Goñi et al., 2002). 

Um dos principais fatores de virulência para a 

sobrevivência e replicação intracelular de 

Brucella spp. é o sistema de secreção tipo IV 

(SST4), codificado pelo operon virB que é 

composto por 12 genes (virB1 a virB12). Os 

genes virB1 a virB11 são conservados, ou seja, 

apresentam hortólogos nos SST4 de outras 

bactérias patogênicas, enquanto o gene virB12 

foi identificado somente em bactérias do 

gênero Brucella (O’Callaghan et al., 1999). O 

SST4 é caracterizado por um complexo 

proteico presente na membrana externa e é 

responsável pelo transporte de 

macromoléculas e DNA bacteriano para o 

interior das células-alvo (O’Callaghan et al., 

1999; Boschiroli et al., 2002). Com o estudo 

da conformação estrutural do sistema VirB em 

A. tumefaciens, foram identificados três 

grupos funcionais: o pilus na superfície 

bacteriana (VirB2 e VirB5), um canal proteico 

transmembrana (VirB3, VirB6-10) e ATPases 

na membrana citoplasmática (VirB4 e VirB11) 

(Christie e Vogel, 2000). Em Brucella spp., o 

SST4 possivelmente não está envolvido na 

translocação de DNA, mas sim, de proteínas 

efetoras importantes para a manutenção 

intracelular do organismo no hospedeiro 

(Boschiroli et al., 2002; de Jong et al., 2008).  

O SST4 é essencial para o estabelecimento de 

infecção persistente, pois altera a maturação 

do vacúolo contendo Brucella sp. e inibe a sua 

fusão com o lisossomo, permitindo que o 

organismo alcance o retículo endoplasmático e 

se replique intracelularmente em células 

fagocíticas profissionais e não fagocíticas 

(Hong et al., 2000; Sieira et al., 2000; Comerci 

et al., 2001; Celli et al., 2003). Vários estudos 

têm demonstrado o importante papel do 

operon virB para a sobrevivência e replicação 

intracelular das espécies patogênicas de 

Brucella, uma vez que todas as amostras 

geradas através de mutação polar de virB 

foram atenuadas, ao perderem a capacidade de 

replicar em macrófagos e em células Hela 

(O’Callaghan et al., 1999; Sieira et al, 2000; 

Comerci et al., 2001; Boschiroli et al., 2002; 

Sun et al., 2002; den Hartigh et al., 2004; 

Rolán e Tsolis, 2007). Além disso, mutantes 
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virB de Brucella sp. não conseguem 

estabelecer infecção crônica em camundongos, 

sendo esta controlada possivelmente até 15 

dias após inoculação intraperitoneal (Hong et 

al, 2000; Sieira et al., 2000). Um estudo 

recente demonstrou que o SST4 de B abortus 

também está envolvido na formação de 

microgranulomas no baço de camundongos, 

uma vez que modelos “knockouts” que 

apresentam infecção persistente de mutante 

virB não desenvolvem esta lesão (Rolán et al., 

2009). 

Outro fator de virulência identificado no 

gênero Brucella é o sistema transportador do 

tipo ABC (“ATP binding cassete”) (Rosinha et 

al., 2002; Jenner et al., 2009). Em bactérias 

Gram negativa, este sistema é constituído por: 

duas proteínas de membrana (permease) com 

segmentos transmembrana; proteínas 

periféricas responsáveis pela ligação e 

hidrólise de ATP; e proteínas periplasmáticas 

que se ligam a um substrato específico. Apesar 

dos transportadores serem versáteis, todos são 

caracterizados pelo transporte transmembrana 

ativo, sendo necessário obter energia através 

da hidrólise de ATP (Tam e Saier, 1993). 

Transportadores ABC são capazes de importar 

peptídeos, poliaminas, íons, aminoácidos, 

ferro e sulfatos para o interior da bactéria e 

exportar antibióticos, ácidos graxos e toxina, 

além de possuir importante papel na 

manutenção da expressão gênica e reparo do 

DNA (Tam e Saier, 1993; Ko e Splitter, 2000). 

No gênero Brucella, foi demonstrado que um 

gene específico envolvido no transporte ativo 

de polissacarídeo é importante para a 

patogenicidade da bactéria durante a infecção 

em camundongos. Além disso, a deleção deste 

gene gerou um mutante atenuado de B. 

abortus com potencial para ser utilizado como 

amostra vacinal (Rosinha et al., 2002), 

evidenciando que o sistema ABC pode ser 

alvo para o desenvolvimento de vacinas 

(Garmory e Titball, 2004). Contudo, já foram 

descritos ABC transportadores de B. abortus 

que não são necessários para a sobrevivência 

intracelular e infecção crônica em 

camundongos, apesar de terem funções 

importantes, como o transporte de ferro 

(Danese et al., 2004) e a excreção de toxinas 

(Ko e Splitter, 2000). Recentemente, o estudo 

das regiões genômicas que codificam ABC 

transportadores em cinco espécies clássicas de 

Brucella spp. (B. melitensis, B. suis, B. 

abortus, B. ovis e B. canis) resultou na 

classificação das proteínas em três grupos 

funcionais: sistema de exportação; sistema de 

resistência a antibiótico e manuntenção; e 

sistema de importação, no qual se concentra a 

maioria dos transportadores ABC de Brucella 

spp. (Jenner et al., 2009). Interessantemente, 

foi demonstrado que aproximadamente 8,8% 

do genoma da Brucella spp. é constituído por 

genes que codificam ABC transportadores e 

que estas proteínas, possivelmente, estão 

relacionadas à capacidade do organismo de 

sobreviver em condições adversas (Harland et 

al., 2005; Jenner et al., 2009). Adicionalmente, 

dentre as espécies de Brucella spp. avaliadas, 

a B. ovis codifica o menor número de 

proteínas transportadoras, uma vez que 

apresenta 29 pseudogenes no sistema ABC 

relacionado à importação de nutrientes, sendo 

incapaz de importar 8 de 26 nutrientes que 

sabidamente são transportados por este 

sistema (Jenner et al., 2009). 

Outras proteínas que possivelmente estão 

envolvidas na patogenicidade da Brucella spp. 

são as hemaglutininas presentes na membrana 

externa (Rocha-Garcia et al., 2002; Perry et 

al., 2010). Estudos prévios demonstraram a 

presença de uma proteína na Brucella sp. 

homóloga à proteína de membrana da Yersinia 

pestis e que, em B. abortus e B. melitensis, é 

responsável pela adesão e aglutinação de 

hemácia humana e de animais (Rocha-Garcia 

et al., 2002). Adicionalmente, a mutação 

recente do gene putativo para hemaglutinina 

exclusivo de B. melitensis foi capaz de 

diminuir a ocorrência de aborto no modelo de 
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infecção em caprinos. Contudo, a colonização 

bacteriana da amostra mutante foi semelhante 

à amostra virulenta no baço e linfonodos das 

cabras, o que demonstra que a hemaglutinina 

não é essencial para o estabelecimento da 

infecção no animal (Perry et al., 2010). 

5. Análise genômica de B. ovis  

O genoma de Brucella spp. é constituído por 

dois cromossomos circulares sem plasmídeo e 

com elevada identidade genética entre as 

espécies. Os cromossomos se diferem quanto 

ao tamanho e os genes funcionais, sendo que 

genes relacionados ao metabolismo e que 

codificam vias de transporte de nutrientes se 

concentram no cromossomo I, enquanto genes 

envolvidos com a síntese de componentes 

estruturais, transcrição e replicação estão 

presentes no cromossomo II (Paulsen et al., 

2002). As espécies clássicas de Brucella 

possuem valores muito similares de 

porcentagem G+C (~57,2%), genes por 

genoma (~ 3460) e de genes que codificam 

proteínas (~ 3180) (Tsolis et al., 2009; Wattan 

et al., 2009). 

Recentemente, a amostra de referência B. ovis 

ATCC25840 (também conhecida como 63/290 

ou NCTC10512), isolada originalmente na 

Austrália, foi submetida ao sequenciamento 

completo do genoma (Tsolis et al., 2009), o 

que resultou na identificação de cromossomo I 

com 2,1 Mb (Genbank, NC_009505) e 

cromossomo II com 1,1 Mb (Genbank, 

NC_009504). A análise genômica de B. ovis 

permitiu estudos comparativos com as 

espécies patogênicas de Brucella previamente 

sequenciadas, incluindo B. melitensis 

(Delvechio et al., 2002), B. suis (Paulsen et al., 

2002) e as cepas 9-941 e 2308 de B. abortus 

(Halling et al., 2005; Chain et al., 2005), o que 

confirmou a elevada conservação genômica do 

gênero Brucella.  

No entanto, algumas peculiaridades genômicas 

da B. ovis foram descritas. Diversos genes que 

codificam fatores de virulência da Brucella sp. 

estão ausentes na B. ovis. Isto se deve à 

deleção de regiões genômicas ou à presença de 

genes afuncionais ou pseudogenes (Tsolis et 

al., 2009). A B. ovis possui o maior número de 

pseudogenes, que representam 

aproximadamente 11% dos genes que 

constituem o cromossomo II (Tsolis et al., 

2009). Possivelmente, os pseudogenes 

contribuiram para a variabilidade do grau de 

patogenicidade e de hospedeiros preferenciais 

entre as espécies de Brucella (Chain et al., 

2005). Determinadas características 

bioquímicas que conferem menor virulência à 

B. ovis estão refletidas no genoma, tais como: 

a morfologia rugosa da bactéria, devido à 

ausência dos genes wboA e wboB que 

codificam glicosiltransferases e que são 

essenciais para a biossíntese completa do LPS 

(Vizcaíno et al., 2004; Tsolis et al., 2009); a 

incapacidade de utilizar eritritol, ao não 

expressar genes responsáveis pela sua 

oxidação e transporte; e o fenótipo de urease 

negativa, devido à deleção e mutação pontual 

no operon ureCl (Tsolis et al., 2009). Contudo, 

outras regiões patogênicas estão conservadas 

no genoma, como o operon virB (virb1-

virB12) com provável SST4 funcional, o 

sistema regulatório BvrR:BvrS, β-glucan 

cíclico, algumas proteínas transportadoras, 

entre outras (Tsolis et al., 2009). 

O sequenciamento de B. ovis também resultou 

na identificação de uma ilha de 26,5 Kb 

presente no cromossomo II constituída por 28 

ORFs que estão ausentes nas demais espécies 

clássicas de Brucella. Contudo, a mesma ilha 

genômica foi identificada em três amostras 

marinhas de Brucella isoladas de golfinhos 

nariz-de-garrafa (Tursiops truncatus). Na 

análise de PCR, 17 isolados de B. ovis foram 

positivas para os 12 ORFs avaliados, o que 

indica a conservação da ilha genômica no 

cromossomo II entre os isolados de diferentes 

áreas geográficas (Tsolis et al., 2009). 

Adicionalmente, análises de PCR confirmaram 
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que estas sequências alvo estão ausentes em 

bactérias filogeneticamente próximas à 

Brucella spp. (Ochrobactrum intermedium e 

Ochrobactrum anthropi) e em outros 

organismos que sabidamente causam 

epididimite em ovinos (Actinobacillus seminis, 

Histophilus somni, Arcanobacterium 

pyogenes, Corynebacterium 

pseudotuberculosis, Chlamydophila abortus, 

Mannheimia haemolytica e Staphylococcus 

aureus) (Xavier et al., 2010, no prelo).  

