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RESUMO

A epididimite infecciosa ovina tem ocorréncia mundial e é considerada um dos mais
importantes processos infecciosos que acometem os carneiros. Os agentes causadores mais
comuns s&o a Brucella ovis, o Actinobacillus seminis e o Histophilus somni. E responsavel
por grandes perdas econémicas na ovinocultura, uma vez que a presenca desses agentes esta
associada a subfertilidade no rebanho. Bacteriologia do sémen e da urina aliado a um exame
clinico do aparelho reprodutor e testes sorologicos sdo os métodos de diagnostico mais
comumente utilizados para os trés agentes, embora a PCR tenha sido proposta como método
alternativo. Além disso, a presenca de neutréfilos eliminados no sémen de carneiros
infectados permite que o esfregaco de sémen seja utilizado para sugerir infecgdo. O objetivo
deste estudo foi detectar os principais agentes causadores da epididimite infecciosa ovina no
rebanho tocantinense. Foram colhidas amostras de sangue, sémen e urina de 88 reprodutores
de 21 propriedades nas dez regides do estado do Tocantins. No exame clinico do trato
reprodutivo foram identificadas alteragdes significativas em 14,77% dos animais. No
isolamento bacteriolégico das amostras de urina obteve-se isolados com morfologia
compativel de B. ovis, A. seminis e H. somni em 32,95%, 88,63% e 73,86% respectivamente.
Nas amostras de sémen esses valores foram de 47,72%, 84,09% e 73,86%. Ja no esfregaco de
sémen foram células inflamatérias (neutrofilos e linfécitos) em 54,54% das amostras
avaliadas, sugerindo, portanto, infeccdo. Foram realizados dois testes ELISAI, um com
extrato bruto de B. ovis e outro com a proteina BP26r com positividade de 9,09% e 17,04%
respectivamente. Obteve-se indice de concordancia significativa entre os dois testes
soroldgicos (K=0,35). Estes resultados séo suficientes para detectar a presenca de B.ovis, A.
seminis e H. somni no Tocantins e, além disso, indicar a ocorréncia da epididimite infecciosa
ovina nos rebanhos avaliados, auxiliando na adocdo de medidas de controle e profilaxia da
enfermidade na regido.

Palavras-chave: Actinobacillus seminis, Brucella ovis, Histophilus somni, diagndstico,
0oVinos.



ABSTRACT

Sheep infectious epididymitis has a worldwide occurrence and is considered one of the most
important infectious processes that affect sheep. The most common causative agents are
Brucella ovis, Actinobacillus seminis and Histophilus somni. It is responsible for large
economic losses in sheep farming, since the presence of these agents is associated with
subfertility in the herd. Semen and urine bacteriology combined with a clinical examination of
the reproductive system and serological tests are the most commonly used diagnostic methods
for the three agents, although PCR has been proposed as an alternative method. In addition,
the presence of eliminated neutrophils in the semen of infected sheep allows the semen smear
to be used to suggest infection. The aim of this study was to detect the main agents that cause
infectious sheep epididymitis in the Tocantins herd. Blood, semen and urine samples were
taken from 88 breeders from 21 farms in the ten regions of the state of Tocantins. In the
clinical examination of the reproductive tract, significant changes were identified in 14.77%
of the animals. In the bacteriological isolation of urine samples, isolates with compatible
morphology of B. ovis, A. seminis and H. somni were obtained in 32.95%, 88.63% and
73.86% respectively. In the semen samples, these values were 47.72%, 84.09% and 73.86%.
In the semen smear, inflammatory cells (neutrophils and lymphocytes) were present in
54.54% of the samples evaluated, thus suggesting infection. Two ELISAI tests were
performed, one with B. ovis crude extract and the other with BP26r protein with 9.09% and
17.04% positivity, respectively. A significant agreement index was obtained between the two
serological tests (K = 0.35). These results are sufficient to detect the presence of B.ovis, A.
seminis and H. somni in Tocantins and, in addition, to indicate the occurrence of infectious
sheep epididymitis in the evaluated herds, helping in the adoption of control measures and
prophylaxis of the disease in the region.

Keywords: Actinobacillus seminis, Brucella ovis, Histophilus somni, diagnosis, rams.
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos houve uma significativa expansao da ovinocultura no Brasil. De acordo
com dados colhidos pelo IBGE (Instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica) em 2018, o
efetivo de ovinos no Brasil foi de 18,94 milhdes, com uma variagcéo de 1,8% em relagéo a
2017, sendo a Regido Norte responsavel por 3,5% (665.370) deste efetivo.

Segundo a EMBRAPA — Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, em 2017 houve
um aumento significativo de animais comercializados principalmente nas regibes Nordeste
(81,4%) e Norte (29,7%), evidenciando a expansdo da ovinocultura no pais, e, nesse caso,
mais especificamente na regido Norte.

Nos ultimos 10 anos, o Tocantins se tornou o segundo maior rebanho ovino da regido
Norte do Brasil, mais que dobrando seu efetivo e chegando a quase 135 mil cabecas. Além
disso, conta com grande numero de entidades publicas e privadas que se ocupam em dar
maior visibilidade a ovinocaprinocultura no Estado (SORIO, 2018).

O crescimento do rebanho acompanha o crescimento da demanda do mercado
consumidor, que esta cada vez mais exigente, sendo necessaria a adocdo de medidas que
visem ndo s6 um aumento na produtividade, mas também na qualidade dos produtos
ofertados. Dentre os fatores que mais afetam a produtividade de um rebanho e a qualidade da
carne produzida, estdo a genética, a nutricdo, a sanidade e o potencial reprodutivo dos animais
(Pinheiro et al., 2000).

A epididimite infecciosa ovina tem ocorréncia mundial e é considerada uma das
enfermidades mais importantes que acometem ovinos (POESTER et al., 2013). Pode ser
causada por uma variedade de microrganismos incluindo bactérias, virus, micoplasmas e
fungos, no entanto, o0s agentes causadores mais comuns dessas infec¢Oes sdo a Brucella ovis,
o Actinobacillus seminis e o Histophilus somni (CARVALHO JUNIOR, et al., 2010;
MOUSTACAS, et al., 2013; SANTOS, et al., 2017; e EICKSTEIN, 2016). Existem trabalhos
sobre esta patologia nas regides Norte, Nordeste, Centro-Oeste, Sul e Sudeste do Brasil
(RAMOS, et al., 1966; MARINHO e MATHIAS, 1966; SCHAFER, et al., 1997; COLETO,
et al., 2003; SILVA, et al, 2003; AZEVEDO, et al., 2004; CLEMENTINO, et al., 2007;
MOUSTACAS, et al., 2013; MARTINS, et al., 2013 e EICKSTEIN, 2016).

Como métodos de diagnosticos mais utilizados para epididimite infecciosa ovina, tém-se o
isolamento bacteriano e a sorologia (BURGESS, 1982). Walker et al. (1986) e Carvalho Jr et
al. (2010) evidenciaram que os ensaios bacteriologicos e soroldgicos demonstraram a infeccao

por B. ovis em 79,5% dos carneiros adultos com lesdes no epididimo, sendo que A. seminis e
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H. somni foram os dois agentes mais frequentemente isolados de carneiros com lesdes no
epididimo. Células inflamatorias (neutréfilos) também podem ser encontradas no sémen de
animais infectados pelos trés agentes tornando o esfregaco de sémen um importante método
para sugerir infeccdo (BURGESS, 1982).

Os estudos sobre epididimite infecciosa ovina no Tocantins sdo escassos, sendo
necessarios estudos que enfatizem a importancia sanitiria desta enfermidade. Assim,
considerando o crescimento da ovinocultura no estado do Tocantins, a importancia da
epididimite infecciosa na ovinocultura nacional e a escassez de estudos referentes a situacédo
dessa enfermidade no rebanho do estado, o desenvolvimento deste estudo assume grande
importdncia no cenario da ovinocultura tocantinense, além de iniciar perspectivas no
desenvolvimento de novos trabalhos que também almejem controle e profilaxia dessa e de

outras enfermidades relacionadas.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 A doenca

A epididimite infecciosa ovina € uma das principais doencas que acometem o aparelho
reprodutor de ovinos, resultando em elevado impacto econémico na ovinocultura mundial. As
perdas econémicas sao devido a reducdo da qualidade seminal dos reprodutores bem como na
reducdo das taxas reprodutivas como prenhez e natalidade (BURGESS, 1982; CARVALHO
JUNIOR et al., 2010).

E uma enfermidade caracterizada por alteracdes inflamatérias, envolvendo o epididimo
dos reprodutores e esta associada a inimeros agentes microbianos, dentre bactérias, virus,
micoplasmas e fungos: Actinobacillus lignieresi, Trueperella (Arcanobacterium) pyogenes,
Clamidia psittaci, Corynebacterium pseudotuberculosis, Escherichia coli, Mannheimia
haemolytica, Pasteurella multocida,e Yesinia pesudotuberculosis. (GOMES et al., 2001;
CARVALHO JUNIOR et al., 2010; MOUSTACAS et al., 2013; SANTOS et al., 2017).
Brucella ovis, Actinobacillus seminis e Histophilus somni sdo considerados os mais frequentes
e determinantes para o estabelecimento dessa enfermidade (BURGESS, 1982).

Ha relatos da epididimite infecciosa ovina em todo o mundo (BURGESS, 1982;
SANTOS, et al., 2005). O primeiro relato da ocorréncia dessa doenca em ovinos no Brasil foi
realizado por Ramos et al. (1966) no Rio Grande do Sul. Nesse estudo foi realizado inquérito
efetuado sobre 3317 reprodutores machos ovinos revelando que 6,5% dos animais
apresentaram les6es clinicas de epididimite ovina, confirmada em grande nimero de casos
pelas provas de laboratério. Do total examinado, 10,8% apresentavam lesdes palpaveis nos
orgdos genitais. Correspondendo, em 60,9% dos casos, as da epididimite ovina. Apenas
11,5% (6/52) dos portadores de lesdes tipicas de epididimite apresentavam sémen de
aparéncia normal.

No Piaui através do estudo de Costa (2007) foi observado que 64,1% dos 53 carneiros
mesticos apresentaram alteracdes patologicas onde um animal apresentou (1,9%) hipoplasia
de testiculo; 35 (66%) alteracdes degenerativas, sendo 13 (24,5%) relacionadas a degeneracao
testicular, trés (5,7%) para cistos intraepiteliais no epitélio epididimal e 19 (35,8%) para
retencdo cistos no epididimo; 11 (20,7%) alteracGes inflamatdrias, sendo cinco (9,4%)
relacionadas a epididimite, quatro (7,5%) para orquite e dois (3,8%) para granulomas
espermaticos. Além disso, os animais com testiculo hipoplasico, degeneracdo testicular e

alteracdes inflamatdrias foram classificadas como subférteis.
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No Parang, Oliveira (2016) identificou anticorpos anti-B.ovis e correlacionou com a
presenca de epididimite em 1,68% do rebanho ovino avaliado.

Em Mato Grosso, Eickstein (2016) identificou 36,1% de animais reprodutores positivos
para A. seminis, 2,4% para H. somni e 7,2% para B. ovis. Além disso, foram identificados
16,9% de reprodutores com alteracéo clinica e 75,0% com presenca de infiltrado inflamatério

no sémen.

2.2 Infeccdo por Brucella ovis

A epididimite devido a infecgdo por B. ovis € considerada uma das doengas infecciosas
mais importantes que acometem o rebanho ovino em todo o mundo (BURGESS, 1982;
XAVIER, et al, 2010; CARVALHO JUNIOR, 2012; SANTOS, 2017).

Burgess (1982) relata que essa bactéria foi descrita inicialmente na Australia e na Nova
Zeléndia na década de 50, sendo apontada como causa de aborto e epididimite em ovinos,
sendo, posteriormente observada em varios outros paises.

