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LIRA, N.S.C. Lesoes anatomopatologicas e deteccao da Brucella ovis cepa
REO 198 em ovinos inoculados experimentalmente pelas vias
intraprepucial e conjuntival simultaneamente. Botucatu, 2008. 112 p. Tese
(Doutorado) - Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia, Campus de
Botucatu, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”. Botucatu,

Sao Paulo.

RESUMO

O trabalho teve como objetivo estudar a patogenia da Brucella ovis, em
carneiros infectados experimentalmente com a cepa REO 198, tendo por base
a presenca do agente por meio da Reacado em Cadeia pela Polimerase (PCR) e
das alteragdes anatomopatoldgicas. Foram utilizados 31 carneiros idades
variando de 1-2 anos, desafiados via conjuntival e intraprepucial com uma
suspensdo contendo 2x10° UFC/mL de B. ovis. Os animais foram
eutanasiados em duplas, com intervalos de 15 dias até os quatro meses pdés-
inoculacdo e mensalmente a partir de entdo até os doze meses. Em cada
necropsia, foram coletados linfonodos (parotideos, pré-escapulares, faringeos,
mediastinais, mesentéricos, inguinais), glandulas parétidas e mandibulares,
pulmdes, figados, bacos, rins, epididimos (cabeca, corpo e cauda), testiculos,
vesiculas seminais, glandulas bulbouretrais, ampolas do ducto, prostata e
bexiga. Todas as amostras de 6rgaos foram submetidas a PCR e avaliadas
histopatologicamente. A presenca do agente foi detectada em praticamente
todos os tecidos em pelo menos um dos momentos avaliados com
predominancia no tecido reprodutor. De forma similar as alteragcbes
histopatolégicas, que embora visualizadas em todos os érgaos predominaram
nos 6rgaos do sistema reprodutor. Hipoplasia de érgaos linféides e persisténcia

do agente no sistema reprodutivo e urinario foram observadas.

Palavras-chave: Brucella ovis, brucelose ovina, inoculagdo experimental,

histopatologia, érgaos, patogenia, PCR.



XX

LIRA, N.S.C. Anatomopathological lesions and detection of Brucella ovis
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intrapepucial and intraconjuntival ways. Botucatu, 2008. 112 p. Thesis
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ABSTRACTS

The aim of this study was the identification of Brucella ovis REO 198 strain
pathogenic effect in rams experimentally infected. The bacterial detection by
PCR and anatomopathological alteration were verified. A total of 31 rams with
1-2 years old were challenged by intraconjuntival and intrapreputial inoculation
using a B. ovis suspension of 2x10° CFU/mL. Each 15 days until 4 months after
inoculation two of the rams were submitted to euthanasia. After this time and
until 12 months after inoculation the euthanasia were taken monthly. In all
necropsies were collected the lymph nodes (parotid, prescapulares, pharyngeal,
mediastinal, mesenterics, inguinals), parotids glands, mandibular glands, longs,
livers, spleens, kidneys, epididymes (head, body and tail), testicles, seminal
vesicles, bulbourethral glands, ampulla ducts, prostates and bladders. All
samples were tested by PCR and histopathological techniques. The bacteria
was detected in most of all tissues in at least one of the evaluated times of
inoculation with the predominance of detection in reproductive tissues. The
histo pathological alterations were also observed in all tissues and in the same
way showed predominance on reproductive ones. Hypoplasia of the lymphoid
system and bacterial presence in reproductive and urinary systems were also

observed.

Key words: Brucella ovis, Ovine Brucellosis, experimental inoculation,

histopathology, tissues, pathogenicity, PCR.
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1. INTRODUCAO

A brucelose ovina, causada por Brucella ovis, € uma doenca
contagiosa de carater cronico nos ovinos, caracterizada principalmente por
alteragbes nos testiculos com consequiéncias sobre a fertilidade dos carneiros,
diminuindo a eficiéncia reprodutiva do rebanho e provocando elevadas perdas
econdmicas (MAGALHAES NETO e GIL TURNES, 1996; ESTEIN, 1999;
LOPEZ et al., 2005).