Interessantemente, a ilha específica de B. ovis 

está inserida entre duas cópias do elemento 

SI771, que é altamente conservado no gênero 

Brucella (Halling e Bricker, 1994). Isto sugere 

duas hipóteses: a região foi deletada nas outras 

espécies de Brucella através de recombinação 

gênica entre as duas cópias do SI771 ou; a 

sequencia foi adquirida por B. ovis com a 

duplicação do elemento (Tsolis et al., 2009). 

Também foi demonstrado que nesta ilha 

genômica são codificadas proteínas 

específicas de B. ovis e potencialmente 

patogênicas, como proteína ABC 

transportadora, hemaglutinina putativa, 

diversas proteínas hipotéticas e possivelmente 

uma antitoxina que compõe o sistema de 

toxina-antitoxina bacteriano. Contudo, não se 

sabe a importância destas proteínas para o 

estabelecimento da infecção e sobrevivência 

de B. ovis no animal, sendo necessário estudos 

em modelos animais de infecção. 

As análises genômicas de B. ovis têm 

possibilitado a identificação de genes e regiões 

exclusivas que potencialmente determinam a 

sua patogenicidade (Tsolis et al., 2009; Wattan 

et al., 2009). A ampla compreensão da 

patogênese específica da B. ovis auxiliará, 

portanto, na determinação de fatores que 

justifiquem o forte tropismo desta espécie para 

o trato genital masculino de ovino e, ao 

mesmo tempo, a sua incapacidade de infectar 

o ser humano (Godfroid et al., 2005; Tsolis et 

al., 2009). Adicionalmente, estes 

conhecimentos favorecerão o desenvolvimento 

de amostras vacinais para o controle eficiente 

da B. ovis nos ovinos. Portanto, este trabalho 

objetivou identificar proteínas codificadas por 

ORFs específicos que são essenciais para a 

sobrevivência in vivo e estão envolvidos na 

patogenicidade da B. ovis durante a infecção 

animal. Para isso, foi desenvolvido e 

caracterizado um novo modelo de infecção 

para B. ovis em camundongos machos.   

OBJETIVOS 

Este trabalho teve como objetivos: 

 Desenvolver e caracterizar um modelo 

murino de infecção para B. ovis; 

 Identificar proteínas codificadas por 

ORFs específicos que são necessárias 

para a sobrevivência in vivo e 

patogenicidade da B. ovis. 

MATERIAL E MÉTODOS 

(i) Desenvolvimento de modelo murino de 

infecção 

Preparação de inóculo 

A amostra virulenta de B. ovis ATCC 25840 

(também conhecida como NCTC10512 ou 

63/290) foi utilizada neste estudo. Para o 

preparo do inóculo, a B. ovis foi cultivada em 

placa com meio TSA (Becton-Dickinson, 

USA) com 10% de hemoglobina (Becton-

Dickinson, USA) por 3 dias em estufa a 37
o
C 

e 5% de CO2. A amostra foi raspada da placa, 

suspendida em tubo falcon contendo PBS 

(tampão fosfato salina) estéril, homogeneizada 

com vórtex, seguida de diluição e leitura no 

espectrofotômetro com OD600 (SmartSpec, 

BioRad) para estimar a concentração final do 

inóculo. Foi considerado para B. ovis o valor 

de 1 OD = 2 a 4x10
9
 UFC/ml (Sun et al., 

2005). Adicionalmente, o inóculo preparado 
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foi submetido à diluição seriada em PBS e 

plaqueadas (100µl) em duplicata em meio 

TSA com 10% de hemoglobina, para a 

confirmação da dose de inoculação por 

animal. Apesar de não ser considerada 

patogênica ao homem (Godfroid et al., 2005), 

toda manipulação e cultivo de B. ovis foi 

realizado em laboratório de biossegurança 

nível 3.  

Infecção animal 

Considerando a escassez de trabalhos sobre 

lesões e cinética da infecção por B. ovis em 

camundongos, foram utilizados camundongos 

machos para caracterizar este modelo de 

infecção experimental. Os camundongos 

machos das linhagens BALB/c e C57/BL6 

foram adquiridos no Instituto de Ciências 

Biológicas da Universidade Federal de Minas 

Gerais (ICB-UFMG) e foram mantidos em 

fase de adaptação por no mínimo uma semana. 

Todo experimento animal foi previamente 

aprovado pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal (CETEA-UFMG), 

protocolo n
o
 136/08. 

Para desenvolver um modelo de infecção para 

B. ovis, inicialmente, foram avaliadas 

diferentes doses de inoculação. Um 

experimento piloto utilizando grupos de quatro 

camundongos BALB/c de 7 a 8 semanas de 

idade foram inoculados, via intraperitoneal, 

com 100 µl da amostra virulenta de B. ovis nas 

doses 4x10
5
, 4x10

6
, 4x10

7
 e 4x10

8
 UFC/ml. 

Após 1 semana, os animais foram sacrificados 

com sobredose de xilazina e quetamina e, em 

seguida, fragmentos de baço e fígado foram 

coletados para avaliação bacteriológica e 

histopatológica, como descrito posteriormente.  

Após determinar a dose de inoculação a ser 

utilizado, foi avaliado o curso da infecção de 

B. ovis em duas linhagens de camundongos, 

BALB/c e C57BL/6, que são consideradas 

linhagens susceptíveis e resistentes à infecção 

por Brucella spp., respectivamente (Baldwin e 

Parent, 2002). Um total de 32 camundongos 

machos BALB/c e C57BL/6 de 7 a 8 semanas 

de idade (quatro animais por tempo de 

infecção) foram inoculados, via 

intraperitoneal, com 100 µl de suspensão 

contendo 1,3x10
7 

UFC/ml de B. ovis. Um 

grupo controle com quatro camundongos de 

cada linhagem foi inoculado 100 µl de PBS 

estéril, via intraperitoneal. Nos tempos 0 

(grupo controle), 1, 7, 30 e 90 dias após a 

infecção, um grupo de cada linhagem foi 

sacrificado e fragmentos de baço, fígado e 

trato genital, incluindo ambos os testículos, 

epidídimos e vesícula seminal, foram 

coletados para avaliação bacteriológica, 

histopatológica e imunoistoquímica. 

Adicionalmente, para avaliar esplenomegalia 

durante o curso da infecção, cada animal e seu 

respectivo baço foram pesados, determinando 

o peso total do baço em relação ao peso vivo 

do animal. 

Bacteriologia 

Para a bacteriologia, fragmentos de tecidos 

foram assepticamente coletados, pesados, 

transferidos para tubos falcon de 50 ml 

contendo 2 ml de PBS estéril e macerados 

com um “mixer” (Hamilton Beach, 

Washington, USA). Para evitar contaminação 

entre as amostras, a haste do “mixer” foi 

lavada duas vezes com água estéril, seguido de 

álcool absoluto e novamente com água estéril. 

As amostras foram diluídas em PBS estéril e 

plaqueadas em meio TSA com 10% de 

hemoglobina. Após 4 a 7 dias de incubação 

em estufa a 37
o
C e 5% de CO2 (Alton et al., 

1988), as colônias foram contadas e o valor de 

UFC por grama de órgão foi estimado. 

Histopatologia e Imunoistoquímica 

Fragmentos de baço, fígado, testículos, 

epidídimos e vesícula seminal foram fixados 

por imersão em formol tamponado a 10% por 

24 horas, seguidos por desidratação em álcool 

crescente, diafinização em xilol e embebição 
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em parafina. Os fragmentos foram 

seccionados em cortes de 5 µm de espessura e 

corados por hematoxilina e eosina (HE) para 

avaliação histopatológica. As lesões 

inflamatórias foram avaliadas de acordo com 

intensidade e foi dado um escore para cada 

tecido, variando de 0 (ausência de lesão) até 3 

(lesão acentuada). 

Para associar a lesões histopatológicas com a 

presença intralesional do agente, foi realizada 

a imunoistoquímica dos mesmos tecidos, 

seguindo o protocolo descrito por Xavier et al. 

(2009b). Resumidamente, os cortes em 

lâminas silanizadas foram diafinizados, 

hidratados em álcool decrescente, lavados com 

PBS por 5 minutos e incubados com solução 

de peróxido de hidrogênio a 10% por 30 

minutos, para bloquear a peroxidase endógena. 

Após lavar novamente com PBS, as lâminas 

foram transferidas para câmara úmida à 

temperatura ambiente e incubadas com 

solução de leite em pó desnatado (25 µg/ml) 

por 45 minutos, para diminuir marcações 

inespecíficas no corte. Posteriormente, os 

cortes foram incubados por 30 minutos com 

anticorpo primário, utilizando soro diluído 

(1:5000) de carneiros experimentalmente 

infectados por B. ovis que foram positivos 

para o teste de imunodifusão em gel-ágar 

(Xavier et al., 2010, no prelo). Em seguida, os 

cortes foram lavados três vezes com PBS, 

incubados com anticorpo secundário 

biotinilado por 20 minutos, seguida de nova 

lavagem com PBS e incubação por 20 minutos 

com complexo de estreptoavidina-peroxidase 

de kit comercial (LSAD+ Kit, DAKO 

Corporation, CA, EUA). A reação foi revelada 

com 0,024% de diaminobenzidina (DAB, 

Sigma, EUA) e os cortes contracorados com 

hematoxilina de Mayer. Os tecidos foram 

avaliados quanto à imunodetecção de bactéria 

e se estas estavam associadas às alterações 

inflamatórias presentes no tecido. 

(ii) Avaliação de genes patogênicos de 

Brucella ovis 

Mutagênese de B. ovis 

Vários estudos apontam que o operon virB, 

que codifica o sistema de secreção tipo 4 

(SST4), é essencial para a sobrevivência in 

vivo e intracelular de diversas espécies de 

Brucella (Sieira et al, 2000; Comerci et al., 

2001; Boschiroli et al., 2002; den Hartigh et 

al., 2004). Considerando estes resultados, foi 

desenvolvido neste estudo um mutante de B. 

ovis com SST4 afuncional, através da mutação 

polar do operon virB2 (mutante TMS1). 

Adicionalmente, foram gerados dois mutantes 

(TMS2 e TMS3) através da deleção de genes 

específicos da ilha patogênica no cromossomo 

II de B. ovis, previamente descrito por Tsolis e 

colaboradores (2009). O mutante TMS2 

apresenta deleção do gene putativo que 

codifica hemaglutinina (BOVA0512, 

GenBank), enquanto o mutante TMS3 

apresenta deleção de 2 ORFs (BOVA0500 e 

BOVA0501, GenBank) que, presuntivamente, 

codificam proteínas constituintes de um 

sistema transportador do tipo ABC. Os 

plasmídeos para a mutagênese foram gerados 

por T. A. Paixão, no Laboratório de 

Microbiologia e Imunologia Médica da 

Universidade da Califórnia, Davis, EUA. 

Considerando-se que o operon virB (virB1 a 

virB12) é conservado entre B. ovis e outras 

espécies de Brucella (Tsolis et al., 2009), para 

a geração do mutante ΔvirB2 de B. ovis 

(TMS1), foi utilizado o plasmídeo pAV2.2 

(Tabela 1) desenvolvido previamente por den 

Hartigh et al. (2004) para a deleção de virB2 

em B. abortus. Resumidamente, fragmentos 

anterior (virB988-1562) e posterior 

(virB1796-2458) do gene virB2 de B. abortus 

foram amplificados por PCR. Os fragmentos 

foram clonados em pCR2.1 TOPO 

(Invitrogen, CA, EUA) e, então, o fragmento 

anterior foi digerido com enzimas XhoI e ClaI 

e inserido no pBluescript KS (Stratagene, CA, 

EUA). O fragmento posterior foi cortado do 

TOPO através de dupla digestão com enzimas 

EcoRI e XbaI, e clonado no mesmo 
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pBluescript contendo o fragmento anterior. 