No Brasil foi relatada inicialmente no Rio Grande do Sul por Magalhdes Neto e Gil —
Turnes (1996), e posteriormente em Sdo Paulo (MARINHO e MATHIAS ,1996),
Pernambuco (COLETO, et al., 2003), Rio Grande do Norte (SILVA et al., 2003; AZEVEDO
et al., 2004), Minas Gerais (MARQUES, 2006) e Paraiba (CLEMENTINO et al., 2007). Em
1997, Schafer et al. realizaram um estudo em Santa Catarina, porém ndo encontraram ovinos
reagentes para B. ovis. No Tocantins, Martins et al. (2013) determinaram a presenca de
anticorpos anti-Brucella ovis por meio de testes soroldgicos em ovinos de 14 propriedades no
municipio de Colinas.

A B. ovis é caracterizada como um cocobacilo Gram-negativo, imével e ndo capsulada,
que nao forma esporos, com tamanho de 0,5 a 0,7 X 0,7 a 1,2 um. (BURGESS, 1982;
CARVALHO JUNIOR, 2010; BATISTA, et al, 2011).

O crescimento ideal ocorre quando as culturas sdo incubadas em uma atmosfera de 10%
de CO2 no ar a 37 ° C. N&o ocorre crescimento abaixo de 26 ° C. Em meios sélidos, col6nias
com 5 dias de idade tém até 2 mm de didmetro, cinza, circulares, convexo, suave e brilhante.
O crescimento é fraco, a menos que 0 meio seja enriquecida com sangue ou soro (BURGESS,
1982).

O sémen é considerado sua principal via de excrecdo e sua transmissdo ocorre por

ingestdo e/ou contato sexual com descargas genitais, sendo que as mucosas vaginal e cérvico-
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uterina sdo importantes portas de entrada do agente. (BURGUESS, 1982; CARVALHO
JUNIOR et al., 2010; BATISTA et al., 2011).

Os machos infectados sdo mais susceptiveis que as fémeas e eles eliminam
intermitentemente a bactéria no sémen, infectando um grande ndmero de fémeas e outros
machos pelo comportamento homossexual. Acomete geralmente animais adultos e as lesdes
sdo praticamente restritas ao aparelho genital, provocando epididimite nos machos,
geralmente com lesbes palpaveis na cauda do epididimo e na maioria das vezes, unilateral,
além de atrofia testicular levando, consequentemente, a baixa fertilidade no rebanho. (COSTA
et al., 1998; XAVIER et al.,, 2010; SALABERRY, 2010; MOUSTACAS et al., 2013;
FRANCA et al. 2014). Os fatores que determinam o tropismo pelo sistema reprodutor ainda
sdo desconhecidos (ANTUNES, 2012).

Carvalho Junior et al. (2010) relatam ainda que frequentemente os carneiros infectados
por B. ovis apresentam sémen de baixa qualidade além de grande quantidade de células
inflamatorias (neutrofilos). Segundo os autores, a diminuicdo na qualidade do sémen esta

associada a lesdes palpaveis causadas pela B. ovis.

2.3 Infecgdo por Actinobacillus seminis

De acordo com Bezerra et al. (2012), o primeiro relato de isolamento de Actinobacillus
seminis ocorreu na Australia em 1960 em sémen de animais com epididimite. No Brasil,
foram isoladas no Rio Grande do Sul por Gomes et al. (2001), em Sdo Paulo por Gregory et
al. (2009), na Paraiba por Santos et al. (2014).

E um dos principais agentes causais de epidididimite ovina, descrita como um bacilo
Gram-negativo da familia Pasteurellaceae, que pode estar em cadeias ou palicada. Além
disso é imovel e ndo forma esporos. Seu crescimento ideal ocorre quando sdo incubadas em
uma atmosfera de 10% de CO? a 37°C em meios que incluam sangue ou soro (BURGESS,
1982). A infeccdo se estabelece quando os machos ainda jovens alcangcam a maturidade
sexual, mas também diagnosticada em animais adultos (DIBARRAT et al., 2006; SANTOS,
2017).

E um habitante natural da mucosa do prepucio ovino e, geralmente, o estresse induzido
por mudancas hormonais durante a maturacdo sexual ou por deficiéncias nutricionais
predispde o desenvolvimento de orquite e epididimite por este agente, principalmente em
carneiros jovens. Sua infec¢do é também uma das principais causas de perdas econdmicas,

reduzindo e interferindo na fertilidade do carneiro infectado. As lesdes macroscépicas se
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apresentam em forma de epididimite e orquite uni ou bilateral e diminuigdo do tamanho e
consisténcia testicular, além da presenca de neutréfilos no sémen (NAREZ et al., 1999;
CARVALHO JUNIOR et al., 2010; BEZERRA et al. 2012; e SANTOS et al., 2017).

2.4 Infecgdo por Histophilus somni

Histophilus somni foi isolado pela primeira vez por Roberts (1956), na Australia. J& o
primeiro caso de isolamento de H. somni no Brasil foi identificado por Scarcelli et al. (2004)
em Campo Grande — MS. E caracterizado por uma bactéria Gram-negativa oval com
pequenos filamentos, ndo capsulada e imovel, medindo de 0,4 a 0,5 um de largura por 1 a 3
um de comprimento (BURGESS, 1982 e CARVALHO JUNIOR et al., 2010).

Atinge seu crescimento ideal a 37 °© C em atmosfera de 10% de CO2? em meios com sangue
ou soro como enriquecimento, as colbnias sdo visiveis apds 12--18 h sendo circulares,
brilhantes, lisas e convexas com cerca de 1 mm em diametro. Apos 48 h, as col6nias tém 3 a 4
mm de didmetro, branco-acinzentado (BURGESS, 1982).

Também é encontrado na flora bacteriana normal do aparelho reprodutor em ovinos,
podendo ser isolado em até 90% do trato urogenital nos machos. A via de infeccdo nos
disturbios reprodutivos pode ser através de urina, sémen, muco prepucial e secrecdo cérvico-
vaginal contaminada (NAREZ et al., 1999 e SCARCELLI et al., 2004).

Em condi¢bes de baixa imunidade, esta relacionado a outras patologias como mastite,
abortos, sinovites e artrites em ovelhas, além da epididimite em carneiros provocando desde
edema subcutdneo no escroto até fibrose e aderéncia da tunica vaginal até cauda do
epididimo. Os testiculos apresentam-se consistentes e com aumento de volume, e o escroto e
epididimos vermelhos e doloridos (CARVALHO JUNIOR et al., 2010).

A infeccédo se estabelece quando os machos ainda jovens alcangam a maturidade sexual,
mas também pode ser diagnosticada em animais adultos. E um habitante natural da mucosa do
prepucio ovino e, geralmente, o estresse induzido por mudancas hormonais durante a
maturagdo sexual ou por deficiéncias nutricionais predispde o desenvolvimento de orquite e
epididimite, principalmente em carneiros jovens. Sua infeccdo é também uma das principais
causas de perdas econdmicas, reduzindo e interferindo na fertilidade do carneiro infectado
(DIBARRAT et al., 2006; SANTOS, 2017)
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2.5 Patogénese

No caso de infeccdo por B. ovis, sua transmissdo ocorre por ingestdo e/ou contato
sexual com descargas genitais, sendo que as mucosas vaginal e cérvico-uterina importantes
portas de entrada do agente. (BATISTA et al., 2011, CARVALHO JUNIOR et al., 2010;
BURGESS, 1982). Observa-se reacdo sistémica caracterizada por febre e depressdo apés a
penetracdo da bactéria no organismo de um animal susceptivel por uma das portas de entrada.
Depois de duas a oito semanas apds a infeccdo, a bactéria migra para o epididimo e, assim,
células inflamat6rias aparecem no sémen, deteriorando a qualidade do mesmo. Com trés
semanas apos a infeccdo, jA € possivel o isolamento da bactéria no sémen em alguns
reprodutores e, ap6s cinco semanas, é possivel isolar em todos os infectados. Por volta de
nove semanas depois da infeccdo sdo detectaveis lesdes palpaveis no epididimo. Em casos
agudos pode haver obstrucdo dos canais do epididimo com bloqueio da passagem do sémen
através da formacao do processo inflamatorio que determina aumento de volume dos 6rgaos
afetados. Essa inflamacao também pode afetar os testiculos (orquite). J& nos casos cronicos a
inflamacéo restringe-se a cauda do epididimo e os testiculos estdo diminuidos de tamanho e
0s sintomas podem regredir, mas os reprodutores permanecem infectados (IASHIZUKA et
al., 2005).

De acordo com Foster & Lads 2007) no caso de A. seminis e H. somni as duas bactérias
sdo habitantes naturais e oportunistas da cavidade prepucial de ovinos ap6s 12 semanas de
idade e possivelmente a epididimite se desenvolve pela rota ascendente que as bactérias
podem assumir em condigdes de estresse nutricional, de transporte e trocas hormonais durante

a maturacao sexual.

2.6 Achados anatomopatoldgicos

Durante avaliacdo externa do sistema reprodutor, observa-se aumento de volume nos
testiculos e epididimos, dor e aumento da temperatura local a palpacdo. As lesdes
macroscépicas se apresentam, em geral, na forma de epididimite e orquite uni ou bilateral e
diminuicdo do tamanho e consisténcia testicular. Geralmente sdo observadas lesbes palpaveis
na cauda do epididimo como granulomas ou acimulo de exsudato purulento, na maioria das
vezes, unilateral, além de atrofia testicular levando, consequentemente, a subfertilidade no
rebanho (COSTA et al., 1998; XAVIER et al., 2010; SALABERRY, 2010; MOUSTACAS et
al.,, 2013; FRANCA et al. 2014). Alguns animais infectados ndo apresentam alteracdes
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testiculares detectaveis por palpacdo, sendo entdo necessarios outros testes para estabelecer
um diagndstico preciso (NAREZ et al., 1999; CARVALHO JUNIOR et al., 2010).

A microscopia, nos testiculos, observa-se espessamento da tunica albuginea, necrose de
coagulacao e calcificacdo de tubulos seminiferos, infiltrado inflamatério com predominéncia
de linfécitos entre tabulos seminiferos, no epididimo observa-se intensa proliferagdo de tecido
conjuntivo ao redor dos ductos epididimarios (BEZERRA, 2012). No sémen, é observada a
presenca de infiltrado inflamatorio (neutréfilos) (NAREZ et al., 1999; CARVALHO JUNIOR
etal., 2010; BEZERRA et al. 2012; e SANTOS et al., 2017).

Os fatores que determinam o tropismo dessas bactérias pelo sistema reprodutor ainda
sdo desconhecidos (ANTUNES, 2012), porém é sabido que o sémen é considerado a principal

via de excrecao das principais bactérias causadoras da epididimite infecciosa ovina

2.7 Métodos de Diagnostico

Como estdo envolvidos agentes etioldgicos distintos, onde os mesmos podem estar
envolvidos com outras doencgas € necessario entdo unir a presenca dos sinais clinicos com
testes soroldgicos e bacterioldgicos para um diagnostico mais preciso da epididimite
infecciosa ovina (BURGESS, 1982).

Moustacas et al. (2013) e Costa et al., (1998) afirmam que o diagnoéstico da infeccdo por
B. ovis é baseado em exame clinico, testes soroldgicos tais como: imunodifusdo em gel de
agar (AGID), ELISA indireto e Fixacdo de Complemento (FC), além de bacteriologia do
sémen ou urina.

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

Alves et al. (2017) afirmam também que o diagndstico de maior confiabilidade é obtido
por meio do isolamento e identificagdo do microorganismo em animais suspeitos (padrdo
ouro) e, dizem ainda que é necessario correlacionar a sorologia a confirmacdo do isolamento
do agente ou por PCR.