Inicialmente a doenga foi descrita simultaneamente por Buddle
e Boyes (1953) na Nova Zelandia e Simmons e Hall (1953) na Austrélia. Desde
entdo tem sido constatada em praticamente todos os paises onde a
ovinocultura tem importancia econdmica (SPENCER e BURGESS, 1984;
ESTEIN, 1999). No Brasil, a infeccao foi descrita pela primeira vez por Ramos
et al. (1966), porém o primeiro isolamento foi realizado por Blobel et al. (1972).
Apesar dos poucos estudos da doenga no pais, pesquisas tém revelado sua

existéncia em varios estados.

Em inoculagbes experimentais a enfermidade apresenta um
periodo de incubagcdo que varia entre quatro a seis semanas, caracterizado
pela eliminacdo da bactéria no sémen (WEBB et al., 1980; QUISPE et al.,
2002), por periodos que variam de meses a anos (MANTEROLA et al., 2003).

Experimentalmente, a bactéria tem sido isolada no figado, nos
rins, no baco, no testiculo, no epididimo, na vesicula seminal, na glandula
bulbouretral, na ampola do ducto deferente e nos linfonodos iliacos, pré-
escapulares, pré-crurais, submandibulares, parotideos e retrofaringeos
(FENSTERBANK et al., 1982; BLASCO et al., 1987; MARIN, 1989).

A Brucella ovis, semelhante a outras brucelas, penetra no
organismo através das membranas da mucosa (BULGIN et al., 1990). Uma
vez que atravessa a mucosa e seguindo o curso dos ganglios linfaticos
aferentes, a bactéria chega aos ganglios linfaticos regionais. A partir dai, atinge
a corrente sanguinea e invade todo o organismo infectando o trato genital, o
figado, o baco, os pulmdes, os rins e outros ganglios linfaticos (BIRBERSTEIN
et al., 1964).
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No Brasil a ovinocultura encontra-se em expansdo. Os
rebanhos de ovinos e de caprinos brasileiros estao estimados em cerca de 25,8
milndes de animais. De 1999 a 2002, a producao de carne de ovinos e de
caprinos cresceu de 17 mil para 21 mil toneladas/ano, existindo uma proposta
da camara setorial de ovinos/caprinos de fortalecimento do setor e impulsao de
seu desenvolvimento em todo pais. O Brasil pretende expandir a criacao
desses animais para atender a crescente demanda interna e diminuir a
importacdo desse tipo de carne, hoje estimada em 50 % do consumo interno.
As cadeias produtivas da caprino-ovinocultura respondem pela geracdo de 55
mil postos de trabalho. O consumo brasileiro € de cerca de 250 mil quilos/més.
O Brasil é o oitavo produtor mundial de ovinos com um total de 14 milhdes de
cabecas, produzindo anualmente 71 mil toneladas de carne de ovinos
(AGECOM, 2006; AGRONLINE, 2008).

A brucelose ovina € uma doenca de importancia econdmica
com poucos progressos em seu estudo desde que foi relatada pela primeira
vez no Rio Grande do Sul (MAGALHAES NETO e GIL TURNES, 1996).

Os trabalhos publicados sobre a patogenia da B. ovis sao
escassos e muitas vezes apresentam dados controversos, ficando duavidas
sobre a patogenia da enfermidade. Desta forma, delineou-se o presente
experimento com a finalidade de propiciar mais dados para o estudo da

brucelose ovina.