Em seguida, o gene de resistência a 

canamicina Tn903 foi amplificado a partir do 

vetor pUC-KSAC, digerido com EcoRI e ClaI, 

e clonado no pBluescript, gerando o plasmídeo 

pAV2.2 (Tabela 1). Portanto, o vetor utilizado 

pAV2.2 apresenta o gene virB2 substituído 

pelo cassete de resistência a canamicina.  

Para a geração do mutante Δhemaglutinina 

(TMS2), um fragmento de 1971 pb do gene 

BOVA0512 de B. ovis foi amplificado por 

PCR, utilizando os primers BOVA0512FW e 

BOVA0512RV (Tabela 2). O produto foi 

extraído do gel utilizando kit comercial de 

extração (QIAEX II, QIAGEN, EUA) e 

inserido no vetor pCR2.1TOPO-TA, 

utilizando kit de clonagem TOPO (Invitrogen, 

CA, USA). O inserto foi retirado do TOPO-

TA com dupla digestão, utilizando as enzimas 

BamHI e XhoI, e clonado no vetor pBluescript 

KS. Adicionalmente, o cassete de canamicina 

KIXX (1,6 kb) foi inserido no meio do inserto 

no pBluescript KS, a partir da digestão de 

pUC4-KIXX (Amersham Pharmacia Biotech., 

EUA) com a enzima SmaI, seguida da 

digestão do vetor pBluescript com enzima 

EcoRV. O plasmídeo final, que possui o gene 

que codifica a hemaglutinina parcialmente 

deletado e interrompido pela inserção do 

cassete KIXX, foi denominado pBO6 (Tabela 

1).  

Para a geração do mutante ΔABC 

transportador (TMS3), os fragmentos anterior 

(961 pb) e posterior (993 pb) dos ORFs 

BOVA0500 e BOVA0501 de B. ovis foram 

amplificados por PCR, utilizando os pares de 

primers BOVA0500FW, BOVA0500RV e 

BOVA0501FW, BOVA0501RV, 

respectivamente (Tabela 2). Cada produto foi 

clonado em pCR2.1 TOPO. O fragmento 

anterior foi cortado do TOPO-TA utilizando 

as enzimas XbaI e HindIII e clonado no 

pBluescript KS. O fragmento posterior foi 

cortado através de dupla digestão com HindIII 

e XhoI e inserido no mesmo vetor. 

Posteriormente, o cassete de canamicina 

KIXX foi cortado do pUC-KIXX com a 

enzima HindIII e inserido no pBluescript KS 

entre os fragmentos anterior e posterior. O 

plasmídeo final com a deleção de dois genes 

que codificam a proteína ABC transportadora 

e substituição pelo cassete de canamicina foi 

denominado pBO4 (Tabela 1).  

A sequência e direção 5’- 3’ correta do inserto 

dos plasmídeos gerados, pBO4 e pBO6, foram 

confirmados por sequenciamento. Para a 

mutagênese de B. ovis, cada plasmídeo foi 

extraído de E. coli utilizando o kit de extração 

Midi-prep (Plasmid Midi Kit, QIAGEN, EUA) 

e inserido em B. ovis por eletroporação, como 

descrito a seguir. 

Eletroporação de B. ovis 

A eletroporação de B. ovis foi realizada com 

adaptação do protocolo descrito por Tatum et 

al. (1992). Inicialmente, para tornar B. ovis 

ATCC25840 eletrocompetente, a amostra foi 

plaqueada em meio TSA com 10% de 

hemoglobina e mantida por 48 horas em estufa 

a 37
o 

C e 5% de CO2. As placas foram 

raspadas, a amostra foi suspensa em 40 ml 

meio líquido TSB (Trypticase Soy Broth) e 

dividida em dois tubos falcons de 50 ml, que 

foram mantidos no gelo. Após centrifugação a 

4.000 xg por 20 minutos em centrífuga 

refrigerada a 4
o
C, o sobrenadante foi 

descartado e cada “pellet” de bactéria foi 

ressuspendido em 20 ml de água estéril 

gelada, utilizando pipetas de 25 ml geladas. As 

amostras foram novamente centrifugadas e a 

lavagem do “pellet” repetida por três vezes. 

Na última lavagem, a suspensão de bactéria 

foi transferida para um único tubo, seguida de 

centrifugação, descarte do sobrenadante e 

resuspensão do único pellet formado em 1 ml 

de água estéril.  A B. ovis eletrocompetente foi 

mantida no gelo até o momento da 

eletroporação.  

http://www.qiagen.com/products/plasmid/qiagenplasmidpurificationsystem/qiagenplasmidmidikit.aspx
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Para a eletroporação, foram adicionados 10 µl 

de plasmídeos pBO4, pBO6 ou pVA2.2 em 50 

µl de suspensão de B. ovis eletrocompetente. 

Cada solução de 60 µl foi transferida para uma 

cubeta estéril de 0,1 cm (BioRad Laboratories, 

CA, EUA) e submetida a um choque de 2,2 

KV e 5,4 ms, utilizando o equipamento 

eletroporador da BioRad (BioRad 

Laboratories, CA, EUA). Imediatamente após 

a eletroporação, foi adicionado 1 ml de meio 

SOCB (2% tryptona, 0,5% extrato levedura, 

10 mM NaCl, 2,5 mM KCl, 10 mM MgCl2, 

10 mM MgSO4 e 20 mM glicose), e em 

seguida, 100 µl de cada amostra foi plaqueada 

em meio TSA sem antibiótico e incubada a 

37
o
C por 16 horas. As colônias crescidas em 

placa foram raspadas, suspensas em 100 µl de 

PBS estéril e plaqueadas em meio TSA com 

hemoglobina e canamicina a 100 µg/ml 

(Gibco
®
, Invitrogen, Brasil). Adicionalmente, 

o restante da suspensão foi incubado em 

“shaker” a 37
o
C por 16 horas e, em seguida, 

plaqueados 100 µl e 900 µl de cada amostra 

em meio TSA com canamicina. Após incubar 

as placas por 4 a 7 dias em estufa a 37
o
C e 5% 

de CO2, as colônias crescidas foram 

plaqueadas em linha em meio TSA com 

canamicina e em meio TSA com ampicilina a 

200 µg/ml (Gibco
®
, Invitrogen, Brasil). Após 

4 a 7 dias, foram selecionadas colônias de 

cada mutante que eram resistentes à 

canamicina e sensíveis à ampicilina. 

Confirmação de mutagênese por PCR 

Para a confirmação dos mutantes gerados, 

além da seleção pela resistência ao antibiótico, 

cada mutante foi analisado pela PCR, 

utilizando primers específicos de B. ovis para 

a confirmação da deleção dos genes de 

interesse. Para a extração de DNA, as colônias 

selecionadas foram ressuspendidas em 100 µl 

de água estéril, fervidas por 10 minutos e 

centrifugadas por 2 minutos a 12.000 xg. A 

preparação da reação para PCR foi 

padronizada para todos os mutantes, sendo 

adicionado 23 μL de mix de PCR comercial 

(Supermix, Invitrogen, SP, Brasil), 0,5 μL de 

cada primer a 25 µM, 0,25 μL de Taq DNA 

polimerase (Invitrogen, SP, Brasil) e 2 μL do 

sobrenadante do DNA extraído. Os parâmetros 

utilizados para a amplificação foram: 

desnaturação a 94ºC por 5 minutos, seguido de 

30 ciclos de desnaturação a 94ºC por 30 

segundos, anelamento a 60ºC por 30 segundos 

e extensão a 72ºC por 1,5 minuto e, ao final, 

extensão a 72ºC por 10 minutos. O produto 

amplificado foi corrido em gel de agarose a 

1% com brometo de etídio (Invitrogen, SP, 

Brasil). 

Para confirmar o mutante ΔvirB2 (TMS1), 

foram utilizados os primers virB-FW e virB-

RV (Tabela 2), sendo esperado um produto de 

maior peso molecular para amostras mutantes 

(1521 pb) do que para a amostra WT de B. 

ovis (734 pb), considerando que no mutante 

houve a inserção do cassete de canamicina na 

região alvo de amplificação. Para a 

confirmação dos mutantes ΔABC 

transportador (TMS3) e Δhemaglutinina 

(TMS2), foram utilizados os pares de primers 

BO4FW, BO4RV e BO6FW, BO6RV, 

respectivamente (Tabela 2), descritos por 

Tsolis et al., 2009). Em ambos os mutantes, o 

alvo de amplificação foi a região deletada, 

portanto, as colônias consideradas mutantes 

eram negativas na PCR. Adicionalmente, 

como um controle interno para as amostras 

mutantes de B. ovis, foram utilizados os 

primers BrucellaP31-FW e BrucellaP31-RV 

descritos por Baily et al. (1992) para a 

amplificação do gene bcsp31, que codifica 

uma proteína de superfície celular altamente 

conservada no gênero Brucella. Como 

controle positivo das reações, foi utilizada 

colônia fervida de B. ovis ATCC25840, sendo 
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esperado um produto de 135 pb, 225 pb e 223 

pb para os primers BO4, BO6 e BrucellaP31, 

respectivamente (Tabela 2). 
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Infecção de camundongos  

Para comparar a cinética de infecção in vivo 

dos mutantes com amostra virulenta (WT) de 

B. ovis, grupos de quatro ou oito camundongos 

machos BALB/c de 7 a 9 semanas de idade 

foram inoculados 100 µl de solução com 

aproximadamente 1x10
7 

UFC/ml de amostras 

ΔvirB2 (TMS1), Δhemaglutinina (TMS2), 

ΔABC transportador (TMS3) ou amostra 

virulenta de B. ovis. Nos tempos 1, 7, 30 e 90 

dias pós infecção, um grupo de cada amostra 

foi sacrificado, sendo coletados fragmentos de 

baço e fígado para avaliação bacteriológica, 

histopatológica e imunoistoquímica, como 

descrito anteriormente. Para a bacteriologia, os 

tecidos de animais infectados com amostra 

mutante foram plaqueados em meio TSA com 

hemoglobina e 100 µg/ml de canamicina. 

Tecidos de animais infectados com amostra 

virulenta foram plaqueados em meio TSA com 

hemoglobina sem antibiótico. 

Adicionalmente, a virulência do mutante 

ΔABC transportador foi comparada com a 

amostra virulenta de B. ovis, através da 

avaliação de letalidade em modelos de 

camundongos 129/Sv “knockout” para o fator 

regulador de IFN (IRF-1
-/-

). Camundongos 

IRF-1
-/-

 apresentam resposta imunológica 

alterada via sinalização de IFN-γ, o que 

impede o controle eficiente da infecção por 

Brucella spp. (Ko et al., 2002a). Estes animais 

foram gentilmente cedidos pelo Dr. Sérgio 
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Costa Oliveira, do Departamento de 

Bioquímica e Imunologia do ICB-UFMG. 

Grupos de 5 camundongos machos de 7 a 12 

semanas de idade foram inoculados com 100 

µl de 2,3 x 10
7
 UFC/ml de WT ou mutante 

ΔABC transportador de B. ovis, via 

intraperitoneal. Todos os animais inoculados 

foram mantidos em caixas isoladas e a 

sobrevivência nos dois grupos foi monitorada 

diariamente até 21 dias pós infecção.  