Testes soroldgicos ndo estdo amplamente disponiveis para o diagndstico de A. seminis e
infeccBes por H. somni e, portanto, o diagndstico é comumente com base em avaliacao clinica

e bacteriologica do sémen, embora a PCR tenha sido proposta como método alternativo
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(MOUSTACAS et al., 2015). O PCR multiplex possibilita o diagndstico das infeccGes por
Brucela spp., A. seminis e H. somni com uma Unica reacdo, diminuindo gastos com reagentes
e o tempo para o diagndstico diferencial. Uma pesquisa desenvolvida e padronizada na
Universidade Federal de Minas Gerais mostrou boa eficiéncia de deteccdo desses agentes em
carneiros experimentalmente infectados atraves de um PCR multiplex espécie-especifico
(Moustacas et al., 2013).

Barrouin-Melo et al. (2007) desenvolveu uma técnica de ELISAI para deteccdo de B.
canis em cées, utilizando um extrato de célula bacteriana inteira como antigeno, usando B.
canis isolado de um animal infectado. Devido a inexisténcia de um teste sorolégico que
apresente boa sensibilidade e especificidade para B. ovis, Franca (2013) desenvolveu um teste
de ELISA indireto (ELISAI) utilizando como antigeno proteinas recombinantes, BoP59r ou
BP26r. Neste estudo, foi confirmado que a BP26r se mostrou eficiente e que, portanto, pode
ser utilizada como um bom marcador soroldgico da infecgdo por B. ovis em ovinos.

A andlise de morfologia espermatica e esfregacos de sémen também tém importancia, pois
nas infeccbes provocadas pelos trés agentes, o sémen dos carneiros infectados apresenta
diminuicdo na concentracdo, motilidade, e aumento no nimero de defeitos espermaticos
totais, diminuindo a sua qualidade, além da presenca de grande quantidade de neutréfilos,
caracterizando, portanto, a infeccdo. (MOUSTACAS et al., 2013).

2.8 Controle e Profilaxia

Como medidas de controle Marques (2006) e Carvalho Junior et al. (2010) apontam
algumas medidas como: testes soroldgicos semestrais em uma porcentagem significativa do
rebanho, com todos os reprodutores; eliminacdo de ovinos reagentes/infectados; e combinagéo
de exames clinicos e testes sorologicos, antes e depois da estacdo de monta ou na época da
reproducdo. Enfatizam ainda que o foco principal do controle para doenca é o carneiro e, por
isso, recomendam a separacdo de carneiros velhos dos jovens evitando a transmissdo da
infeccdo.

O MAPA - Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento criou o PNVCEO - Plano de
Vigilancia e Controle da Epididimite Infecciosa Ovina causada pela B. ovis em associagcdo a
outros microorganismos, preconizando que o diagndstico positivo dos animais € de notificacdo
compulsoria e aponta como medida de controle o abate sanitario dos animais positivos (BRASIL,
2004).
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Ainda ndo h4 um esquema vacinal de profilaxia eficaz contra a epididimite infecciosa
ovina no Brasil, apenas pesquisas desenvolvendo candidatas a vacina conta B. ovis, como por
exemplo SILVA et al. (2015a e 2015b), que comprovaram que a cepa mutante B. ovis
AabcBA encapsulada com alginato é imunogénica no modelo murino e confere protecdo a
carneiros contra infeccéo experimental por B. ovis.

H& também, como método profilatico contra infeccdo por B. ovis, a vacinagdo de ovinos
com a cepa atenuada de B. melitensis porém, este protocolo de vacinacdo ndo pode ser

utilizado em areas livres de B. melitensis, como no Brasil, por exemplo (MARQUES, 2006).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Detectar os principais agentes causadores da epididimite infecciosa ovina no

rebanho tocantinense, associando-os a doenca.

3.2. Objetivos Especificos

(i) Avaliar a presenga de unidades formadoras de colbnias (UFC) de B.
ovis, A. seminis e H. somni eliminadas no sémen e na urina de reprodutores
naturalmente infectados, por isolamento bacteriano, no estado do
Tocantins.

(if) Awvaliar o perfil sorolégico de reprodutores ovinos naturalmente
infectados por B. ovis, no estado do Tocantins.

(iii) Avaliar a presenca de células inflamatorias no sémen de reprodutores

ovinos no estado do Tocantins (método utilizado para sugerir infecgéo).



24

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Escolha das propriedades e dos animais

Foram selecionadas 21 propriedades em todo o estado do Tocantins distribuidas conforme
a regionalizagdo pactuada no Plano Plurianual PPA-2020/2023 realizado pela Secretaria da
Fazenda e Planejamento do estado (SEFAZ, 2019).

Esta proposta metodoldgica do governo divide o estado em 10 regides objetivando melhor
planejamento de suas acdes. S&o elas: Sul (Gurupi), Sudeste | (Taguatinga), Sudeste 1l
(Natividade), Bico do Papagaio (Araguatins), Norte (Araguaina), Noroeste (Colinas do
Tocantins), Nordeste (Pedro Afonso), Jalapdo (S&o Félix do Tocantins), Oeste (Paraiso do
Tocantins) e Central (Palmas). (SEFAZ, 2019).

As propriedades a serem amostradas foram identificadas por meio de busca ativa realizada
através de contatos entre os proprios criadores de ovinos ao longo do estado, médicos
veterinarios atuantes em ovinocultura e também pela ADAPEC - Agéncia de Defesa

Agropecuaria do estado do Tocantins.

A distribuicdo geografica das 21 propriedades trabalhadas de acordo com a proposta de
regionalizacdo do estado do Tocantins foi representada na Figura 01.
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Figura 01: Distribuicdo geografica das propriedades nas dez regides do estado do Tocantins.
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Fonte: Adaptado de SEFAZ, 2019.

Obedecendo os critérios para coleta do material nas propriedades foi realizada

amostragem em todas as dez regides do Estado.
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Obteve-se dificuldade em realizar um célculo amostral adequado, uma vez que a
caracterizacdo e quantidade de animais disponibilizada para rastreio pela ADAPEC ndo
condizia com o numero de animais disponiveis nas propriedades, logo os dados fornecidos
foram flutuantes. Assim, para a escolha das propriedades, foram utilizados critérios como:
quantidade de carneiros ndo castrados e maduros sexualmente por propriedade,
disponibilidade de transporte, recursos humanos e financeiros.

Previamente ao dia da coleta foi realizado contato com cada criador combinando a data e
0 horério da ida da equipe em sua propriedade e, na oportunidade, passavam-se todas as

recomendacdes necessarias.

Foram realizadas coletas de sangue, sémen e urina de 88 (oitenta e oito) reprodutores nas
21 propriedades. As amostras foram colhidas, aleatoriamente, de ovinos aparentemente sadios

e ndo sadios, machos, néo castrados, acima de um ano e de ragas variadas.

4.2. Exame clinico do trato reprodutivo

Os ovinos foram submetidos a exame clinico reprodutivo externo detalhado, sendo
observados 0 aprumo e as caracteristicas dos 6rgdos reprodutivos externos com os animais em
estacdo. Foi realizada palpacdo dos testiculos e dos epididimos para verificar consisténcia,
sensibilidade e simetria além da presenca de lesdes na bolsa escrotal, preplcio e pénis de

todos os carneiros.

Foram mensurados com auxilio de paquimetro e fita métrica dados do comprimento e
largura dos testiculos e dos epididimos para avaliar volume testicular, simetria testicular e
epididimaria e correlacionar com o0s achados clinicos. Foram mensuradas circunferéncia
escrotal (CE), comprimento do testiculo direito (TCD), comprimento do testiculo esquerdo
(CTE), largura do testiculo direito (LTD), largura do testiculo esquerdo (LTE), largura da
cauda do epididimo direito (LCED) e largura da cauda do epididimo esquerdo (LCEE).
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4.3. Colheita de material e processamento das amostras

No campo, previamente as coletas todos os tubos foram identificados para cada animal de
acordo com material a ser coletado e transportados em caixas isotérmicas com gelo a

temperatura entre 2 e 8°C.

Foram coletados 4ml de sangue foram coletadas através de venopuncéo jugular, utilizando
tubos tipo Vacutainer® sem anticoagulante previamente identificados. Apos a coleta, ja nos
laboratérios de suporte da Escola de Medicina Veterindria e Zootecnia da Universidade
Federal do Tocantins em Araguaina, os tubos foram centrifugados a 3.000 rpm para a
separacdo do soro. Em seguida, aliquotas de soro foram depositadas assepticamente em
microtubos de 1,5 ml, devidamente identificados, e acondicionados a -20°C até o momento da
analise. O material foi necessario para realizacdo de teste sorolégico na etapa final do

experimento.

O sémen foi coletado através de vagina artificial e, quando necessario, com o auxilio de
eletroejaculacdo. Amostras de aproximadamente 5 ml foram acondicionadas em tubos estéreis
de fundo cdnico do tipo Falcon de 15 ml e armazenadas para o transporte até o laboratério.
No laboratorio, com uso de fluxo laminar, foram destinadas aliquotas para isolamento
bacteriano e aliquotas para diagnéstico molecular em microtubos de 1,5 ml e acondicionadas
a—20°C.

Aproximadamente 10 ml de urina foram coletados e armazenadas assepticamente em
frasco estéril de 15 ml e acondicionadas em temperatura de 2 a 8°C até o momento do
processamento. No laboratorio as amostras tambem foram aliquotadas em microtubos de 1,5
ml e acondicionadas em temperatura de — 20°C para realizagdo de diagndstico molecular.

Foram retiradas aliquotas para cultivo bacteriano.

Para realizacdo do isolamento bacteriano e aliquotagem para o diagndstico sorolégico das
amostras colhidas nas regides Central, Oeste, Jalapdo, Sul, Sudeste | e Sudeste Il foi
disponibilizado o Laboratério de Parasitologia e Microbiologia Humana da Universidade
Federal do Tocantins em Palmas-TO.

As amostras coletadas para diagnosticos sorologico e molecular foram aliquotadas e
enviadas para o Laboratorio de Patologia Molecular da UFMG - Universidade Federal de
Minas Gerais.
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4.4, Isolamento Bacteriano

Cem microlitros de amostras de sémen e urina foram assepticamente semeadas em meio
Theyer Martim modificado, com 1% de hemoglobina para isolamento bacteriol6gico. Para
isolamento de Brucella ovis, foi adicionado 0,01 g de nitrofurantoina, 500 pl de nistatina e 10
ml de Vecene® para cada litro de meio. Foi utilizada uma placa para cada material (urina e
sémen) por animal e por avaliacdo de isolado bacteriano seguindo as exigéncias de
crescimento para cada bactéria, totalizando seis placas por animal.

As placas de B. ovis foram incubadas em atmosfera imida a 37 °C, a 5% de CO- e apds
sete dias foram avaliadas. As placas de H.somni foram incubadas em atmosfera Umida a 37°C
a 5% de CO: e avaliadas apds dois dias. As placas de A. seminis foram incubadas em
atmosfera Umida a 37°C e avaliadas também apds dois dias.

A caracterizagdo das colbnias bacterianas isoladas deu-se por meio da morfologia associada a
coloracdo de Gram, além de provas bioquimicas de catalase, oxidase, urease e indol.

Para caracterizacdo das col6nias de A. seminis foi levado em consideracdo se as coldnias
eram brancas, transparentes, lisas e convexas e se apresentassem 0s seguintes resultados: coco
bacilos Gram-, catalase +, oxidade -, urease + e indol +.

Para caracterizagdo das colonias de Histophilus somni foram avaliados os seguintes
critérios: coldnias acinzentadas, lisas e convexas sendo coco bacilos Gram -, catalase +,
oxidade -, urease + e indol +.

No caso de Brucella ovis, foram confirmadas as col6nias que apresentaram coloragédo
branca-leitosa e eram arredondadas, lisas e convexas e foram caracterizadas como coco
bacilos Gram — cujos testes bioguimicos revelaram que estas coldnias eram catalase +, urease

+ e indol —.