Considerando a importancia do conhecimento da patogenia da
enfermidade, os poucos trabalhos publicados inclusive na literatura
internacional e o crescimento da ovinocultura no pais, objetivou-se avaliar a
patogenia da brucelose ovina, em ovinos inoculados experimentalmente com

Brucella ovis, cepa REO 198.
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2. REVISAO DA LITERATURA

A Brucella ovis, € uma bactéria de vida intracelular facultativa,
Gram-negativos, nao capsulados, ndo esporulados, com tamanho de 0,5 a 0,7
x 0,7 a 1,5 um, imoveis, que ndao formam endosporos e ndo apresentam
coloracao bipolar (CORBEL et al., 1978, BURGESS, 1982). Seu crescimento
ocorre em meios base (Trypticase Soy Agar, Agar Sangue e Agar Columbia)
enriquecidos com 5 % a 10 % de sangue ou pode ser seletivamente isolada no
meio modificado de Thayer-Martim (BROWN et al., 1973; ALTON et al., 1976).
Necessita de uma atmosfera de 10 % a 20 % de COz no cultivo primario,
embora possa ser isolada cepa CO. independente. As colbnias tornam-se
visiveis apés trés a cinco dias de incubacdo em temperatura de 34°C a 37°C,
apresentando-se pequenas, circulares, de bordos regulares, opacas de cor
variando de branco a marrom (MEYER, 1982; ALTON et al., 1988).

Cinco décadas apds o isolamento de Brucella abortus em
bovinos e sua associagdo como agente etiolégico responsavel pelo aborto
contagioso nesta espécie (MOCHMANN & KOHLER, 1988; KATIC, 2002),
Brucella ovis foi isolada pela primeira vez na Nova Zelandia por McFarlarne et

al. (1952) em ovinos com sinais clinicos de epididimite e aborto.

Simmons e Hall (1953) demonstraram em rebanhos ovinos na
Australia a presenca de organismos que na época denominaram de “Brucella
like organism” e que mais tarde foi re-classificada por Buddle e Boyes (1953)

como uma variedade de Brucella melitensis.

A “epididimite infecciosa dos ovinos” passou a ser conhecida
por Brucella ovis a partir de 1956 (BUDDLE, 1956). A enfermidade foi entao
relatada em reprodutores ovinos na América do Norte por Kennedy et al.
(1956); Szyfres e Chappell (1961) e América do Sul por Cedro et al. (1963).

A Brucella spp. € composta por uma membrana citoplasmatica
interna, um espaco periplasmatico e uma membrana externa (ME) composta
por lipossacarideos (principal antigeno de superficie na maioria das bactérias

Gram-negativas) e varias outras proteinas principais. A superficie das bactérias
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do género Brucella spp. varia segundo a fase em que se encontram (lisa ou
rugosa). Os lipopolissacarideos das cepas lisas (LPS-S) sdo constituidos de
lipideos A ou M, um oligossacarideo central e uma cadeia polissacaridica mais
exposta denominada cadeia O (MORIYON, 1988). O LPS da cepa rugosa
(LPS-R) é basicamente similar ao das lisas, exceto pela auséncia da cadeia O
(BLASCO, 1990).

No Brasil, a brucelose em ovinos foi observada pela primeira
vez no Rio Grande do Sul por Ramos et al. (1966), porém o primeiro
isolamento de Brucella ovis no Brasil foi realizado por Blobel et al. (1972) neste
mesmo estado, tendo sido isolado o agente de oito epididimos de carneiros

que apresentavam lesdes clinicas.

A brucelose ovina é uma doenca de distribuicdo mundial que
provoca impacto negativo nos paises onde a criagdo de ovinos € uma atividade
econOmica importante. Nestes paises a exploracdo ovina apresenta baixos
indices reprodutivos, alto numero de carneiros afetados anualmente,
diminuicdo da vida reprodutiva dos machos, aborto, elevada mortalidade
perinatal e consequente diminuicao dos rendimentos de carne e 1a (BURGESS,
1982; ROBLES et al., 1998).

A penetragdo de Brucella ovis pode ocorrer pelas mucosas
orais, conjuntivais, prepuciais, vaginais e retais, porém as vias que transmitem
naturalmente a doengca ainda ndao sao completamente conhecidas
(PAOLICCHI, 2001).