Infecção in vivo de macrófago peritoneal  

Com o objetivo de comparar a cinética inicial 

da infecção intraperitoneal entre a amostra 

WT e mutantes atenuados de B. ovis, foram 

avaliadas a infecção de macrófagos peritoneal 

in vivo em camundongos e a capacidade de 

distribuição sistêmica da amostra inoculada 

até 24 horas pós inoculação. Grupos de quatro 

camundongos BALB/c machos de 7 a 8 

semanas de idade foram inoculados com 100 

µl de aproximadamente 1 x 10
7 

UFC/ml de  

ΔvirB2, ΔABC transportador ou amostra WT 

de B. ovis, via intraperitoneal. Nos tempos 6, 

12 e 24 horas pós infecção, um grupo de cada 

mutante e de amostra WT foi sacrificado por 

deslocamento cervical e os macrófagos 

peritoneal foram recuperados, seguindo o 

protocolo descrito por Zhang et al. (2008). 

Resumidamente, foi injetado vigorosamente 

10 ml de PBS Dulbecco estéril gelado na 

cavidade peritoneal de cada animal, utilizando 

uma seringa de 10 ml e agulha 20G. Em 

seguida, a solução foi imediatamente aspirada 

com a mesma seringa e o volume total 

recuperado transferido para tubo falcon de 15 

ml mantido em gelo. Uma alíquota da solução 

foi submetida à diluição seriada em água 

estéril e plaqueada em meio TSA com ou sem 

antibiótico, para estimar o valor de UFC total 

(intracelular e extracelular) na cavidade 

peritoneal. Posteriormente, a solução 

recuperada foi centrifugada a 400 xg por 10 

min em centrífuga refrigerada a 4
o
C seguida 

de descarte do sobrenadante e ressuspensão do 

pellet de macrófagos peritoneal em 500 µl de 

RPMI (Gibco, Invitrogen, Brasil) 

suplementado com 10% de soro fetal bovino e 

50 µg/ml de gentamicina (Invitrogen, Brasil), 

para matar bactéria extracelular. As amostras 

foram mantidas em estufa a 37
o
C por 1 hora, 

centrifugadas e descartado o sobrenadante. Os 

macrófagos foram delicadamente lavados com 

1 ml de solução de RPMI sem antibiótico, 

seguida de nova centrifugação e adição de 300 

µl de solução de Triton-X (Nucelar, SP, 

Brasil) a 0,01%. As amostras foram 

homogeneizadas vigorosamente utilizando 

vórtex, lavadas com 700 µl de PBS estéril, 

diluídas e plaqueadas em meio TSA com ou 

sem antibiótico. As placas foram incubadas 

em estufa por 4 a 7 dias e o valor de UFC 

intracelular por animal foi estimado. 

Adicionalmente, o baço de cada animal foi 

coletado e processado para bacteriologia, 

como previamente descrito, para avaliar a 

colonização total no baço após 6, 12 e 24 

horas de infecção.  

Análise estatística 

Todos os dados em UFC sofreram 

transformação logarítmica e foram submetidos 

a ANOVA. As médias dos grupos foram 

comparadas pelo teste de Tukey (GraphPad 

Instat3, USA) e foram considerados 

significativos valores de p<0,05. A 

splenomegalia foi avaliada por ANOVA. A 

média de escores para lesões histopatológicas 

foram comparadas com o teste não 

paramétrico Kruskal Wallis (GraphPad 

Instat3, USA). A frequência de letalidade 

entre os grupos de camundongos IRF-1
-/-

 

foram comparadas utilizando o teste exato de 

Fisher (GraphPad Instat3, USA), sendo 

valores de p≤0,05 considerados significativos.  
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RESULTADOS 

Modelo murino de infecção para B. ovis 

Com o objetivo de avaliar a cinética da 

infecção por B. ovis em camundongos machos, 

inicialmente, foi realizado um experimento 

piloto para determinar a dose mínima de 

inoculação intraperitoneal capaz de resultar 

em infecção, verificada pela colonização 

bacteriana do baço e fígado. Entre as quatro 

doses avaliadas (4x10
4
, 4x10

5
,
 
4x10

6
 e 4x10

7
 

UFC/ animal) em camundongos machos 

BALB/c, não houve diferença significativa ao 

comparar os valores de UFC do baço e fígado 

aos 7 dias pós infecção (dpi) (Figura 1). 

Camundongos inoculados com doses maiores 

ou iguais a 4x10
5
 UFC/animal apresentaram 

colonização bacteriana elevada no baço e 

fígado (aproximadamente 10
7 

UFC/ órgão). 

Considerando que o grupo inoculado com 

4x10
6
 UFC de B. ovis por animal apresentou 

menor variação dos valores de UFC, este 

inóculo foi utilizado como padrão para todos 

os experimentos seguintes.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Avaliação da dose de inoculação de Brucella ovis via intraperitoneal em camundongos 

machos BALB/c. Os valores de UFC recuperados do baço e fígado foram avaliados aos 7 dpi e comparados 

entre os grupos. Os dados representam média e desvio padrão de um único experimento de camundongos 

(n=4) infectados com 4x10
4
, 4x10

5
, 4x10

6
 ou 4x10

7
 UFC/animal de B. ovis.  

 

Em seguida, para caracterizar um modelo 

murino de infecção, grupos (n=4) de 

camundongos machos BALB/c e C57BL/6 

foram inoculados com 1,3x10
6
 UFC de B. ovis 

por animal e sacrificados aos 1, 7, 30 e 90 dpi. 

Os resultados bacteriológicos de baço, fígado, 

testículos, epidídimos e vesícula seminal estão 

representados na Figura 2. No baço, foi 

demonstrado que ambas as linhagens 

apresentaram elevada colonização bacteriana 

com 1 e 7 dpi, seguida por diminuição 

significativa dos valores de UFC a partir de 30 

dpi (Figura 2A). A linhagem BALB/c 

apresentou aumento significativo da 

colonização esplênica de 1 para 7 dpi, o que 

não ocorreu em camundongos C57BL/6. Além 

disso, camundongos BALB/c demonstraram 

valores de UFC no baço maiores do que 

C57BL/6 aos 7 (p<0,05) e 30 dpi (p<0,01) 

(Figura 2A), o que demonstra, inicialmente, 

maior susceptibilidade desta linhagem à 
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infecção por B. ovis. A colonização bacteriana 

no fígado, quando comparada ao baço, foi 

menor durante todo o curso da infecção em 

ambas as linhagens de camundongos (Figura 

2B). No entanto, a cinética de infecção 

encontrada no fígado foi similar à descrita no 

baço, com diminuição da colonização a partir 

de 30 dpi. Interessantemente, os valores de 

UFC no fígado de BALB/c e C57BL/6 foram 

semelhantes aos 1, 7 e 30 dpi, sendo a 

colonização maior em camundongos BALB/c 

somente aos 90 dpi (p<0,05). 

Adicionalmente, a esplenomegalia foi avaliada 

nos camundongos BALB/c e C57BL/6, ao 

comparar o peso de baço/peso corporal do 

grupo controle com os grupos infectados com 

B. ovis (Figura 3A). O peso de baço foi 

significativamente maior aos 7 e 30 dpi tanto 

em camundongos BALB/c quanto em 

C57BL/6. No entanto, a esplenomegalia foi 

mais evidente em camundongos BALB/c, que 

apresentou esta alteração até 90 dpi, como 

demonstrada na Figura 3B.  

 

Ao avaliar o trato genital masculino, os 

valores de UFC de B. ovis recuperados de 

testículos, epidídimos e vesícula seminal no 

início da infecção foram semelhantes tanto em 

camundongos BALB/c como em C57BL/6 

(Figura 2C-E). Camudongos C57BL/6 

apresentaram diminuição da colonização no 

trato genital a partir de 30 dpi, sendo 

recuperados valores mínimos de UFC no 

testículos e na vesícula seminal . Em 

camundongos BALB/c, houve diminuição 

significativa da colonização aos 30 dpi 

somente nos testículos (Figura 2C). 

Epidídimos e vesícula seminal de BALB/c 

apresentaram oscilações dos valores de UFC 

durante o curso da infecção (Figura 2D,E). Na 

vesícula seminal de BALB/c, não foi 

observada diferença significativa de 

colonização entre os tempos avaliados devido 

à grande variação no valor de UFC entre os 

grupos (Figura 2E). Os dados bacteriológicos 

demonstram que a infecção por B. ovis não 

persiste no trato genital de camundongos 

machos. 

 

Para identificar as lesões inflamatórias que 

estão relacionadas à infecção por B. ovis no 

camundongo, fragmentos de baço, fígado, 

testículos, epidídimos e vesícula seminal 

foram coletados aos 1, 7, 30 e 90 dpi, 

avaliados histologicamente e por 

imunodetecção de bactéria intralesional. Como 

grupo controle, camundongos machos 

BALB/c (n=4) e C57BL/6 (n=4) foram 

inoculados com PBS estéril e sacrificados no 

dia da inoculação (tempo 0). Nenhum dos 

animais apresentou alteração inflamatória nos 

órgãos avaliados, sendo estes utilizados como 

controle negativo para histologia e 

imunoistoquímica. 

No baço, as alterações histológicas foram 

caracterizadas por microgranulomas 

multifocais, discretos a moderados, adjacentes 

à polpa branca, que foram observados a partir 

de 7 dpi tanto em BALB/c quanto em 

C57BL/6 (Figura 4A). No fígado, todos os 

camundongos aos 7 e 30 dpi apresentaram 

microgranulomas hepáticos multifocais, 

discretos a moderados, caracterizados por 

infiltrado inflamatório predominantemente 

histiocítico, contendo macrófagos epitelióides 

(Figura 4B). A média de escores das lesões no 

baço e no fígado de camundongos BALB/c e 

C57BL/6 para os diferentes tempos avaliados 

está descrita na Tabela 3. Os escores para o 

fígado foram similares entre ambas as 

linhagens em todos os tempos avaliados, 

enquanto no baço as lesões foram mais 

acentuadas na linhagem BALB/c somente aos 

7 dpi. Na fase aguda da infecção (1 dpi), as 

alterações histológicas foram raras ou 

ausentes, apesar destes animais apresentarem 

elevado valores de UFC no baço e fígado. No 

entanto, o escore médio de lesão foi maior aos 

7 e 30 dpi em ambas as linhagens, o que 

demonstra que as lesões inflamatórias nos 

camundongos são mais evidentes durante a 
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fase crônica da infecção associada à elevada colonização bacteriana dos órgãos.  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2: Cinética de infecção de Brucella ovis em camundongos machos BALB/c e C57BL/6. Cada 

animal foi inoculado com 1x10
6 

UFC de amostra virulenta de B. ovis, via intraperitoneal. Foram avaliados 

colonização bacteriana aos 1, 7, 30 e 90 dpi no baço (A), fígado (B), testículos (C), epidídimos (D) e vesícula 

seminal (E). Os dados representam média e desvio padrão de grupos de camundongos (n=4) de um único 

experimento. A diferença significativa entre as duas linhagens de camundongo está indicada por asteriscos 

(*p<0,05, **p<0,01). Diferença significativa entre os tempos dentro de uma mesma linhagem está indicada 

por letras distintas (letras minúsculas = C57BL/6; letras maiúsculas = BALB/c). Linha horizontal indica o 

limite de detecção de UFC em cada órgão. 
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Figura 3: Esplenomegalia em camundongos machos durante a infecção por Brucella ovis. (A) Peso do 

baço em relação ao peso vivo (%) de camundongos BALB/c e C57BL/6 aos 7, 30 e 90 dias após inoculação 

de 1x10
6 

UFC/animal de B. ovis. O grupo controle foi inoculado com PBS estéril. A diferença significativa 

entre grupo infectado e controle está indicada por asteriscos (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). (B) 

Macroscopia de camundongo BALB/c aos 90dpi com evidente esplenomegalia (seta). 