4.5. Esfregaco de sémen

Aliquotas (1 uL) de sémen de cada animal foram coletadas para realizagdo do esfregaco
com auxilio de laminas de vidro e foram coradas com pandtico rapido com o objetivo de

avaliar a presenca de celulas inflamatorias.
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O infiltrado inflamatdrio foi classificado como - (ausente), + (discreta - até 5 células por
campo), ++ (moderada - de seis a 15 células por campo), e +++ (intensa - acima de 15 células
por campo) (CARVALHO JR. et al, 2012).

4.6. ELISA indireto

O diagnostico soroldgico para deteccdo de B. ovis foi feito por meio do teste
imunoenzimatico (ELISA) indireto de acordo com a técnica adaptada de Barrouin-Melo et al.,
(2007). Foram testados dois antigenos: o antigeno bruto de B.ovis e a proteina periplasmética
recombinante Bp26r de acordo com técnica adaptada de Barrouin-Melo et al., 2007.

4.6.1. Elisa indireto com extrato bruto de Brucella ovis

Para 0 ELISA (B. ovis), foi realizada a diluicdo dos soros e a sensibilizacdo das placas.
Para isso, foram diluidos 250 ng do antigeno em 100 pL de tampéo carbonato de acordo com
a sua concentracdo onde foram pipetados 100 pL dessa solu¢do em cada poco. Depois dos
soros diluidos em solucéo de PBS-BSA 2,5% a 1:250, as placas foram incubadas a 4°C até o

momento do uso.

Para bloqueio e adicdo do anticorpo priméario, previamente foi preparada a solucdo
bloqueio (PBS-BSA 5%). Em seguida foram efetuadas trés lavagens das placas com solucéo
de lavagem (PBS-Tween-20 a 0,05%) e entdo pipetados 200 pL de PBS-BSA5% em cada
poco, ficando entdo a placa incubada em temperatura ambiente por uma hora. Apos o
bloqueio, toda a solucéo das placas foi retirada e foram adicionados 100 pL dos soros diluidos
nos pocos e sendo incubado logo em seguida por uma hora a 37°C. Apos esse procedimento a

placa foi lavada trés vezes novamente com a solucdo de lavagem (PBS-Tween-20 a 0,05%).

Em seguida sdo diluidos os anticorpos secundarios em PBS-BSA 2,5% nas propor¢oes
1:2500 para ovino e adicionados 100 pL do anticorpo secundério diluido nos pogos e a placa

foi entdo incubada a 37°C por mais uma hora.
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Apos a incubacdo, a placa foi lavada novamente com a solucéo de lavagem por trés vezes
e foram adicionados 100 uL da solucéo reveladora em cada pogo. A placa foi entdo incubada

a 37°C ao abrigo de luz durante cinco minutos.

A reacdo foi interrompida adicionando 50 pLde H2SOs (Acido sulfirico) 4 M. Ento,

realizada a leitura no leitor de ELISA a 492 nm.

4.6.2. Elisa indireto com proteina periplasmatica recombinante Bp26r

Para realizacdo do ELISA com BP26r foi utilizada a concentracdo de 500 ng de proteina
recombinante purificada diluidos em tampéo carbonato - bicarbonato pH 9,6 contendo 0,015
M de carbonato de sédio, 0,35 M de bicarbonato de sddio. Assim, foram aplicados 100 pL por
poc¢o de BoP59r ou BP26r diluida e incubada a 4°C por 18 horas.

Apbs essa incubagdo, a placa foi lavada duas vezes com 200 puL de PBST (PBS com
0,05% de tween 20) por pogco. Em seguida, foram aplicados 200 uL de PBST contendo 5% de
leite em p6 desnatado e a placa incubada por 1 hora a 25°C, seguida de duas lavagens com
200 pL de PBST.

Ap6s as lavagens, 100 puL dos soros a serem testados diluidos em PBSTL1% (PBST com

1% de leite em p6 desnatado) foram aplicados e a placa incubada por 1 hora a 25°C.

O soro de um carneiro negativo por IDGA, PCR e isolamento bacteriano de amostras de
urina e de um carneiro positivo nessas trés provas foram testados em duplicata, nas diluicdes
1:5, 1:10, 1:20, 1:40, 1:80, 1;160, 1:320 e 1:640.

Ao final do periodo de incubacéo foram feitas trés lavagens com PBST. Em seguida, 100
pL de IgG de coelho anti-ovino conjugado com peroxidase, na diluicdo 1:2000 em

PBSTL1%, foram adicionados a placa incubada a 37°C por 1 hora.
Trés novas lavagens usando 200 puL de PBST 0,05% foram realizadas.

Ao final dessa etapa, foram aplicados 100 pL. da solug¢do contendo 0,5 mg/mL de OPD (6-
Phenylenediamine) diluido em tampao citrato-fosfato pH 5 (0,1 M &cido citrico anidro, 0,2 M

fosfato de sodio e peroxido de hidrogénio PA 130 volumes), seguido de incubagédo por 10
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minutos a 25°C. Apds este periodo, a reacdo foi interrompida com 40 pL de acido sulfurico 4

M e a leitura da placa realizada em leitor de ELISA MR-96A Microplate Reader a 492 nm.

Em todos os testes foram utilizados soros sabidamente positivos e negativos como

controles de reacdo.

A férmula e interpretacdo dos resultados foram baseados no preconizado por Barrouin-
Melo et al., 2007 onde a amostra foi considerada negativa para valores menores que 0,220; a
amostra foi considerada inconclusiva, quando o valor ficou entre 0,220 e 0,263 e acima de

0,263 a amostra foi considerada positiva para B. ovis.

47. Anélise Estatistica

As frequéncias de deteccdo de B. ovis, A. seminis e H. somni por isolamento
bacterioldgico foram comparadas pelo Teste de Tukey utilizando-se o software estatistico
GraphPad Prism versdo 8.3.1, considerando diferencas estatisticas quando p < 0,05.
(GrapPad, 2019).

O ponto de corte do ensaio imunoenzimatico (ELISA) foi calculado pela soma entre o
valor da média das repeticdes do controle negativo e duas vezes o valor do desvio padrdo
deste controle. Os resultados obtidos pelo ELISAI para os dois antigenos testando as 88
amostras de soro de ovinos, testadas previamente por isolamento bacteriano foram tratados no

software GraphPad Prism versdo 8.3.1.

O grau de concordancia entre os testes foi determinado pelo indice Kappa (K) e os valores
com intervalos de confianga de 95% interpretados de acordo com a seguinte escala de Fleiss:
0,00-0,20, pobres; 0,21-0,40, justo; 0,41-0,60, moderada; 0,61-0,80, boa; 0,81-0,99, muito
bom e 1,00, perfeito.

4.8 Dados éticos da pesquisa

O presente estudo obteve aprovagdo do Comité de Etica no Uso Animais da Universidade
Federal do Tocantins (CEUA-UFT) sob o protocolo n° 23101.005639/2016-14.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Exame clinico do aparelho reprodutor

No exame clinico foram identificados seis diferentes tipos de patologias em 14,77%
(13/88) dos animais avaliados. Além disso, foi observado aumento de sensibilidade a
palpacdo na cauda do epididimo em um dos treze animais (bilateralmente).

A Tabela 1 caracteriza as lesbes e informa a quantidade de animais acometidos

respectivamente.

Tabela 1: Alteracdes macroscoOpicas identificadas no exame clinico de carneiros no estado do Tocantins.

Patologias Quantidade de carneiros %
afetados
Assimetria epididimaria 03 23,08
Assimetria testicular 02 15,38
Dermatite em bolsa escrotal 01 7,69

Aumento de volume no
epididimo esquerdo (cauda) 05 38,47
circular e firme a palpacao

(sugestivo de granuloma)

Edema de bolsa escrotal 01 7,69

(sugestivo de orquite)

Postite 01 7,69

Total de alteracdes 13 100

A Figura 2 (A) e (B) ilustra uma das principais alteragdes que foram encontradas em

campo.
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Figura 2: Alteracdo macroscépica identificada ao exame clinico em dois carneiros no estado do Tocantins. (A)
Assimetria epididimaria moderada - aumento de volume da bolsa escrotal por edema (sugestivo de orquite). (B)
Assimetria epididimaria intensa - aumento de volume da cauda do epididimo esquerdo.

Fonte: Arquivo pessoal, 2020.

Narez et al. (1999) estabeleceram um diagnostico clinico em seus estudos através de
observacdo direta e palpacdo. No estudo, observaram que 9,0% (10/111) dos animais
apresentaram aumento no tamanho dos testiculos e epididimo aproximadamente duas vezes o
normal, apresentando uma consisténcia dura e a presencga de aderéncias em tdnicas vaginais,
associadas a presenca desses agentes. Costa (2007) fez avaliacdo patoldgica das principais
alteracdes em testiculos e epididimos de ovinos no estado do Piaui e constatou que 64,1%
(34/53) dos carneiros avaliados apresentaram alteracdes em testiculo e/ou epididimo.
Eickstein (2016), ao exame clinico, observou que 16,9% (14/83) dos reprodutores avaliados
no estudo apresentaram alteracdo caracteristica de epididimite. Dentre eles, 6,0% (5/83)

apresentaram assimetria testicular e 4,8% (4/83) apresentaram assimetria epididimaria.

A tabela 02 aponta o resultado da mensuracdo dos testiculos e epididimos dos carneiros

avaliados.
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Tabela 2. Média e desvio padrao, em cm, de mensuragdo de circunferéncia escrotal, dos epididimos e dos
testiculos de carneiros no estado do Tocantins.

Medidas em cm pela fita métrica e paquimetro

CE CTD CTE LTD LTE LCED LCEE

31,5+3,18 9,2+1,33 92+14 59+0,87 6,1+0,76 2,8+0,55 2,7+0,58

Circunferéncia Escrotal (CE), Comprimento Testiculo Direito (CTD), Comprimento Testiculo Esquerdo
(CTE), Largura Testiculo Direito (CTD), Largura Testiculo Esquerdo (LTE), Largura da Cauda do Epididimo
Direito (LCED) e Largura da Cauda do Epididimo Esquerdo (LCEE).

Comparando, os valores das mensuragdes dos testiculos e dos epididimos dos
reprodutores desse estudo com os do estudo de Carvalho Junior et al. (2010) constatou-se que
as medidas estdo equivalentes ao grupo com mais de 150 dias de infeccdo, podendo entdo

servir de referéncia para a incubacao dos agentes no rebanho.

5.2. Isolamento Bacteriano

A Figura 3 ilustra as morfologias das colbnias isoladas de Actinobacilus seminis (A),

Histophilus somni (B) e Brucella ovis (C) respectivamente.

Figura 3. Morfologia de col6nias bacterianas isoladas do sémen e urina de ovinos - (A) colbnias de
Actinobacillus semini isoladas de urina, (B) coldnias de Histophilus somni isoladas da urina e (C) col6nias de
Brucella ovis isoladas de urina.

Fonte: Arquivo pessoal, 2020.
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As colonias brancas, transparentes, lisas e convexas foram tipificadas como de
Actinobacillus seminis (Figura 4A). Estas foram caracterizadas como coco bacilos Gram-,
catalase +, oxidade -, urease + e indol +.

As colbnias acinzentadas, lisas e convexas foram caracterizadas como Histophilus somni
(Figura 4B) sendo coco bacilos Gram -, catalase +, oxidade -, urease + e indol +.

As colbnias que apresentaram coloragdo branca-leitosa e eram arredondadas, lisas e
convexas foram caracterizadas como B. ovis (Figura 4C) e foram caracterizadas como coco
bacilos Gram — cujos testes bioguimicos revelaram que estas col6nias eram catalase +, urease
+ e indol —.

Das amostras de urina que foram semeadas observou-se que 88,63 % (78/88) foram
positivas para A. seminis, 73,86% (65/88) foram positivas para H. somni e 32,95% (29/88)
foram positivas para B. ovis (Figura 4).