Brucella ovis infecta em forma natural a espécie ovina, sendo
0s machos mais susceptiveis que as fémeas. Existem algumas racas que sao
mais resistentes a infeccdo (TAMAYO et al.,, 1989); a raca Merino é mais
resistente que as britanicas nas condi¢cées semelhantes. A resisténcia genética
€ importante, sendo que as diferencas na precocidade da atividade sexual,
entre outras razbes podem ser um aspecto relevante na diferenca na
suscetibilidade (TIMONEY et al., 1988).
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Os ovinos machos infectados sdo as principais fontes de
infeccdo da enfermidade nos rebanhos. O macho portador, apresentando ou
nao lesdes, pode transmitir a enfermidade para outro carneiro, apenas pelo ato
de saltar entre si, habito comum, observado nesta espécie, favorecendo a
entrada de microorganismo pela mucosa retal (sodomia); porém a via oral é a
forma de infec¢do mais comum de macho a macho, por meio da lambedura do
prepucio (BULGIN e ANDERSON, 1983; BULGIN, 1990; PAOLICCHI et al.,
1991; NAREZ et al., 1999; QUISPE et al., 2002; MANAZZA, 2005). A presenca
de animais soronegativos, que excretam a bactéria no sémen, favorece a
persisténcia da infeccao no rebanho (BULGIN, 1990; MARCO et al.,1994).

A transmissao para as fémeas ocorre principalmente durante a
monta natural, por via venérea (PAOLICCHI et al., 1991), quando um carneiro
suscetivel copula com uma ovelha que teve previamente no mesmo periodo do
estro, cépula com um carneiro infectado. Desta forma a fémea atua como fonte
de infeccdo passiva para a transmissdo da doenca (BROWN et al., 1973). As
ovelhas infectadas com B. ovis, podem eliminar as bactérias nas secrecoes
vaginais, constituindo um risco para os carneiros durante a cépula (MARCO et
al., 1994).

O contagio dos animais virgens se da freqlentemente em
periodos de estabulagdo prolongada pelo contato com a urina de animais
infectados. Nessas condicdes a bactéria ingressa no organismo pela mucosa
nasal, oral, conjuntival e pela via percutdnea através de feridas e de
escoriacdes (BROWN et al., 1973; ALTON et al., 1988; BULGIN, 1990).

Os carneiros sexualmente maduros sdo mais suscetiveis que
os animais jovens (WALKER et al., 1986), porém a infec¢do por B. ovis pode
ocorrer em animais de até quatro meses de idade (BURGESS, 1982), havendo
relatos da infecgdo com caracteristicas epizoo6ticas em rebanhos de carneiros
jamais utilizados para reproducao e sem contato com carneiros em reproducao
(BULGIN, 1990a).
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A infeccdo experimental em caprinos jovens e adultos
demonstrou que esses sd0 menos suscetiveis que os carneiros, sendo que a
infeccdo nestas espécies é de carater leve e de curta duracdo (GARCIA-
CARRILLO et al., 1974). Por outro lado, nao ha relatos de que a infec¢ao possa
ser transmitida do ovino para o caprino a campo. No homem foram descritas
reagcoes soroldgicas positivas (MEYER, 1982), porém ndo ha relatos de
isolamento desta bactéria (ESTEIN, 1999).

Na Nova Zelandia foi demonstrado que carneiros infectados
podem transmitir B. ovis em sua forma natural para cervideos (Cervus elaphus)
mantidos no mesmo piquete, justificando-se a transmissdo por meio da
lambedura do prepucio dos animais ou da contaminacdo ambiental com o

sémen ou a urina dos animais infectados (RIDLER e WEST, 2002).

A soroprevaléncia em carneiros dentro dos rebanhos positivos
variou de 2,1 a 67 % (SEARGEANT, 1994; TORRES et al., 1997; ROBLES et
al., 1998).