 

Tabela 3. Escore médio de lesões inflamatórias no baço e fígado de camundongos BALB/c e 

C57BL/6 durante a infecção por Brucella ovis. 

 

  Dias pós infecção 

 

  Dias pós infecção 

Baço 1 7 30 90   Fígado 1 7 30 90 

BALB/c 0
b
 1,25

a
 1,13

ab
 0,63

ab
   BALB/c 0

b
 1,63

a*
 1,13

ab
 0,88

ab
 

C57BL/6 0
b
 0,38

ab
 1,05

a
 0,13

ab
   C57BL/6 0,25

b
 1,88

a
 1,50

ab
 0,50

ab
 

Letra distintas na mesma linha diferem entre si  (p<0.05).  *p<0.01. 

 

Adicionalmente, camundongos BALB/c e 

C57BL/6 apresentaram discreta 

imunomarcação intralesional de B. ovis 

presentes no citoplasma de macrófagos, 

principalmente em microgranulomas 

hepáticos aos 7 dpi (Figura 4E). A 

imunodetecção do patógeno, portanto, 

confirma que as alterações inflamatórias 

descritas no baço e fígado são resultantes da 

infecção sistêmica por B. ovis no 

camundongo. 

No trato genital masculino, as lesões 

inflamatórias foram predominantemente 

caracterizadas por discreto infiltrado 

neutrofílico e linfo-histiocitário próximo ao 

testículo, epidídimo e, menos frequentemente 

na vesícula seminal e no tecido adiposo 

adjacente (Figura 4C,D). Somente um animal 

BALB/c aos 30 dpi apresentou moderado 

infiltrado inflamatório linfo-histiocitário e 

neutrofílico no interstício da vesícula 

seminal. A inflamação peritesticular e 

periepididimária foram descritas 

bilateralmente em todos os animais 

infectados. Além disso, a discreta 

imunomarcação de B. ovis associada à 

periorquite e periepididimite permitiu 

relacionar as alterações inflamatórias no trato 

genital com a presença local do patógeno 

(Figura 4F). Contudo, a baixa colonização 

bacteriana do sistema reprodutivo de 

camundongos durante a infecção sistêmica 

por B. ovis e as alterações histológicas 

restritas ao tecido adjacente evidenciam a 

ausência de tropismo do organismo pelo trato 

genital masculino. 
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Figura 4: Histologia e imunoistoquímica de camundongos machos BALB/c e C57BL/6 infectados com 

Brucella ovis. (A) Baço de BALB/c aos 30 dpi e (B) fígado de C57BL/6 aos 7 dpi com microgranuloma 

multifocal, composto predominantemente por macrófagos. Barra: 100 µm. (C) Epidídimo e (D) vesícula 

seminal de BALB/c aos 7 dpi, com discreto infiltrado neutrofílico e histiocitário no tecido adjacente. Barra 

400 µm. (E) Imunomarcação de B. ovis intralesional em microgranuloma hepático de C57BL/6 aos 7 dpi; 

Barra 70 µm (F) Imunomarcação discreta adjacente ao epidídimo associado ao infiltrado inflamatório em 

BALB/c aos 30 dpi. Barra: 100 µm. 
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Mutagênese e identificação de fatores de 

virulência em Brucella ovis 

Os mutantes gerados a partir de B. ovis foram 

confirmados através de análise pela PCR 

(Figura 5). A deleção do gene virB2 de B. 

ovis na cepa mutante TMS1 (ΔvirB2) foi 

avaliada por PCR, com base na alteração do 

tamanho do produto de amplificação, 

conforme detalhado na Figura 5. Um 

fragmento de 734 pb do operon virB foi 

amplificado da amostra virulenta de B. ovis 

(ATCC 25840). O mutante ΔvirB2 de B. ovis 

apresentou produto de PCR maior (1521 pb) 

do que a amostra virulenta de referência, 

devido à inserção do cassete de resistência à 

canamicina na região alvo de amplificação 

após a deleção do virB2 (Figura 5A, 5C). A 

deleção dos ORFs BOVA0500 e BOVA0501  

 

 

 

no mutante ΔABC transportador (TMS3) e do 

gene BOVA0512 no mutante Δhemaglutinina 

(TMS2) também foram confirmadas (Figura 

5B-C). O alvo de amplificação foi a região 

especificamente deletada em cada mutante, 

sendo o mutante ΔABC transportador 

negativo somente para BOVA0500/501 (135 

pb) e o mutante Δhemaglutinina negativo 

para BOVA0512 (225 pb). Outros genes de 

B. ovis avaliados foram conservados nas 

amostras mutantes, inclusive o gene bcsp31 

(223 pb) que é altamente conservado no 

gênero Brucella. Como controle positivo para 

todas as reações de PCR, foi utilizada a 

amostra referência ATCC 25840 de B. ovis 

(Figura 5B). 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Confirmação de mutagênese de Brucella ovis pela PCR. (A) Amplificação de fragmento de 734 

pb do operon virB presente na amostra virulenta de referência de B. ovis (ATCC 25840). No mutante ΔvirB2, 

a inserção do cassete de canamicina resultou na amplificação de um produto maior (1521 pb). (B) 

Confirmação da deleção dos ORFs BOVA0500/501 (135 pb) no mutante ΔABC transportador (ΔABC) e de 

BOVA0512 (225 pb) no mutante Δhemaglutinina (Δhemg) de B. ovis. O gene bscp31 (223 pb) foi 

amplificado como controle interno do gênero Brucella. Todos os genes analisados são conservados na 

amostra de referência de B. ovis ATCC 25840. (C) Ilustração da deleção e da região amplificada por PCR nos 

mutantes gerados para a confirmação da mutagênese. 
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Em seguida, foi avaliada a cinética de 

infecção dos mutantes no modelo de infecção 

in vivo em camundongos. Grupos de 4 ou 8 

camundongos machos BALB/c foram 

inoculados por via intraperitoneal com 

aproximadamente 1x10
6
 UFC por animal de 

amostra virulenta de B. ovis ou uma das 

amostras mutantes geradas. O valores de 

UFC recuperados do baço e fígado foram 

comparados entre os grupos infectados por 

amostra WT e por mutantes isogênicos nos 

tempos 1, 7, 30 e 90 dpi, como demonstrado 

na Figura 6. 

Camundongos infectados com mutantes 

ΔvirB2 ou ΔABC transportador de B. ovis 

apresentaram colonização bacteriana no baço 

e no fígado significativamente menor 

(p<0,001) do que os grupos infectados com a 

amostra de referência de B. ovis em todos os 

tempos avaliados (Figura 6A,B). No baço, os 

mutantes ΔvirB2 e ΔABC transportador 

foram recuperados aos 30 dpi somente em um 

animal. Os valores de UFC de ambos os 

mutantes recuperados do fígado foram muito 

reduzidos a partir de 7 dpi (Figura 6B). Os 

dados bacteriológicos evidenciam que ΔvirB2 

e ΔABC transportador de B. ovis são 

atenuados no baço e fígado de camundongos 

a partir de 1 dpi, o que demonstra a menor 

patogenicidade destas amostras mutantes 

durante a infecção in vivo em camundongos. 

Por outro lado, camundongos infectados com 

a cepa mutante Δhemaglutinina apesentaram 

elevados valores de UFC no baço e fígado 

com 1 e 7 dpi, seguida de diminuição 

significativa da colonização bacteriana a 

partir de 30 dpi. Em todos os tempos 

avaliados, não houve diferença significativa 

entre a colonização bacteriana pela cepa 

mutante Δhemaglutinina e amostra de 

referência de B. ovis, tanto no baço quanto no 

fígado (Figura 6A,B). Adicionalmente, 

valores de UFC da cepa mutante 

Δhemaglutinina recuperados no baço foram 

maiores durante todo o curso da infecção 

quando comparados aos do fígado, como 

descrito anteriormente para a amostra de 

referência em camundongos BALB/c. A 

cinética de infecção e a colonização pela cepa 

mutante Δhemaglutinina em camundongos 

machos foi, portanto, muito semelhante à 

descrita para a amostra virulenta de B. ovis, o 

que demonstra o mesmo nível de 

patogenicidade de ambas as amostras. Assim, 

este dado sugere que o gene putativo que 

codifica a hemaglutinina não está envolvido 

na patogenicidade de B. ovis durante a 

infecção in vivo. 

O baço e o fígado de camundongos 

infectados com amostras mutantes também 

foram avaliados histologicamente e através 

de imunoistoquímica. As alterações 

inflamatórias e o escore médio de lesões 

observadas durante a infecção estão 

demonstrados na Figura 7 e Tabela 4, 

respectivamente. Camundongos infectados 

com a cepa mutante Δhemaglutinina 

apresentaram microgranulomas multifocais 

discretos no baço a partir de 7 dpi. No fígado, 

foram observados microgranulomas 

multifocais moderados, compostos por 

macrófagos e raros neutrófilos no centro da 

lesão, sendo esta alteração mais evidente aos 

7 e 30 dpi (Figura 7A). Os escores médio de 

lesões observadas no baço e no fígado de 

camundongos infectados com a cepa mutante 

Δhemaglutinina foram similares aos escores 

da lesões resultantes da infecção com a 

amostra de referência de B. ovis, sendo que as 

lesões mais acentuadas foram observadas aos 

7 e 30 dpi em ambos os grupos. 

Adicionalmente, foi observada discreta 

imunomarcação de B. ovis no citoplasma de 

macrófagos associados a microgranulomas 

hepáticos em camundongos infectados com a 

cepa mutante Δhemaglutinina, principalmente 

aos 7 dpi (Figura 7B).  
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Figura 6: Infecção de camundongos machos BALB/c por cepas mutantes de Brucella ovis. Colonização 

bacteriana de amostra virulenta de referência (ATCC 25840) e amostras mutantes de B. ovis no baço (A) e no 

fígado (B) de camundongos BALB/c aos 1, 7, 30 e 90 dpi. Grupos de camundongos (n=4) foram inoculados 

com 1x10
6 

UFC/animal de Δhemaglutinina, ΔvirB2, ΔABC transportador ou da amostra de referência de B. 

ovis. A diferença significativa entre a amostra parental e as amostras mutantes está indicada por asterisco 

(*p<0,001). Diferença significativa (p<0,05) entre os tempos avaliados dentro de uma mesma amostra 

mutante está indicada por letras distintas (letra maiúscula-WT; letra minúscula-Δhemaglutinina; letra 

maiúscula itálica- ΔvirB2; letra minúscula itálica-ΔABC transportador). A linha horizontal indica o limite de 

detecção de UFC em cada órgão. 
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As alterações histológicas e a severidade das 

lesões descritas durante a infecção pela cepa 

mutante Δhemaglutinina no modelo murino 

foram muito similares às descritas 

anteriormente durante a infecção com a 

amostra de referência de B. ovis (Tabela 4), o 

que confirma que a patogenicidade deste 

mutante isogênico foi mantida.  

Contudo, nenhuma alteração histopatológica 

significativa foi observada no baço e no fígado 

de camundongos infectados com as cepas 

mutantes ΔvirB2 ou ΔABC transportador de B. 

ovis (Tabela 4 e Figura 7C,D). Além disso, 

não foi observada imunomarcação em nenhum 

dos órgãos avaliados de ambos os mutantes. O 

resultado histopatológico e da 

imunoistoquímica de baço e fígado estão em 

concordância com os baixos valores de 

colonização bacteriana descritos anteriormente 

para os mutantes ΔvirB2 ou ΔABC 

transportador. Estes resultados confirmam a 

menor patogenicidade de ambos os mutantes 

em comparação à amostra virulenta de B. ovis 

no modelo murino de infecção. 