Além disso, 69,31% (61/88) dos animais foram considerados positivos para pelo menos
dois agentes e 23,86% (21/88) foram positivos para os trés agentes simultaneamente nas

amostras de urina.

Figura 4: Frequéncia de detecgdo de Actinobacillus.seminis, Histophilus somni, e Brucella ovis por isolamento
bacteriologico de amostras de urina (eixo Y) de reprodutores ovinos no estado do Tocantins. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica entre os grupos (P < 0,05).
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Das amostras de sémen que foram semeadas, 84,09% (74/88) foram positivas para A.
seminis, 73,86% (65/88) foram positivas para H. somni e 47,72% (42/88) foram positivas para
B. ovis (Figura 5).

Concomitantemente, 69,31% (61/88) dos animais foram positivos para pelo menos
dois agentes e 37,5% (33/88) foram positivos para os trés agentes nos isolados de sémen

simultaneamente.

Figura 5. Frequéncia de deteccdo de Actinobacillus.seminis, Histophilus somni, e Brucella ovis por isolamento
bacteriologico de amostras de sémen (eixo Y) de reprodutores ovinos no estado do Tocantins. Letras diferentes
indicam diferenca estatistica entre os grupos (P < 0,05).
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Frequéncia de carneiros positivos sémen (%)

Observou-se maior frequéncia de isolados de A. seminis nas amostras de urina (88,63%),
porém os isolados de H. somni ndo apresentaram diferenca entre os tipos de amostras
(73,86%). Os isolados de B. ovis foram mais frequentemente encontrados no sémem
(47,78%) em uma frequéncia muito semelhante a encontrada por Blobel et al. (1972). Estes
resultados foram semelhantes aos apresentados por Silva et al. (2013), Xavier et al. (2010) em
estudo de infeccdo experimental com B. ovis e Moustacas (2013) com A. seminis, H. somni e
B. ovis, uma vez que a urina demonstrou ter maior sensibilidade no isolamento bacteriano dos
trés agentes. Também foi compativel com a prevaléncia apontada por Eicksten (2016)
confirmando as amostras de sémen como de escolha para diagndstico de B. ovis por

isolamento bacteriano.
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Contudo, foi identificada diferenca estatistica em relacéo a presenca dos isolados entre si,
tanto nas amostras de urina quanto nas amostras de sémen evidenciando a eficécia dos testes
para o isolamento bacteriano de A. seminis, H. somni e B. ovis tanto para amostras de urina

como para amostras de sémen conforme evidenciado no estudo de Moustacas et al. (2013).

5.3. Esfregaco de sémen

A Figura 6 ilustra diferentes tipos de ejaculados conforme quantificacdo de células

inflamatorias.

Figura 6. Esfregacos de sémen de ovinos com auséncia de células inflamatdrias, 10x (A) e presencas discreta
(B), Moderada (C) e Intensa (D) de células inflamatorias, com predominio de neutrdfilos. Coloracdo por
panotico rapido, 40 X.

o

Fonte: Arquivo Pessoal, 2020.

Foi constatada presenca de células inflamatorias em 54,54% (48/88) das amostras

avaliadas, sugerindo, portanto, infeccdo. Destas, em 85,41% (41/48) predominaram
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neutréfilos, em 56,25% (27/48) linfdcitos, em 41,66% (20/48) neutréfilos e linfocitos
indicando baixa qualidade espermaética nestes reprodutores.

Segundo Carvalho Jr. et al. (2012) a presenca dessas células esta diretamente
relacionada a ocorréncia de epididimite infecciosa ovina no rebanho avaliado. Este mesmo
estudo respalda o presente trabalho, quando afirma que a presenca de células inflamatorias
nos ejaculados dos carneiros assintomaticos ao exame clinico indica que a avaliacdo de
leucdcitos no ejaculado pode ser um método de rastreamento de possiveis carneiros
portadores de doencas infecciosas no sistema genital, entre eles, a epididimite.

Comparando com os resultados do estudo de Einckstein (2016) constatou-se que a alta
frequéncia de animais positivos para A. seminis, concomitantemente a alta ocorréncia de
infiltrado inflamatorios no sémen desses animais, indica, portanto, a importancia destes
agentes como oportunistas nos rebanhos avaliados e sdo suficientes para confirmar a
ocorréncia da epididimite infecciosa ovina no estado do Tocantins associadas a esses agentes.
Bezerra et al. (2012) confirmaram o diagndstico de orquite e epididimite por Actinobacillus
seminis através da associacdo dos achados clinico-patologicos, isolamento e identificacdo da

bactéria.

5.4. ELISA indireto com extrato bruto de Brucella ovis

As amostras reativas na técnica de ELISAI (B. ovis) estdo representadas na figura a seguir:

Figura 7. — Diagndstico de infec¢do por Brucella ovis a partir de 88 amostras de soro de ovinos submetidos ao
ELISAI (Brucella ovis) no estado do Tocantins. Gréfico de dispersdo dos valores de absorvancia a 492 nm. A
linha pontilhada representa o ponto de corte e 0s pontos representam a média das repeti¢cdes. O ponto de corte foi
de 1,2253 com média de 0,60075 e desvio padrao de 0,31232.
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Na técnica de Elisa indireto (B.ovis) foram reativas para B.ovis 9,09% (8/88) amostras.

5.5 ELISA indireto com proteina periplasmatica recombinante Bp26r

As amostras reativas na técnica de ELISAI (BP26r) estdo representadas na figura a seguir:

Figura 8. Diagnostico de infeccdo por Brucella ovis a partir de 88 amostras de soro de ovinos submetidos ao
ELISAI (BP26r) no estado do Tocantins. Grafico de dispersdo dos valores de absorvancia a 492 nm. A linha
pontilhada representa o ponto de corte e 0s pontos representam a média das repeticdes. o ponto de corte foi de
1,40374 com média e desvio padréo de 0,86766 e 0,27869 respectivamente.
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Observou-se uma baixa soropositividade nas amostras avaliadas pelas duas técnicas de
Elisa indireto utilizadas, sendo de 9,09% para Elisa com extrato bruto de B. ovis e 17,04%
para Elisa com BP26r. Os dois testes de ELISA apresentaram um indice de concordancia
significativo entre eles (K= 0,35) ndo havendo significancia estatistica entre as demais
técnicas utilizadas.

Batista et al. (2011) identificou uma baixa soropositividade de B. ovis em carneiros
naturalmente infectados no Ceara de apenas 7,81%. Burgess (2018) afirma ainda que a
presenca desses organismos no sémen € um indicador confiavel da presenca de infeccdo por
B. ovis, sendo que a falha na detecgdo de organismos é de pouca importéncia, levando em

consideracdo o carater intermitente da infeccdo nos reprodutores.
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Sabe-se que os tipos de antigenos usados nos testes soroldgicos podem interferir na
resposta imune (FRANGCA, 2014). Portanto, correlacionar a sorologia a confirmagdo do
isolamento do agente ou por PCR e a melhoria na qualidade do (s) antigeno (s) utilizados se
faz necessario (ALVES et al, 2017). Walker et al. (1986) e Carvalho Jr et al. (2010)
evidenciaram que os ensaios bacteriologicos e soroldgicos demonstraram a infeccéo por B.
ovis em 79,5% dos carneiros adultos com lesdes no epididimo, sendo que A. seminis e H.
somni foram os dois agentes mais frequentemente isolados do organismo de carneiros com
lesGes no epididimo.

As técnicas de exame soroldgico sé foram empregadas para diagndstico de B. ovis, pois de
acordo com Gomes, et al. (2001) os exames soroldgicos para diagnostico de A. seminis e H.
somni ndo demonstraram resultados satisfatorios (GOMES, et al., 2001).

Testes moleculares, por serem mais sensiveis, sdo indicados para se confirmar a infeccao
pelos trés agentes. Carvalho Junior et al. (2013) afirma que a PCR é um método eficiente e
que apesar de ndo ser utilizado como rotina, tem grande valor para complementar a cultura
bacteriana, que é a técnica mais utilizada para o diagnostico do agente causador da
epididimite clinica. Moustacas et al. (2013) comprovou que o PCR multiplex é eficaz tanto
pela sua sensibilidade como pelo fato de possibilitar a detec¢do simultanea de A. seminis, H.
somni e B. ovis. Estes resultados nos dao suporte para realizar o diagndstico da epididimite

infecciosa ovina a campo.

5.6 Associacdo entre os diagnosticos

Constatou-se que 16,66% (13/78) dos animais positivos para A. seminis nas amostras de
urina tiveram lesdes macroscépicas no aparelho reprodutor. Nas amostras de sémen esse
namero foi de 14,86% (11/74). Observou-se que todos os carneiros com lesdo (13/13) foram
positivos para A. seminis no isolamento bacteriano das amostras de urina e 84,61% (11/13)
nas amostras de sémen. Os trabalhos de Gomes et al. (2001); Gregory et al. (2009); Bezerra et
al. (2012) dao respaldo ao nosso trabalho quando demonstram o diagnéstico de A. seminis
como principal agente causador da epididimite através da associagdo entre essas técnicas.

76,92% (10/13) de todos os animais com lesdes macroscépicas foram positivos para B.
ovis no isolamento bacteriano nas amostras de urina assim como nas amostras de sémen. Esse
resultado foi semelhante ao de Carvalho Junior et al. (2012) que infectaram nove carneiros
com esse mesmo agente experimentalmente resultando em alteragbes macroscopicas

compativeis com epididimite em 66,7% dos carneiros do estudo realizado em Minas Gerais.



41

Comparando os resultados dos esfregacos com a bacteriologia de sémen e de urina para 0s
trés agentes observou-se que 87,5% (42/88) dos ejaculados com presenca de celulas
inflamatdrias foram considerados positivos para A. seminis no isolamento na urina e 83,33%

(40/48) foram considerados positivos no isolamento no sémen.

Comparando com os isolados de H. somni verificou-se também que 75% (36/48) dos
ejaculados com presenca de células inflamatérias foram positivos nas amostras de urina e
68,75% (33/48) nas amostras de sémen.

A alta frequéncia de animais positivos para A.seminis e para H. somni associados a
ocorréncia de infiltrado inflamat6rio nesses animais, indica a importancia destes agentes
como oportunistas nos rebanhos avaliados (EICKSTEIN, 2016).

A frequéncia de animais que eliminaram Actinobacillus seminis e de Histophilus somni no
sémen e na urina foi maior do que a de Brucella ovis uma vez que sdo considerados agentes
oportunistas, porém a associacdo entre os métodos diagndsticos possibilitou a relacdo desses
agentes com a epididimite ovina.

Tratando-se de Brucella ovis, observou-se que 41,66% (20/48) dos ejaculados com
presenca de células inflamatdrias tiveram presenca de isolados desta bactéria nas amostras de
urina e 52,38% (22/48) nas amostras de sémen. Carvalho Janior et al., (2012) concluiram que
a pesquisa de células inflamatorias no ejaculado, € uma importante ferramenta para o
rastreamento dos processos infecciosos que acometem o sistema reprodutivo em ovinos,
devendo ser utilizada rotineiramente nas avaliagdes androlégicas desses animais. Sendo
assim, a presenca de isolados de B. ovis neste estudo, esta diretamente relacionada com a alta
prevaléncia da presenca dessas células no ejaculado dos carneiros avaliados.

Comparando-se a técnica de Elisa indireto (B.ovis) com os demais testes, constatou-se que
das 9,09% (8/88) amostras de soro dos carneiros que foram reativas, 12,5% (1/8) foram
consideradas positivas no isolamento de urina e 62,5% (5/8) no isolamento da bactéria no
sémen. Essa mesma amostra que foi reativa foi compativel com os isolados de urina e de
sémen de B. ovis e, além disso, apresentou moderada quantidade de células inflamatorias
(neutrofilos) no esfregaco.

No caso do Teste de Elisa indireto (Bp26r) 20% (3/15) das amostras reativas foram
compativeis com os isolados de B. ovis na urina e 46,66% (7/15) com os isolados no sémen. O
estudo de Franca (2014) comprovou que a técnica de Elisa indireto (Bp26r) mostrou

eficiéncia para diferenciar 0s ovinos soronegativos dos soropositivos.
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Observou-se que 60% (3/5) das amostras que foram reativas foram compativeis ao
isolamento bacteriol6gico de sémen, porém sem a presenca de célula inflamatérias.

Das cinco amostras reativas, trés apresentaram infiltrado inflamatério com predominancia
de neutrdfilos.

Nenhum dos animais com soros reativos para ELISAI (B. ovis) apresentou alteracGes
macroscopicas no exame clinico.

Além disso, observou-se que 20% (3/15) das amostras reativas no ELISAI (BP26r) foram
compativeis com os isolados de B. ovis tanto na urina como no sémen onde todas
apresentaram infiltrado inflamatério neutrofilico. Um destes animais apresentou ainda,
aumento de volume na cauda do epididimo de aspecto arredondado e firme a palpagdo. Essa
associacdo entre a sorologia e a confirmacdo do isolamento do agente € fundamentada no
estudo de Alves et al., (2017) possibilitando, portanto, que o diagnéstico seja de maior
confiabilidade.

Em relacdo as alteracdes macroscopicas 13,33% (2/15) dos animais que apresentaram
ELISAI (BP26r) reativos, apresentaram lesdes compativeis com epididimite no exame clinico.
Relacionando os mesmos animais com a quantidade de laminas com presenca de infiltrado
inflamatorio, esse numero corresponde a 66,66% (10/15) predominantemente neutrofilico.

Houve simultaneidade de soropositividade para os dois testes em 5,68% (5/88) das
amostras avaliadas.

E importante mencionar que os dois animais ilustrados na Figura 2 (A e B) foram
considerados positivos para os trés agentes tanto na bacteriologia de sémen como na de urina,
e, além disso, no animal da figura 2B foram identificadas células inflamatérias em grau
moderado na analise do esfregago de sémen e sendo considerado positivo no ELISAI (BP26r).

Nérez et al. (1999) obtiveram 100% de positividade da doenga no rebanho avaliado,
diferindo dos nossos resultados, porém, observaram uma soropositividade de 9,0% (10/111)
para B. ovis através do Elisa indireto, sendo menor do que os resultados obtidos no presente
estudo para ambas as técnicas de Elisa indireto.

Pela andlise comparativa dos métodos de diagndstico é possivel, portanto, associar a
presenca de Actinobacillus seminis, Histophilus somni e Brucella ovis & doenca em

quantidade consideravel do rebanho ovino avaliado.
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6. CONCLUSAO

O presente estudo é o primeiro a detectar, através de isolamento bacteriano, col6nias de
Actinobacillus seminis, Histhophilus somni e Brucella ovis no sémen e urina de ovinos no
estado do Tocantins, além de tornar possivel a comparacdo com a soropositividade, avaliacdo
clinica do aparelho reprodutor e eliminacdo de células inflamatorias no sémen desses mesmos
animais, confirmando, portanto, o diagndstico de epididimite infecciosa ovina na regido.

Os resultados do presente trabalho servem de ferramenta para adogcdo de medidas de

prevencdo e controle da epididimite infecciosa ovina no estado do Tocantins.
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APENDICES

Tabela 1: Distribui¢do das amostras por propriedade, segundo regido do estado do Tocantins.

REGIAO ID PROPRIEDADES ID ANIMAIS
P1 Ale A2
Norte P2 A3 a A7
P3 A8 a Al8
Noroeste P4 Al9a A33
Norte P5 A34a Ad2
P6 Ad3 a A4l
Bico do Papagaio P7 A45 a A47
P8 A48 a A50
A51
P9 Ab2
Central P10 Ab3 a A54
Ab55 a A58
A59 a A64
P11 AB5 a A68
Sul P12 AB69 a A71
P13 A72 a A75
P14 A76 e A77
Sudeste P15 A78
Oeste P16 A79 a A81
N P17 A82 e A83
Jalapdo P18 A84
Sudeste | g;g A8i\g¢86
Nordeste P21 A88

*Onde P: propriedade e n: nimero da propriedade (Pn); A: animal e n: nimero do animal.
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Quadro 01. Valores em cm de mensuragéo de circunferéncia escrotal em ovinos, dos epididimos e dos testiculos
de 87 carneiros no estado do Tocantins. Circunferéncia Escrotal (CE), Comprimento Testiculo Direito (CTD),
Comprimento Testiculo Esquerdo (CTE), Largura Testiculo Direito (LTD), Largura Testiculo Esquerdo (LTE),
Largura Cauda do Epididimo Direito (LCED), Largura Cauda Epididimo Esquerdo (LCEE) e suas respectivas
lesbes macroscopicas identificadas no exame clinico.

ANIMAL | CE | CTD | CTE | LTD | LTE | CCED | CCEE LESOES
Al 30,0 8,5 8,4 55 50 2,0 29
A2 25,0 7,8 7,3 4,0 50 19 15
A3 33,0 8,6 7,7 6,0 57 24 2,5
A4 36,0 9,0 9,0 6,0 7,0 2,5 2,8
A5 34,0 9,0 9,3 75 6,9 2,8 2,6
A6 29,0 6,8 7,0 6,4 57 2,4 2,4
A7 30,0 8,3 9,0 55 58 2,4 2,2
A8 33,0 9,5 8,5 6,9 6,5 2,5 2,5
A9 34,0 8,5 9,0 6,6 7,0 3,0 3,2
Al10 34,5 8,6 8,0 6,1 6,6 2,0 2,1
All 31,0 9,0 9,0 7,0 7,0 3,0 2,8
Al2 34,0 9,2 9,4 6,5 6,4 33 3,0
Al3 35,0 9,0 9,0 6,6 6,7 35 3,4
Al4 28,0 8,0 8,5 57 55 31 2,9
Al5 32,0 6,2 6,0 9,0 9,3 2,9 2,8
Al6 31,5 9,5 9,7 55 6,0 3,0 2,9
Al7 30,0 7,9 8,3 54 6,5 2,5 2,5
Al8 29,0 9,0 9,5 55 57 2,5 2,3
Al19 31,0 75 8,0 59 59 2,2 2,0
A20 30,0 8,3 8,2 6,1 59 2,7 2,9
A21 32,0 9,5 9,0 58 6,3 2,3 2,0
A22 32,0 9,5 10,0 6,0 6,2 2,1 2,1
A23 30,0 84 8,0 55 6,3 2,5 2,4
A24 31,0 8,2 8,0 54 59 2,4 2,5
A25 29,0 75 6,8 4,5 54 2,0 2,0
A26 33,0 8,1 9,7 6,3 6,6 3,0 2,5
A27 27,0 6,8 7,0 50 45 25 25
A28 28,0 75 75 4,4 50 2,5 2,7
A29 30,0 8,7 8,5 50 52 1,9 2,0
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A30 29,5 8,5 8,5 45 53 19 2,0
A3l 26,0 73 78 45 5,0 2,0 2,2
A32 24,5 6,7 54 4,2 45 2,0 2,1
A33 25,0 73 8,0 4,7 45 2,0 25
A34 30,0 9,0 8,4 5,6 5,5 2,1 2,1
A35 29,0 9,0 9,5 6,5 6,3 2,6 2,4
Aumento de volume no epididimo de aspecto arredondado
e firme a palpacéo
A36 335 | 11,0 | 10,5 6,0 6,4 3,0 2,7
Aumento de volume no epididimo de aspecto arredondado
e firme a palpacéo
A37 24,0 74 7,6 4,3 51 1.8 1,6
A38 32,0 9,4 9,8 6,0 5,9 25 2,6
Assimetria epididiméria
A39 28,0 | 101 9,8 6,1 6,7 2,4 19
A40 32,0 8,9 8,6 55 5,6 2,4 24
Assimetria testicular
A4l 350 | 108 | 104 7,3 6,2 38 32
A42 36,0 7,0 7,2 45 4,9 2,5 2,0
A43 330 | 119 | 112 6,5 7,0 35 3,2
Ad4 34,5 8,9 9,9 7,0 6,5 3,0 3,2
Aumento de volume no epididimo de aspecto arredondado
e firme a palpacéo
A45 31,0 7,1 9,3 4,8 6,2 2,3 31
A46 33,0 9,5 9,5 6,0 6,3 2,7 25
A47 31,0 9,7 9,4 6,6 6,6 2,5 2,8
A48 33,0 111 12,1 7,0 6,4 2,8 2,5
Assimetria testicular
A49 34,0 11,5 11,2 7,2 6,7 3,1 3,2
Dermatite bolsa escrotal
A50 30,0 9,1 8,4 6,0 5,8 25 25
Aumento de volume no epididimo de aspecto arredondado
e firme a palpacéo (orquite)
A51 32,0 10,0 9,3 54 6,1 3,1 3,1
A52 316 | 110 | 106 6,0 6,6 3,6 34
Lesdo inflamatéria no prepdcio (postite)
A53 30,0 9,0 9,7 58 6,3 33 3,7
A54 27,6 8,6 84 5,0 5,6 2,6 2,1
Lesdo prepucio, aumento de volume no epididimo de
aspecto arredondado e firme & palpacéo
A55 27,0 9,0 8,7 5,0 5,6 2,0 2,3
Assimetria epididimaria
A56 343 | 103 | 110 6,0 7,2 34 2,9
A57 29,0 8,6 8,6 5,0 54 2,7 2,5
A58 30,6 9,7 10,0 57 6,2 3,0 2,7
A59 300 | 104 | 105 53 6,3 32 31
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A60 27,0 9,6 9,3 54 5,6 2,6 2,8
A61 304 | 109 | 112 6,0 6,3 3,0 29
A62 30,0 9,9 94 6,4 6,5 3,0 2,7
A63 27,2 7,6 74 54 5,6 3,6 2,7
Ab4 32,0 10,6 11,3 6,2 6,3 3,1 2,6
AB5 35,0 10,5 11,0 55 6,5 2,5 2,6
AB6 38,0 11,6 11,4 7,6 74 2,7 3,0
A67 33,0 10,7 11,5 6,4 6,5 35 3,5
A68 36,0 11,0 11,1 7,5 6,5 34 3,5
A69 355 9,2 10,2 6,0 7,0 34 3,2
AT70 325 | 110 | 104 59 59 29 30
A71 31,2 | 102 9,9 5,8 6,1 2,9 25
AT72 36,0 11,0 11,4 7,5 7,0 3,6 4,0
A73 390 | 120 | 121 6,9 72 3,0 34
A74 31,6 9,6 10,0 6,0 7,0 2,6 29
A75 35,6 9,0 8,3 7,0 7,0 3,6 36
A76 35,0 9,6 94 6,5 6,0 3,0 4,0
ATT 33,0 115 12,0 75 7,0 44 44
A78 35,0 9,3 9,3 6,7 6,5 34 35
A79 330 | 104 | 10,7 59 59 2,6 2,6
Orquite (dor e edema)
A80 31,0 9,0 9,2 54 6,0 2,9 3,0
Assimetria epididiméria
A8l 323 9,3 8,9 59 5,6 39 33
A82 340 | 106 | 10,0 6,1 6,3 32 34
A83 34,0 9,0 10,0 5,6 6,0 3,0 13
A84 370 | 106 | 10,6 6,4 6,4 3,6 3,6
A85 28,0 8,6 8,9 5,6 5,6 33 3,0
AB86 24,0 7,4 6,2 5,0 5,0 3,0 31
A87 336 | 110 | 107 6,7 7,0 37 39
A88 315 94 8,9 59 6,2 32 3,0




54

Tabela 2. Células inflamatorias (neutrdfilos e linfocitos) no esfregaco de sémen de 88 carneiros no estado do
Tocantins. Avaliacdo semi-quantitativa no sémen (-) ausente, (+) discreto, (++) moderado, (+++) intenso.