 

 

Tabela 4. Escore médio de lesões inflamatórias no baço e fígado de camundongos BALB/c 

infectados com cepas mutantes de Brucella ovis.  
 

 

  Dias pós infecção 
 

  Dias pós infecção 

Baço 1 7 30 90 
 

Fígado 1 7 30 90 

WT 0
b
 0.9

b
 0.71

a
 0.17

 b
 

 

WT 0.16
b 

2.17
a
 1.44

a
 0.75

a
 

hemg 0
b
 0.87

b
 0.33

ab
 0

b
 

 

hemg 0
b
 2.13

a
 1.33

a 
0.50

ab 

ABC 0
b
 0

b
 0

b
 0

b
 

 

ABC 0
b
 0

b
 0

b
 0

b
 

virB2 0
b
 0

b
 0

b
 0

b
 

 
virB2 0

b
 0

b
 0

b
 0

b
 

Letra distintas na mesma coluna diferem entre si  (p<0.05).   
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Figura 7: Histologia e imunoistoquímica de órgãos de camundongos machos BALB/c infectados com 

cepas mutantes de Brucella ovis. (A) Microgranulomas multifocais moderados no fígado de camundongo 

BALB/c infectado com a cepa mutante Δhemaglutinina aos 7 dpi. (B) Discreta imunodetecção de bactéria 

intralesional em macrófagos associados ao microgranuloma hepático (setas). Barra: 100 µm. (C-D) Ausência 

de lesões histopatológicas em camundongos BALB/c infectados com 1x10
6 

UFC/animal das cepas mutantes 

ΔvirB2 ou ΔABC transportador. (C) Baço de BALB/c aos 7 dpi infectado com a cepa mutante ΔvirB2; (D) 

Fígado de BALB/c aos 30 dpi infectado com a cepa mutante ΔABC transportador. Barra: 200 µm. 
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Para avaliar a cinética de infecção inicial 

intraperitoneal das amostras mutantes 

atenuadas de B. ovis no modelo murino, 

grupos de camundongos machos BALB/c 

(n=4) foram inoculados com 1x10
6 

UFC/animal dos mutantes ΔvirB2, ΔABC 

transportador ou com a amostra de referência 

de B. ovis. A sobrevivência bacteriana 

extracelular e intracelular em macrófagos 

peritoneal às 6, 12 e 24 horas pós infecção 

(hpi) foram comparadas entre as amostras 

(Figura 8). Além disso, foi observada a 

capacidade de distribuição sistêmica dos 

mutantes atenuados, ao avaliar a colonização 

bacteriana esplênica até 24 hpi.  

No início da infecção (6 hpi), os valores de 

UFC extracelular recuperados da cavidade 

peritoneal foram muito semelhantes entre as 

amostras mutantes e parental de B. ovis. 

Porém, a partir de 12 hpi, houve diminuição 

significativa dos valores de UFC dos 

mutantes ΔvirB2 e ΔABC transportador, 

quando comparados à amostra virulenta de B. 

ovis, que foi capaz de sobreviver no meio 

extracelular até 24 hpi (Figura 8A). Ao 

avaliar a infecção in vivo de macrófagos 

peritoneais de camundongos, foi observado 

que a sobrevivência intracelular das amostras 

mutantes às 6 hpi não foi significativamente 

diferente da amostra parental (Figura 8B). 

Contudo, com 12 hpi, os valores de UFC de 

ΔvirB2 e ΔABC transportador em 

macrófagos peritoneais foram 

significativamente menores quando 

comparados a cepa parental, o que demonstra 

que ambos os mutantes sobrevivem menos 

intracelularmente (p<0,01) do que a amostra 

de referência de B. ovis. Adicionalmente, a 

amostra virulenta de B. ovis foi capaz de 

sobreviver e se replicar no interior de 

macrófagos peritoneais, o que resultou no 

aumento de 1 log dos valores de UFC entre 

12 e 24 hpi. No baço, a colonização pelos 

mutantes ΔvirB2 e ΔABC transportador foi 

significativamente menor (p<0,05) do que a 

colonização pela amostra de referência de B. 

ovis desde o início até o final do experimento 

(entre 6 e 24 hpi). Além disso, a amostra de 

referência de B. ovis foi capaz de sobreviver e 

replicar no baço, o que levou ao aumento dos 

valores de UFC com o curso da infecção. No 

entanto, ambos os mutantes não sobreviveram 

no baço, com baixa contagem bacteriana às 

24 hpi (Figura 8C). Assim, os dados 

apresentados estão em concordância com os 

resultados bacteriológicos obtidos 

anteriormente durante a infecção in vivo do 

modelo murino. Portanto, as amostras 

mutantes ΔvirB2 e ΔABC transportador 

apresentam menor patogenicidade em 

camundongos machos do que B. ovis, devido 

à incapacidade de sobreviver 

intracelularmente em macrófagos peritoneais 

e no meio extracelular, não conseguindo 

estabelecer infecção crônica in vivo. 
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Figura 8: Infecção in vivo de macrófago peritoneal com a amostra de referência (ATCC 25840) e cepas 

mutantes de B. ovis em camundongos machos BALB/c. Avaliação da sobrevivência total  extracelular (A) e  

intracelular (B) de WT(●), ΔABC transportador (□) e ΔvirB2 (Δ) às 6, 12 e 24 horas após inoculação 

intraperitoneal de 1x10
6 

UFC/animal. (C) Colonização total de baço pela amostra de referência, ΔABC 

transportador e ΔvirB2 às 6, 12 e 24 hpi. Os dados representam média e desvio padrão de grupos de 

camundongos (n=4) de um único experimento. Diferença significativa entre a amostra de referência e as cepas 

mutantes está indicada por asteriscos (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). 
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Para confirmar a atenuação do mutante ΔABC 

transportador de B. ovis, foram utilizados 

camundongos machos IRF-1
-/-

, que 

apresentam resposta imunológica via IFN-γ 

alterada, além de deficiente indução de IL-12 

e ativação de células CD8
+
 e “natural killers” 

(Ko et al., 2002a). Camundongos IRF-1
-/-

 

foram inoculados com 2,3x10
6 

UFC/animal da 

cepa mutante ΔABC transportador (n=5) ou da 

amostra de referência de B. ovis (n=5) e 

avaliados quanto ao índice de letalidade de 

cada grupo (Figura 9). Camundongos 

infectados com a amostra parental de 

referência de B. ovis morreram a partir de 11 

dpi, sendo que 60% dos animais morreram aos 

13 dpi. Os dados demonstram que 

camundongos machos IRF-1
-/-

 não são capazes 

de controlar a infecção por amostra virulenta 

de B. ovis, o que resultou em 100% de 

letalidade até 14 dpi. Entretanto, todos os 

animais infectados com ΔABC transportador 

de B. ovis sobreviveram até 21 dpi, o que foi 

significativamente diferente (p=0.0079) do 

grupo infectado com a amostra virulenta de B. 

ovis. Portanto, a amostra mutante ΔABC 

transportador é atenuada em camundongos 

IRF-1
-/-

, uma vez que a infecção não é letal 

para os animais imunocomprometidos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Sobrevivência de camundongos machos IRF-1
-/- 

 infectados com amostra mutante ΔABC 

transportador ou WT de Brucella ovis. Grupos de camundongos (n=5) foram inoculados com 2,3x10
6
 

UFC/animal de mutante ΔABC transportador ou amostra de referência de B. ovis (ATCC 25840) e 

monitorados diariamente até 21 dpi. Camundongos IRF-1
-/-

 infectados com ΔABC transportador 

sobreviveram mais do que camundongos infectados com WT de B. ovis (p=0,0079). 

 

DISCUSSÃO 

O papel de proteínas transportadoras do 

sistema ABC em espécies clássicas de 

Brucella spp. tem sido avaliado em 

camundongos (Ko e Splitter, 2000; Rosinha 

et al., 2002; Danese et al., 2004). Com o 

completo sequenciamento genômico de B. 

ovis, foi identificada uma ilha no 

cromossomo II que possivelmente codifica 

fatores patogênicos específicos de B. ovis, 

inclusive um transportador do sistema ABC 

(Tsolis et al., 2009). Na B. ovis, a deleção de 

dois ORFs (BOVA0500 e BOVA0501, 

Genbank) que codificam o ABC 

transportador resultou na atenuação da 

amostra mutante no baço e fígado de 

camundongos machos a partir de 1 dia após a 

infecção, o que sugere um papel importante  

para o sistema ABC na patogênese de B. ovis 

e no estabelecimento da infecção em modelo 

murino. O sistema ABC é responsável pelo 
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transporte transmembrana ativo de 

aminoácidos, íons, peptídeos, entre outros 

(Tam e Saier, 1993), sendo que a maioria dos 

transportadores ABC codificados pela 

Brucella spp. estão envolvidos na importação 

destes substratos para o interior da bactéria 

(Jenner et al., 2009). Já foi demonstrado que 

a proteína ABC transportadora de 

polissacarídeo é essencial para a patogênese 

de B. abortus em modelo murino, sendo a 

amostra mutante atenuada no baço (Rosinha 

et al., 2002). Entretanto, há estudos que 

descrevem proteínas transportadoras do 

sistema ABC que não são essenciais para a 

sobrevivência intracelular e a infecção 

persistente de B. abortus em camundongos 

(Ko e Splitter, 2000; Danese et al., 2004).  

Além disso, o mutante ΔABC transportador 

de B. ovis, com 24 hpi, não foi capaz de 

sobreviver intracelularmente em macrófagos 

peritoneal e no meio extracelular, o que 

resultou em baixa colonização do mutante no 

baço desde o início da infecção. É importante 

ressaltar que B. ovis é a espécie clássica de 

Brucella spp. que codifica o menor número 

de proteínas ABC transportadoras, uma vez 

que apresenta elevado número de 

pseudogenes no sistema ABC (Jenner et al., 

2009; Tsolis et al., 2009). Isto resulta na 

incapacidade de B. ovis de importar alguns 

substratos utilizando o sistema ABC, como 

poliaminas, tiaminas, eritritol, xilose, entre 

outros, o que pode determinar a menor 

patogenicidade desta espécie durante a 

infecção animal (Jenner et al., 2009). Além 

disso, a recente classificação dos sistemas 

ABC da Brucella spp. e o sequenciamento de 

B. ovis permitiu identificar o ABC 

transportador avaliado neste estudo como 

uma proteína supostamente envolvida na 

importação de dipeptídeos na B. ovis (Jenner 

et al., 2009; Tsolis et al., 2009). 

Interessantemente, foi observado 

pseudogenes e a deleção de genes na B. ovis 

em regiões que potencialmente codificam 

outros sistemas ABC para o transporte de 

peptídeos nas demais espécies clássicas de 

Brucella spp. Isto justifica o papel patogênico 

específico do ABC transportador na B. ovis, 

uma vez que nesta espécie, provavelmente, 

não há vias alternativas para a importação de 

peptídeos, o que resulta na perda completa da 

virulência de B. ovis com a deleção de uma 

única proteína transportadora.  