Animais Esfregaco de sémen Animais Esfregaco de sémen Animais | Esfregaco de sémen
Neutréfilos | Linfocitos Neutroéfilos | Linfocitos Neutroéfilos | Linfocitos

Al - - A31 ++ +t A61 + -
A2 ++ t+ A32 - - A62 - -
A3 + A33 - - A63 ++ -
Ad + + A34 - - A64 - -
A5 + A35 - - AB5 e+ -
A6 - ++ A36 - - A66 +++ +
A7 + A37 - - A67 ++ +
A8 A38 - - A68 ++ +
A9 - + A39 - - A69 ++ +
A10 - - A40 - - A70 ++ +
All + - A4l - + A71 + i
Al2 ++ * A42 ++ i AT2 - -
Al13 - - A43 - * AT3 +H+ i
Al4 ++ + Ad4 - - A74 - -
Al15 - - A45 ++ - A75 + +
Al6 - - A46 - - A76 +
Al7 - + A4T - - A77 - i
Al18 + + A48 + - A78 - +
Al9 - A49 + - A79 T -
A20 - - A50 - - A80 T -
A21 - + A51 +++ - A8l + +
A22 - - A52 - - A82 - -
A23 - - A53 +++ - A83 - -
A24 - - A54 - - A84 - -
A25 +++ - A55 +++ - A85 + -
A26 - + A56 ++ - A86 - i
A27 - - A57 - - A87 + -
A28 + - A58 - - A88 - -
A29 - - A59 ++ -

A30 ++ - A60 - -
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Tabela 3: Comparacdo entre isolamento bacteriano nas amostras de urina e presenca e escore de células

inflamatérias (neutréfilos) no esfregaco de sémen de carneiros no estado do Tocantins.

Isolamento Bacteriano Urina

Isolamento Bacteriano Urina

Esfregaco Esfregaco
. . B-_ de sémen A. . . B-_ de sémen
ANIMAIS | A. seminis | H. somni | ovis ANIMAIS | seminis H.somni_ | ovis
Al NEG NEG NEG 0 A45 POS POS NEG (++)
A2 NEG POS NEG (+4) A46 POS POS NEG 0
A3 POS POS NEG (+) A47 POS POS NEG 0
A4 POS POS NEG +) A48 POS POS NEG (+)
A5 NEG NEG NEG (+) A49 POS POS POS (+)
A6 NEG NEG NEG (++) A50 POS POS NEG 0
A7 POS POS NEG (+) A51 POS POS POS (+++)
A8 POS POS NEG (+) A52 NEG NEG POS 0
A9 NEG POS NEG 0 A53 POS NEG POS (+++)
Al0 POS POS NEG 0 A54 POS POS NEG 0
All POS POS NEG () A55 POS POS POS (+++)
Al2 POS POS NEG (++4) A56 POS POS POS (+4)
Al3 POS POS NEG 0 A57 POS POS NEG 0
Al4 POS POS NEG (+1) A58 NEG POS NEG 0
Al5 POS POS NEG 0 A59 NEG NEG POS (++)
Al6 POS NEG NEG 0 A60 POS POS NEG 0
Al7 POS POS NEG (1) Ab61 NEG POS POS (+)
Al8 POS POS NEG (+) A62 POS POS NEG 0
Al9 POS NEG NEG (+) A63 POS POS POS (+4)
A20 POS NEG NEG 0 Ab64 POS POS POS 0
A21 POS POS NEG (+) A65 POS POS NEG (+++)
A22 POS POS NEG 0 A66 POS POS POS (+++)
A23 POS POS POS 0 A67 POS POS NEG (++)
A24 POS POS NEG 0 A68 POS POS NEG (+4)
A25 POS POS NEG (++4) A69 POS NEG NEG (++)
A26 POS POS NEG (+) A70 POS POS NEG (+4)
A27 POS POS NEG 0 A71 POS POS POS (+)
A28 POS POS POS (+) AT72 POS NEG NEG 0
A29 POS NEG NEG 0 A73 POS NEG POS (+++)
A30 POS POS POS (+4) A74 POS POS NEG 0
A3l POS POS NEG (+4) A75 POS POS NEG (+)
A32 POS POS NEG 0 A76 POS NEG POS +)
A33 POS POS POS 0 A77 POS NEG NEG 0
A34 POS POS POS 0 A78 POS NEG NEG 0
A35 POS POS NEG 0 A79 POS POS POS (++4)
A36 POS POS POS 0 A80 POS POS POS (+++)
A37 POS POS POS 0 A81 POS NEG POS (+)
A38 POS POS NEG 0 A82 NEG NEG NEG 0
A39 POS POS POS 0 A83 POS NEG NEG 0
A40 POS POS POS 0 A84 POS NEG NEG 0
A4l POS POS NEG (+) A85 POS NEG NEG (+)
A42 POS POS POS (+4) A86 POS POS NEG 0
A43 POS NEG POS (+) A87 POS POS POS (+)
Ad4 POS POS NEG 0 A88 POS NEG NEG 0
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Tabela 4: Comparag8o entre os resultados do isolamento bacteriano nas amostras de sémen e esfregaco de

sémen de carneiros no estado do Tocantins.

Isolamento Bacteriano

Isolamento Bacteriano

Sémen Esfregaco Sémen Esfregaco
B. de sémen de sémen
ANIMAIS | A. seminis | H.somni | ovis ANIMAIS | A.seminis | H.somni | B. ovis

Al NEG NEG NEG 0 A45 POS POS NEG (++)
A2 NEG NEG NEG (+4) A46 POS POS POS 0
A3 NEG NEG NEG +) A47 POS POS POS 0
A4 POS NEG POS (+) A48 POS POS NEG (+)
A5 POS NEG NEG (+) A49 POS POS POS (+)
A6 POS POS NEG (+4) A50 POS POS NEG 0
A7 POS POS NEG (+) A51 POS POS POS (++4)
A8 POS POS NEG (1) A52 POS POS POS 0
A9 POS NEG NEG 0 A53 POS POS POS (+++)
Al0 NEG NEG NEG 0 A54 POS POS POS 0
All POS NEG POS () A55 NEG POS POS (+++)
Al2 POS POS POS (+++) A56 POS POS POS (+4)
Al3 NEG POS NEG 0 A57 POS POS NEG 0
Al4 POS POS NEG (+1) A58 POS NEG POS 0
Al5 POS POS NEG 0 A59 POS NEG POS (++)
Al6 NEG NEG NEG 0 A60 POS POS NEG 0
Al7 NEG POS NEG (+) A6l POS POS POS (+)
Al8 POS POS NEG (+) AB2 POS POS NEG 0
Al19 POS POS POS () AB3 POS POS POS 0
A20 POS POS POS 0 Ab4 POS NEG POS (++)
A2l NEG NEG NEG (1) AB5 POS POS POS 0
A22 POS POS POS 0 A66 POS POS POS (+++)
A23 POS POS POS 0 A67 POS POS NEG (++)
A24 POS POS POS 0 A68 POS POS NEG (+4)
A25 POS POS POS (+++) AB9 POS POS POS (+4)
A26 POS NEG NEG (+) AT70 POS POS NEG (+4)
A27 POS POS NEG 0 A7l POS POS NEG (+)
A28 POS POS POS (+) AT2 POS POS POS 0
A29 POS POS NEG 0 AT73 POS POS NEG (+++)
A30 POS POS POS (+1) A74 POS POS POS 0
A3l POS POS NEG (+4) A75 POS POS POS (+)
A32 NEG NEG NEG 0 AT76 POS POS NEG (+)
A33 POS POS NEG 0 AT7 POS POS POS 0
A34 POS POS POS 0 AT78 POS NEG NEG 0
A35 POS POS NEG 0 AT79 NEG NEG NEG (++4)
A36 POS POS POS 0 A80 POS NEG POS (+++)
A37 POS POS POS 0 A81 NEG NEG NEG (+)
A38 POS POS POS 0 A82 POS POS NEG 0
A39 POS POS POS 0 A83 POS NEG NEG 0
A40 POS POS NEG 0 A84 POS POS NEG 0
A4l POS POS POS (+) A85 POS POS NEG (+)
A42 POS POS POS (+4) A86 POS NEG NEG 0
A43 NEG NEG POS (+) A87 POS NEG NEG (+)
Ad4 NEG POS POS 0 A88 POS POS NEG 0




Tabela 5: Comparacéo entre os resultados do ELISAI com extrato bruto de B. ovis e do ELISAi com BP26r.

ANIMAIS (EBL.rIJsQ)I ANIMAIS I(EBL.:;Q)I ANIMAIS '(EB"P'ZSQS ANIMAIS (EBLF>|25§;

Al - A45 - Al - A45

A2 - A46 - A2 - A4

A3 A47 - A3 + A47 N
Ad A48 - Ad + A48 -
A5 A49 - A5 + A49 -
A6 - A50 - A6 - A50 -
A7 - A51 - A7 + A51 -
A8 - A52 - A8 - A52 -
A9 - A53 - A9 - A53 -
Al0 - Ab4 - A10 A54 R
All + A55 - All A55 +
Al12 - A56 - Al12 - A56 -
Al13 - A57 - A13 - A57 -
Al4 - A58 - Al4d + A58 -
Al5 - A59 - Al5 - A59 -
Al6 - A60 - Al6 - AB0 -
Al7 - A61 - Al7 - A61 -
Al18 - AB2 - Al8 - AB2 -
A19 - A63 - A19 - A63 -
A20 - A64 - A20 - AB4 -
A21 - A65 - A21 - AB5 -
A22 - A66 - A22 - A66 -
A23 - A67 - A23 - AG7 R
A24 + A68 - A24 - A68 -
A25 - A69 - A25 - AB9 -
A26 - A70 - A26 - AT0 -
A27 - A71 - A27 - A7l -
A28 AT2 - A28 + AT2 -
A29 AT73 - A29 + A73 -
A30 A74 - A30 + A74 ¥
A31 - A75 - A3l - A75 -
A32 + AT76 - A32 - AT6 -
A33 - AT77 + A33 - AT7 -
A34 - A78 - A34 - AT8 -
A35 - A79 - A35 - AT79 -
A36 - A80 - A36 - A80 N
A37 - A81 - A37 - A8l -
A38 - AB2 - A38 - A82 -
A39 - A83 - A39 - A83 +
A40 - A84 - A40 - AB4 -
A4l - AB5 - A4l - AB5 -
A42 - A86 - A42 - AB6 -
A43 - AB7 - A43 - AB7 -
Ad4 - A88 Ad4 - AS8 N
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Tabela 6 — NUmero de criagdes de ovinos positivos por isolamento bacteriano de urina e de sémen , ELISAI (B.
ovis) e ELISAI (BP26r) para B. ovis nas 10 regies no estado do Tocantins, Brasil.

Propriedades com ovinos positivos (%)

Regides Isolam_ento Isolamfento ELISAi ELISAi
Bacteriano Bacteriano .
- A (B. ovis) (BP26r)
(urina) (sémen)

Bico do Papagaio 66,6 (2/3) 100,0(3/3) | 0.0(0/3) | 333(1/3)
Norte 25,0 (1/4) 75% (3/4) | 50.0(2/4) | 500 (2/4)
Noroeste 1000 (1/1) | 100,0 (1/1) | 1000 (/1) | 100,0 (1/1)

Nordeste 0,0 (072) 00/ | 0001) | o00sm)

Oeste 1000 (1/1) | 1000 (/1) | 9000) | 000/
Central 100,0(2/2) | 100,0(2/2) | 0.0(02) | 500 (1/2)
Jalapdo 0,0 (0/2) 0,0 (0/2) 0,0(0/2) | 50,0 (1/2)
sul 100,0(3/3) | 100,0(3/3) | 0.0(03) | 333(1/3)

Sudeste 11 50,0 (1/2) 50,0 (1/2) | °0.0(1/2) | 0.0 (0/2)

Sudeste | 50,0 (1/2) 0,0 (0/2) 00(072) | 0,0(0/2)
Total 57,14 (12/21) | 66,6 (14/21) | 19,04 (4/21) | 33,3 (7/21)
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Quadro 02: Resultados gerais obtidos nas técnicas de Isolamento bacteriano, esfregaco de sémen, exame clinico do trato reprodutor e testes soroldgicos de amostras de 88
carneiros distribuidos nas 21 propriedades nas dez regides do estado do Tocantins.

ISOLAMENTO BACTERIANO ESFREGACO EXAME CLINICO ELISA
IDP REGIOES MUNICIPIO IDA ) ELISAI B, | ELISA
UA | UH UB | SA | SH | SB N L LESOES ovis) BP26r
} NAO NAO
. Al - - - - - - 0 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO
P1 ARAGUAINA - NEO NEO
A2 - + - . . - (+4) | () SEM LESAO REATIVO | REATIVO
NAO
A3 + + - . . - ) ) SEM LESAO REATIVO | REATIVO
A4 + + - + - + ) ) SEM LESAO REATIVO | REATIVO
P2 ARAGUAINA A5 - - - + - - 10) ) SEM LESAO REATIVO | REATIVO
N NAO NAO
A6 - - - + + - 0 (++) SEM LESAO REATIVO | REATIVO
NAO
A7 + + - + + - ) ) SEM LESAO REATIVO | REATIVO
~ NAO NAO
A8 + + - + + - 6) () SEM LESAO REATIVO | REATIVO
N NAO NAO
A9 - + - + . - 0 o) SEM LESAO REATIVO | REATIVO
NORTE NAO
A0 | + + - - - - 0 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO
All | + + - + - + (+) 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO
~ NAO NAO
Al12 + + - + + + (+++) | () SEM LESAO REATIVO | REATIVO
] . NAO NAO
P3 ARAGUAINA Al13 | + + - - + - 0 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO
NAO
Ald | + + - + + - +) | & SEM LESAO REATIVO | REATIVO
~ NAO NAO
Al5 | + + - + + - 0 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO
~ NAO NAO
Al6 | + - - - - - 0 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO
. NAO NAO
Al7 | + + - - + - 0 0) SEM LESAO REATIVO | REATIVO
. NAO NAO
A18 | + + - + + - o) ) SEM LESAO REATIVO | REATIVO
NAO NAO
P4 NOROESTE PALMEIRANTE AL9 | + - - + + + o) 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO

ID P: Identificacdo propriedade; ID A: Identificagdo amostra; UA: isolados de A. seminis na urina, UH
isolados de A. seminis no sémen; SH: isolados de H. somni no sémen; SB: isolados de B. ovis no sémen; N: neutrdfilos; L: linfocitos; Elisai (B.ovis): Elisa indireto com
extrato bruto de B. ovis; Elisai Bp26r: Elisa indireto com a proteina recombinante Bp26r.

. isolados de H. somni na urina, UB: isolados de B. ovis na urina; SA:



NAO NAO
A2 | + - - + + + 0 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO
NAO NAO
A21 | + + - - - - 0 ) SEM LESAO REATIVO | REATIVO
NAO NAO
A22 | + + - + + + 0 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO
NAO NAO
A23 | + + + + + + 0 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO
NAO
A2 |+ + - + + + 0 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO
NAO NAO
A5 | + + - + + + |+ | 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO
NAO NAO
A6 | + + - + - - 0 0) SEM LESAO REATIVO | REATIVO
NAO NAO
A27 | + + - + + - 0 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO
NAO
A28 | + + + + + + () 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO
A29 | + - - + + - 0 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO
A30 | + + + + + + (++) 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO
NAO NAO
A3l | + + - + + - (+) | (++) SEM LESAO REATIVO | REATIVO
NAO
A32 | + + - - - - 0 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO
NAO NAO
A33 | + + + + + - 0 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO
NAO NAO
A34 | + + + + + + 0 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO
NAO NAO
A35 | + + - + + - 0 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO
AUMENTO DE VOLUME NO
EPIDIDIMO DE ASPECTO _ 5
. ARREDONDADO E FIRME A NAO NAO
PS NORTE SANTA FE DO ARAGUAIA | 145 | + T 0 0 PALPACAO REATIVO | REATIVO
AUMENTO DE VOLUME NO
EPIDIDIMO DE ASPECTO
ARREDONDADO E FIRME A NAO NAO
A37 | + + + + + + 0 0 PALPACAO REATIVO | REATIVO
NAO NAO
A38 | + + - + + + 0 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO

ID P: Identificagdo propriedade; ID A: Identificacdo amostra; UA: isolados de A. seminis na urina, UH: isolados de H. somni na urina, UB: isolados de B. ovis na urina; SA:
isolados de A. seminis no sémen; SH: isolados de H. somni no sémen; SB: isolados de B. ovis no sémen; N: neutrdfilos; L: linfocitos; Elisai (B.ovis): Elisa indireto com
extrato bruto de B. ovis; Elisai Bp26r: Elisa indireto com a proteina recombinante Bp26r.



NAO NAO
A39 | + + + + + + 0 0 | ASSIMETRIA EPIDIDIMARIA | REATIVO | REATIVO
NAO NAO
A4 | + + + + + - 0 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO
NAO NAO
A4l | + + - + + + 0 (+) | ASSIMETRIA TESTICULAR | REATIVO | REATIVO
NAO NAO
Ad2 | + + + + + + (+4) | (+4) SEM LESAO REATIVO | REATIVO
j NAO NAO
A43 | + - + - - + 0 ) SEM LESAO REATIVO | REATIVO
P6 ARAGUATINS O AO
Add | + + - - + + 0 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO
AUMENTO DE VOLUME NO
EPIDIDIMO DE ASPECTO
ARREDONDADO E FIRME A NAO
P7 ARAGUATINS A45 | + + - + + - (++) 0 PALPACAO REATIVO | REATIVO
BICO DO PAPAGAIO NAO
Ad6 | + + - + + + 0 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO
NAO NAO
A4T | + + - + + + 0 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO
NAO NAO
A48 | + + - + + - (+) 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO
NAO NAO
P8 ARAGUATINS A49 | + + + + + + (+) 0 ASSIMETRIA TESTICULAR | REATIVO | REATIVO
DERMATITE BOLSA NAO NAO
A50 | + + - + + - 0 0 ESCROTAL REATIVO | REATIVO
AUMENTO DE VOLUME NO
EPIDIDIMO DE ASPECTO
ARREDONDADO E FIRME A NAO NAO
A51 | + + + + + + | (++4) 0 PALPACAO (ORQUITE) REATIVO | REATIVO
P9 CENTRAL LAJEADO . NAO NAO
A52 | - - + + + + 0 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO
LESAO INFLAMATORIA NO NAO NAO
A53 | + - + + + + | (++4) 0 PREPUCIO (+TITE) REATIVO | REATIVO
NAO NAO
A54 | + + - + + + 0 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO

ID P: Identificagdo propriedade; ID A: Identificacdo amostra; UA: isolados de A. seminis na urina, UH: isolados de H. somni na urina, UB: isolados de B. ovis na urina; SA:
isolados de A. seminis no sémen; SH: isolados de H. somni no sémen; SB: isolados de B. ovis no sémen; N: neutrdfilos; L: linfocitos; Elisai (B.ovis): Elisa indireto com
extrato bruto de B. ovis; Elisai Bp26r: Elisa indireto com a proteina recombinante Bp26r.



LESAO PREPUCIO +
AUMENTO DE VOLUME NO
EPIDIDIMO DE ASPECTO
ARREDONDADO E FIRME A NAO
A5 | + + + - + + | (++4) 0 PALPACAO REATIVO | REATIVO
NAO NAO
A6 | + + + + + + (++) 0 | ASSIMETRIA EPIDIDIMARIA | REATIVO | REATIVO
NAO NAO
A57 | + + - + + - 0 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO
NAO NAO
A58 | - + - + - + 0 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO
NAO NAO
A59 | - - + + - + (++) 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO
NAO NAO
ABO | + + - + + - 0 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO
N NAO NAO
ABL | - + + + + + (+) 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO
P10 PALMAS NAD NAD
AB2 | + + - + + - 0 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO
NAO NAO
AB3 | + + + + + + (++) 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO
NAO NAO
A4 | + + + + - + 0 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO
NAO NAO
AB5 | + + - + + + | (++4) 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO
] NAO NAO
AB6 | + + + + + + | (D) | (D SEM LESAO REATIVO | REATIVO
P11 GURUPI NAO NAO
AB7 | + + - + + - (++) | ) SEM LESAO REATIVO | REATIVO
NAO NAO
ABS | + + - + + - +) | ® SEM LESAO REATIVO | REATIVO
NAO NAO
AB9 | + - - + + + +) | ® SEM LESAO REATIVO | REATIVO
L . NAO NAO
P12 su DUERE A70 | + + - + + - (++) | ) SEM LESAO REATIVO | REATIVO
NAO NAO
A7l | + + + + + - (+) 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO
NAO NAO
AT2 | + - - + + + 0 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO
NAO NAO
P13 DUERE A73 | + - + + + - (++4) | (+9) SEM LESAO REATIVO | REATIVO
NAO
A74 | + + - + + + 0 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO
A75 | + + - + + + (+) (+) SEM LESAO NAO NAO

ID P: Identificagdo propriedade; ID A: Identificacdo amostra; UA:

isolados de A. seminis na urina, UH
isolados de A. seminis no sémen; SH: isolados de H. somni no sémen; SB: isolados de B. ovis no sémen; N: neutrdfilos; L: linfocitos; Elisai (B.ovis): Elisa indireto com
extrato bruto de B. ovis; Elisai Bp26r: Elisa indireto com a proteina recombinante Bp26r.

. isolados de H. somni na urina, UB: isolados de B. ovis na urina; SA:
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REATIVO | REATIVO
~ NAO NAO

P14 CHAPADA DA AT6 | + - + + + - 0] 0] SEM LESAO REATIVO | REATIVO
SUDESTE I NATIVIDADE NAO

AT7 | + - - + + + 0 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO
NAO NAO

P15 NATIVIDADE A8 | + ] A o | ™ SEM LESAO REATIVO | REATIVO
~ NAO NAO

AT79 + + + - - - (+++) 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO
A NAO NAO

P16 OESTE BARROLANDIA A80 | + + + + - + (0| 0 ORQUITE (DOR E EDEMA) | REATIVO | REATIVO
] NAO NAO

A8l | + - + - - - () (+) | ASSIMETRIA EPIDIDIMARIA | REATIVO | REATIVO
~ NAO NAO

P17 PONTE ALTA A82 | - - - + + - 0 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO

JALAPAO X A0

A83 | + - - + - - 0 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO
NAO NAO

P18 PONTE ALTA A84 | + - - + + - 0 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO
~ NAO NAO

- TAGUATINGA A85 | + - - + + - ) 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO
SUDESTE | NAO NAO

A86 | + + - + - - 0 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO
NAO NAO

P20 TAGUATINGA A87 | + + + + - - (+) 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO
NAO NAO

pal NORDESTE TUPIRAMA A88 | + - - + + - 0 0 SEM LESAO REATIVO | REATIVO

ID P: Identificagdo propriedade; ID A: Identificacdo amostra; UA: isolados de A. seminis na urina, UH: isolados de H. somni na urina, UB: isolados de B. ovis na urina; SA:
isolados de A. seminis no sémen; SH: isolados de H. somni no sémen; SB: isolados de B. ovis no sémen; N: neutrdfilos; L: linfocitos; Elisai (B.ovis): Elisa indireto com
extrato bruto de B. ovis; Elisai Bp26r: Elisa indireto com a proteina recombinante Bp26r.