Há evidências de que a ilha patogênica que 

codifica este ABC transportador na B. ovis 

está ausente nas demais espécies clássicas de 

Brucella, porém, é conservada em amostras 

marinhas de Brucella sp. isoladas de 

golfinhos (Tsolis et al., 2009). Considerando 

estas informações, foi avaliado a presença das 

sequências deletadas no mutante ΔABC 

transportador de B. ovis (BOVA0500 e 

BOVA0501, Genbank) em todas as espécies 

de Brucella já sequenciadas e que estão 

disponíveis no banco de dados Broad 

Institute (http://www.broadinstitute.org/). Foi 

demonstrado que ambas as sequências são 

conservadas (com ~99% de identidade) em 

três espécies marinhas de Brucella, 

denominadas B. pinnipedialis M292, B. 

pinnipedialis B2/94 e Brucella sp. F5/99. A 

Brucella sp. F5/99 é uma amostra marinha 

originalmente isolada de feto abortado de 

golfinhos, enquanto B. pinnipedialis M292 e 

B2/94 são amostras isoladas de focas. 

Interessantemente, há outras amostras 

isoladas de golfinhos e focas que foram 

classificados como B. pinnipedialis e B. ceti, 

respectivamente, que não apresentam estes 

genes que potencialmente codificam uma 

proteína ABC transportadora patogênica. 

Estes dados evidenciam que a classificação 

de isolados marinhos de Brucella ainda é 

provisória, sendo necessário considerar, além 

dos hospedeiros naturais, as diferenças 

genômicas existentes entre as espécies 

marinhas de Brucella sp. que potencialmente 

estão relacionadas ao nível de patogenicidade 

das amostras. Adicionalmente, é de grande 
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importância avaliar o papel específico deste 

ABC transportador nas amostras marinhas de 

Brucella sp., uma vez que esta proteína, 

essencial para a virulência de B. ovis, 

provavelmente, está envolvida na patogênese 

de outras espécies de Brucella que têm 

elevado potencial zoonótico. 

No gênero Brucella, já foram identificados 

diversos fatores de virulências que são 

essenciais para a sobrevivência, replicação e, 

consequentemente, para o estabelecimento da 

infecção no modelo animal (Gorvel e 

Moreno, 2002). Dois destes fatores 

amplamente estudados e comparados entre as 

espécies patogênicas de Brucella spp. são: a 

cadeia O do LPS (Godfroid et al., 2000; 

Jimenez de Bagüés et al., 2004; Lapaque et 

al., 2005) e o sistema de secreção tipo IV 

(SST4) (O’Callaghan et al., 1999; Sieira et al, 

2000; Comerci et al., 2001; Boschiroli et al., 

2002). Sabe-se que a B. ovis é uma espécie 

estavelmente rugosa, uma vez que não possui 

a cadeia O do LPS (Godfroid et al., 2000), o 

que lhe confere menor patogenicidade 

durante a infecção animal, quando comparada 

às espécies lisa de Brucella spp., como B. 

melitensis, B. abortus e B. suis (Lapaque et 

al., 2005). No entanto, ainda não foi 

claramente descrito o papel de SST4 para o 

estabelecimento da infecção crônica de B. 

ovis no animal. Assim, foi desenvolvido neste 

estudo um mutante de B. ovis com SST4 

afuncional, a partir de deleção polar do gene 

virB2, para avaliar a importância de SST4 

durante a infecção em modelo murino macho. 

A mutação polar do gene virB2 de B. ovis 

resultou em uma amostra mutante com SST4 

afuncional e que foi atenuada no baço e 

fígado de camundongos machos BALB/c em 

todos os tempos avaliados. Os resultados 

bacteriológicos e histopatológicos 

evidenciam que o SST4 é um fator de 

virulência importante para B. ovis, ao 

determinar a persistência da infecção em 

modelo murino. Adicionalmente, a atenuação 

de ΔvirB2 de B. ovis foi observada desde o 

início da infecção (1 dpi). O SST4, 

codificado pelo operon virB, é um dos 

principais fatores de virulência que determina 

a sobrevivência e replicação intracelular de 

Brucella spp. em macrófagos e a infecção 

persistente em camundongos (O’Callaghan et 

al., 1999; Hong et al., 2000; den Hartigh et 

al., 2004). Através de recentes análises 

genômicas, foi demonstrado que os genes que 

constituem o operon virB (virB1 a virB12) 

também estão conservados na B. ovis e que 

esta espécie, possivelmente, codifica um 

SST4 funcional, como descrito nas demais 

espécies de Brucella spp. (Tsolis et al., 2009). 

Este sistema de secreção é capaz inibir a 

maturação do fagossomo e a fusão com o 

lisossomo, permitindo que o organismo 

alcance o seu sítio de replicação no interior 

de células fagocíticas (Sieira et al., 2000; 

Comerci et al., 2001; Gorvel e Moreno, 2002; 

Celli et al., 2003). Em concordância com os 

resultados obtidos em B. ovis, estudos prévios 

demonstram que a mutação polar de virB em 

espécies clássicas de Brucella spp., como B. 

abortus e B. melitensis, resulta em amostras 

que são atenuadas em camundongos, uma vez 

que perdem a capacidade de se replicar 

intracelularmente (Hong et al., 2000; Sieira et 

al., 2000; den Hartigh et al., 2004; Paixão et 

al., 2009). Contudo, há indícios que o SST4 

de Brucella spp. não é essencial para a 

colonização inicial esplênica em 

camundongos, mas sim, para estabelecer uma 

infecção persistente no animal. (Rolán e 

Tsolis, 2007). Assim, ao contrário de B. ovis, 

a atenuação de cepa mutante virB de B. 

abortus no baço de camundongos é observada 

a partir de 4 dpi (Rolán e Tsolis, 2007). 

Portanto, o mutante ΔvirB2 de B. ovis 

demonstra um fenótipo diferente de outros 

mutantes virB de Brucella spp., uma vez que 

é atenuado no baço e fígado de camundongos 

desde 1 dpi. 
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Na tentativa de compreender a cinética inicial 

da infecção por ΔvirB2 de B. ovis em 

camundongos, foi avaliado a sobrevivência 

do mutante em macrófagos peritoneal, no 

meio extracelular da cavidade peritoneal e no 

baço até 1 dpi. O mutante ΔvirB2 não é capaz 

de sobreviver e replicar intracelularmente em 

macrófagos peritoneais e, consequentemente, 

não consegue estabelecer uma infecção 

persistente no modelo murino, o que justifica 

a baixa colonização esplênica desde 6 hpi por 

via intraperitoneal. Além disso, a menor 

sobrevivência de ΔvirB2 na cavidade 

peritoneal após 12 horas de infecção, quando 

comparada à amostra parental de B. ovis, 

demonstra a maior susceptibilidade deste 

mutante inclusive no meio extracelular. Sabe-

se que a cadeia O de LPS tem importante 

papel na sobrevivência inicial extracelular de 

Brucella spp., uma vez que mutantes rugosos 

são mais susceptíveis à ação de 

complementos e peptídeos antimicrobianos 

(Lapaque et al., 2005). Contudo, o LPS 

rugoso da amostra mutante ΔvirB2 de B. ovis 

aparentemente não está relacionada a sua 

menor patogenicidade e sobrevivência no 

meio extracelular no animal, uma vez que a 

amostra virulenta de B. ovis, que é 

naturalmente rugosa, é capaz de sobreviver 

na cavidade peritoneal de camundongos. 

Portanto, deve-se considerar que o SST4 é 

essencial tanto para a sobrevivência 

intracelular como extracelular de B. ovis 

durante fase inicial da infecção in vivo, sendo 

necessário maiores estudos. 

Outra proteína de membrana avaliada neste 

estudo e que possivelmente está envolvida na 

patogenidade da Brucella spp. é a 

hemaglutinina (Rocha-Garcia et al., 2002; 

Perry et al., 2010). Na B. ovis, a 

hemaglutinina específica desta espécie é 

codificada por um gene (BOVA0512, 

Genbank) de uma ilha específica presente no 

cromossomo II. Foi observado que a cepa 

mutante Δhemaglutinina de B. ovis apresenta 

níveis de colonização e alterações 

histopatológicas no baço e fígado 

semelhantes à amostra parental de referência. 

Estes dados sugerem que a hemaglutinina 

codificada pela ilha genômica específica de 

B. ovis não está envolvida na patogênese de 

B. ovis, uma vez que amostra mutante 

Δhemaglutinina apresenta a mesma 

patogenicidade que a amostra virulenta de B. 

ovis durante a infecção em modelo murino. A 

hemaglutinina de Brucella spp. está 

relacionada à adesão e aglutinação da 

hemácia de animais (Rocha-Garcia et al., 

2002). Recentemente, foi demonstrado em B. 

melitensis que esta proteína possivelmente 

está relacionada à ocorrência de aborto 

durante a infecção de caprinos (Perry et al., 

2010). Em concordância com os resultados 

obtidos em B. ovis, Perry et al. (2010) 

demonstraram que a hemaglutinina de B. 

melitensis não é essencial para o 

estabelecimento da infecção em caprinos, 

uma vez que a amostra mutante também é 

capaz de se distribuir sistemicamente e 

colonizar o baço. 

Considerando que B. ovis é uma das 

principais causas de infertilidade em ovinos e 

que a doença é caracterizada, principalmente, 

por epididimite e orquite em carneiros 

sexualmente maduros (Burguess, 1982; 

Blasco, 1990), o desenvolvimento de novos 

estudos em modelos animais machos é de 

grande importância. Além disso, sabe-se que 

o camundongo tem sido o modelo de infecção 

mais utilizado para estudar a patogêneses de 

diversas espécies de Brucella spp. (Enright et 

al., 1990; Ficht, 2002; Baldwin e Parent, 

2002; Izadjoo et al., 2008; Smither et al., 

2009; Paixão et al., 2009). Contudo, há 

escassos trabalhos que caracterizam a 

infecção por B. ovis em camundongos, uma 

vez que a maioria dos estudos neste modelo 

animal está voltada para avaliar a resposta 

imunológica contra B. ovis (Jimenez de 

Bagüés et al., 1993 e 1994; Cassataro et al., 
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2007). Assim, este estudo desenvolveu um 

modelo de infecção para B. ovis em 

camundongos machos das linhagens BALB/c 

e C57BL/6, caracterizando a cinética de 

infecção e as alterações histopatológicas até 

90 dias após a inoculação por via 

intraperitoneal. 

Foi utilizado, neste estudo, a dose de 10
6 
UFC 

por animal por via intraperitoneal, o que 

levou ao estabelecimento da infecção e a 

distribuição sistêmica de B. ovis no modelo 

murino. A inoculação intraperitoneal é a 

principal via de infecção utilizada em 

camundongos, uma vez que favorece a 

disseminação sistêmica imediata do 

organismo (Stevens et al., 1994; Olsen et al., 

2007). Adicionalmente, foi demonstrado que 

as doses 10
5 

a 10
7
 UFC de B. ovis por animal 

resultam em colonização similar de baço e 

fígado em camundongos machos BALB/c, 

não sendo necessária a utilização de elevadas 

doses para estabelecer a infecção neste 

modelo animal. Em concordância com este 

estudo, Jiménez de Bagüés et al. (1993) 

descreveram que doses acima de 10
7
 UFC de 

B. ovis por animal por via intraperitoneal não 

são necessárias para o estabelecimento da 

infecção em camundongos machos CD1, uma 

vez que não resultam em aumento da 

colonização esplênica.  

Camundongos machos infectados com B. ovis 

apresentaram elevada colonização bacteriana 

principalmente no baço e fígado. Nestes 

animais, também foi observada significativa 

esplenomegalia durante o curso da infecção, 

o que, possivelmente, está elevada contagem 

bacteriana no baço. Estudos prévios 

demonstram que a esplenomegalia é uma 

alteração macroscópica frequentemente 

observada durante a infecção sistêmica de 

modelo murino por amostras virulentas de 

Brucella spp., sendo mais evidente quando a 

inoculação é por via intraperitoneal (Enright 

et al., 1990; Tobias et al., 1993). Na avaliação 

histopatológica do baço e do fígado, tanto 

camundongos BALB/c quanto C57BL/6 

infectados com B. ovis apresentaram 

microgranulomas multifocais, constituídos 

predominantemente por infiltrado 

histiocítário e macrófagos epitelióides. Esta 

alteração inflamatória é frequentemente 

observada durante a infecção sistêmica de 

camundongos por outras espécies patogênicas 

de Brucella spp. (Enright et al., 1990; Tobias 

et al., 1993; Ko et al., 2002a; Paixão et al., 

2009). Interessantemente, as lesões 

histológicas em camundongos infectados por 

B. ovis foram observadas principalmente aos 

7 e 30 dpi, ou seja, durante a fase crônica da 

infecção animal associada à elevada 

colonização bacteriana dos órgãos. Os 

achados histopatológicos associados à 

acentuada colonização de baço e fígado 

caracterizam, portanto, um bom modelo 

murino de infecção para B. ovis. 

Durante a infecção de camundongos por B. 

ovis, não houve diferença significativa quanto 

à colonização hepática e às alterações 

inflamatórias observadas entre as duas 

linhagens. Embora a esplenomegalia seja 

menos acentuada e a colonização esplênica 

significativamente menor aos 7 dpi (p<0,01) 

e 30 dpi (p<0,05) na linhagem C57BL/6, 

estes animais mantém elevados valores de 

UFC até 90 dpi, quando também não 

apresentam resolução da infecção. Além 

disso, a colonização bacteriana de testículos e 

epidídimos em C57BL/6 é maior do que em 

BALB/c (p<0,05) no início da infecção, o que 

não evidencia a resistência desta linhagem à 

infecção por B. ovis. Estudos prévios 

demonstram que a linhagem BALB/c é mais 

susceptível à infecção por Brucella spp. do 

que a linhagem C57BL/6, uma vez que esta 

apresenta contagem bacteriana de, 

aproximadamente, 1 log maior do que 

C57BL/6 durante o curso da infecção 

(Montaraz e Winter, 1986; Murphy et al., 

2001; Baldwin e Parent, 2002). No entanto, 

este estudo demonstrou que camundongos 
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machos BALB/c e C57BL/6 apresentam 

cinética de infecção similar para B. ovis e 

que, possivelmente, os mecanismos 

específicos da resposta imunológica de 

C57BL/6 responsáveis por sua maior 

resistência contra as espécies patogênicas de 

Brucella (Murphy et al., 2001; Baldwin e 

Parent, 2002) não são capazes de controlar a 

infecção por B. ovis.  

A infecção por B. ovis em camundongos 

machos, inicialmente, resulta em colonização 

de testículos, epidídimos e vesícula seminal, 

porém, há diminuição significativa dos 

valores de UFC a partir de 30 dpi. Além 

disso, a colonização oscilante de epidídimo e 

vesícula seminal de BALB/c entre os tempos 

avaliados não demonstra claramente a 

predileção de B. ovis pelo trato genital em 

camundongos machos. Já foi descrita a 

colonização do sistema reprodutivo de 

camundongos machos durante a infecção 

sistêmica por Brucella spp.  (Rajashekara et 

al., 2005; Izadjoo et al., 2008). Também foi 

demonstrado, apesar de forma intermitente, a 

colonização de testículo de camundongos 

BALB/c sexualmente maduros infectados por 

B. melitensis (Idazjoo et al., 2008), que 

sabidamente causa orquite e infertilidade em 

animais e, menos frequentemente, no homem 

(Thoen et al., 1993). Em ovinos, a B. ovis 

apresenta forte tropismo pelo trato genital de 

carneiros sexualmente maduros (Ficapal et 

al., 1998). Após o estabelecimento da 

infecção no animal, com produção de 

bacteremia e distribuição sistêmica do 

patógeno, há colonização dos órgãos sexuais 

a partir de 30 dias após a infecção (Biberstein 

et al., 1964).  

As principais alterações inflamatórias 

observadas no trato genital de camundongos 

machos foram periorquite e periepididimite 

linfo-histiocitária e neutrofílica, o que indica 

que a inflamação foi restrita ao tecido 

adjacente ao trato genital. Além disso, 

imunomarcação peritesticular e 

periepididimária discreta de B. ovis associada 

à lesões bilaterais em todos os grupos 

avaliados confirmam que a infecção dos 

órgãos reprodutivos em camundongos não é 

resultante do tropismo de B. ovis pelo trato 

genital masculino. As alterações histológicas 

no trato genital são provavelmente 

justificadas pela inoculação do organismo por 

via intraperitoneal, o que resultou na 

inflamação local em todos os animais 

infectados. Em carneiros infectados por B. 

ovis, diferentemente de camundongos, as 

principais lesões descritas são epididimite, 

com acometimento unilateral da cauda do 

epidídimo, orquite e vesiculite, sendo as 

lesões caracterizadas por um infiltrado 

intersticial composto por macrófagos, 

linfócitos e neutrófilos (Searson, 1987; 

Blasco, 1990; Santos et al., 2005). Portanto, 

os camundongos machos não servem como 

modelo da doença descrita em carneiros, 

porém, estes animais mostraram ser um bom 

modelo de infecção para B. ovis, o que 

permitiu o estudo comparativo da cinética de 

infecção de B. ovis e de mutantes isogênicos. 

Adicionalmente, camundongos “knockouts” 

para IRF (IRF-1
-/-

) foram utilizados para 

avaliar a virulência de B. ovis durante a 

infecção em modelo murino. 

Interessantemente, a amostra de referência de 

B. ovis é letal para camundongos IRF-1
-/- 

machos até 14 dpi. Camundongos IRF-1
-/-

 

apresentam resposta imunológica alterada via 

sinalização de IFN-γ, o que impede o controle 

eficiente da infecção por Brucella spp. Sabe-

se que a inoculação intraperitoneal de 

amostras virulentas de B. abortus ou B. 

melitensis resulta em 100% de letalidade dos 

animais até 15 dpi (Ko et al., 2002a e 2002b; 

Rajashekara et al., 2005). A letalidade de 

camundongos IRF-1
-/-

 durante a infecção por 

amostra parental de B. ovis possibilitou a 

utilização deste modelo animal para avaliar a 

virulência do mutante ΔABC transportador de 

B. ovis. A infecção por cepa mutante ΔABC 
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transportador em camundongos IRF-1
-/-

 

machos não foi letal até 21 dpi, o que 

confirmou a atenuação do mutante no modelo 

murino.  

Este estudo evidencia, portanto, que a 

proteína ABC transportadora e o SST4 

codificado pelo operon virB são importantes 

fatores patogênicos da B. ovis, sendo 

essenciais para a sobrevivência in vivo e 

infecção persistente do patógeno no modelo 

murino. Além disso, foi demonstrado que 

camundongos machos BALB/c e C57BL/6 

podem ser utilizados como modelo de 

infecção para B. ovis, mas não como modelo 

da doença em carneiros. Por fim, foi 

evidenciado que camundongos IRF
-/-

 machos 

são susceptíveis à infecção por amostra 

virulenta de B. ovis e que servem para avaliar 

a virulência de cepas mutantes de B. ovis.  

CONCLUSÃO 

 O SST4 e ABC transportador, mas 

não a hemaglutinina, são essenciais 

para a patogênese e sobrevivência de 

B. ovis em modelo murino; 

 Camundongos machos BALB/c e 

C57BL/6 são bom modelo de 

infecção para B. ovis, porém, não são 

um modelo da doença em carneiros; 

 Camundongos machos IRF-1
-/-

 

podem ser utilizados como modelo 

de letalidade e para avaliar o nível de 

virulência de amostras mutantes de B. 

ovis. 
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Anexo 1: Resultado de colonização bacteriana (Log UFC) em órgãos de camundongos BALB/c e 

C57BL/6 infectados por B. ovis. 

 

 

Anexo 2: . Resultado de colonização bacteriana (Log UFC/g) de baço e fígado de camundongos  

BALB/c infectados com a amostra de referência (n=8) ou mutantes de B. ovis (n=4). 

    Dias pós infecção 

  BAÇO 1 7 30 90 

BALB/c 
média ± dp  

 6,568 ± 0,133   7,778 ± 0,298   6,449 ± 0,231   4,812 ± 0,286  

C57BL/6  7,181 ± 0,410   7,039 ± 0,254   5,104 ± 1,029   4,344 ± 0,617  

 
          

 
FÍGADO 1 7 30 90 

BALB/c 
média ± dp  

4,382 ± 0,268 6,419 ± 0,593 3,841 ± 0,235 2,748 ± 0,847 

C57BL/6 4,973 ± 0,613 5,731 ± 0,471 3,612 ± 0,854 1,171 ± 0,052 

 

          

 
TESTÍCULOS 1 7 30 90 

BALB/c 
média ± dp  

3,494 ± 0,325 4,938 ± 0,286 2,301 ± 0,865 1,301 ± 0,0 

C57BL/6 4,021 ± 0,198 3,964 ± 0,859 1,376 ± 0,150 1,301 ± 0,0 

 

          

 
EPIDÍDIMOS 1 7 30 90 

BALB/c 
média ± dp  

4,099 ± 0,331 2,261 ± 0,503 3,941 ± 0,211 1,947 ± 0,774 

C57BL/6 4,675 ± 0,236 3,203 ± 0,512 2,881 ± 2,0825 1,301 ± 0,0 

 

          

 
VES. SEM. 1 7 30 90 

BALB/c 
média ± dp  

3,4855 ± 0,557 3,459 ± 1,542 2,091 ± 1,385 3,496 ± 1,647 

C57BL/6 4,009 ± 0,145 4,178 ± 0,62 1,301 ± 0,0 1,709 ± 0,8167 

dp- desvio padrão; Ves.sem.- vesícula seminal.       

Baço e Fígado- Log UFC/g de órgão 

   Testículos, epidídimos e vesícula seminal- Log UFC total 

  

    Dias pós infecção 

  BAÇO 1 7 30 90 

WT 

média ± dp  

7,285 ± 0,233 7,732 ± 0,378 6,468 ± 0,173 5,429 ± 0,728 

Δhemglut. 7,727 ± 0,119 7,553 ± 0,369 6,180 ± 0,229 4,563 ± 1,119 

ΔvirB2 3,643 ± 0,133 3,896 ± 1,184 3,175 ± 1,252 2,473 ± 0,076 

ΔABC trans. 3,577 ± 0,050 3,913 ± 1,599 2,600 ± 0,358 2,495 ± 0,131 

      

 
FÍGADO 1 7 30 90 

WT 

média ± dp  

 5,537 ± 0,321   6,482 ± 0,369   3,986 ± 0,384   2,922 ± 0,841  

Δhemglut.  5,946 ± 0,210   6,476 ± 0,992   3,862 ± 0,109   3,279 ± 1,194  

ΔvirB2  2,308 ± 0,046   1,304 ± 0,030   1,285 ± 0,072   1,262 ± 0,121  

ΔABC trans.  2,420 ± 0,136   1,321 ± 0,026   1,341 ± 0,018   1,202 ± 0,050  

WT- B. ovis ATCC 25840; Δhemglut- Δhemaglutinina de B. ovis   

  ΔABC trans.- ΔABC transportador de B. ovis; desvpad- desvio padrão 
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