A doencga foi descrita em diferentes paises, dentre eles na
Espanha, por Marco et al. (1994), onde foi descrito positividade de 17,8%. Na
Australia por Seargent (1994), que observou 10,8 % de animais positivos. Por
Kumar et al. (1997), que examinaram 255 ovinos na india, com positividade de
27,8 %. Na Argentina que foi observado um percentual variando entre 4,3 % a
18 % de positividade (DRAGUI-DE-BENITEZ et al. 1984; ROBLES et al. 1993;
ESTEIN et al., 2002). No México, variou de 2,4% a 25,9% (TAMAYO et al.,
1989; TORRES et al., 1997). No Chile, foi observado 2,8 % de animais
positivos (ROJAS et al., 1990).

A existéncia da brucelose ovina no Brasil foi relatada ha muito
tempo, em conseqiiéncia da aquisicao de animais procedentes de paises, onde
havia a doenca (RAMOS et al., 1966).

O primeiro estudo soroldgico no pais foi realizado por Ramos et
al. (1966), no Rio Grande do Sul (RS), pela técnica de imunodifusdo em gel de
agar (IDGA), onde 6,5 % apresentaram positividade. Desde entdo, varios

estudos foram realizados no pais. Em Sao Paulo, Marinho e Mathias (1996),
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testaram rebanhos ovinos, ndo detectando nenhum animal positivo e Nozaki
(2003), observou 1,1% de animais positivos em propriedades ovinas no mesmo
estado. Em Santa Catarina, Shafer et al. (1997), em seu estudo nao
observaram nenhum animal positivo. No Rio Grande do Norte a positividade
variou de 11,3 % a 34 % (SILVA et al. 2003; AZEVEDO et al., 2004). No Rio de

Janeiro, Lima et al. (2007), relataram 3,64 % de positividade.

Em locais que existem programas de controle, a
prevaléncia é mais baixa, entretanto, a erradicacao € dificil de ser alcancada
(BLASCO, 1990). Desde que foi diagnosticada no Rio Grande do Sul, tem-se
encontrado muita dificuldade em controlar a doengca, em decorréncia das
infeccdes subclinicas (MAGALHAES NETO e GIL TURNES, 1996).

Segundo Ficapal et al. (1998), a infecgao pela B. ovis tem sido
observada em varios carneiros jovens, sugerindo que esses animais, logo apos
a puberdade poderiam ser altamente suscetiveis. Os animais adultos sao
comumente os mais infectados naturalmente, porém observa-se que a
incidéncia de alteracdes testiculares e a sorologia positiva para brucelose,

aumentam de acordo com a idade e a atividade sexual.

A diminuicao na qualidade do sémen também foi estudada por
varios autores, onde foi observada a redugdo na producao total de esperma,
baixa motilidade e alto percentual de anormalidades morfologicas (CAMERON
e LAUERMAN JR, 1976 ).

Segundo Liautard et al. (1996) independente da via natural de
transmissao, a infeccao por Brucella spp. requer quatro etapas distintas, ou

seja, aderéncia, invasao, estabelecimento da infec¢do e disseminacao.

A penetragao de B. ovis no organismo, dos ovinos pode ocorrer
pela mucosa conjuntival (GRILLO et al., 1999), prepucial (PLANT et al., 1986;
MANTEROLA et al., 2003), retal, nasal (PLANT et al., 1986), oral (ALTON et
al., 1988) e através da pele lesionada (NILSEN e DUNCAN, 1990).
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B. ovis, semelhante a outros organismos tem a capacidade de
sobreviver dentro de macréfagos, o que favorece a persisténcia do agente nos
tecidos (PAOLICCHI, 2001). Apdés a penetracdo, geralmente através da
mucosa, a B. ovis coloniza os linfonodos regionais, produz bacteremia e
finalmente coloniza o trato genital por volta de 30 dias (BIBERSTEIN et al.,
1964).

Existe um longo periodo de laténcia antes dos sinais clinicos
tornarem-se evidentes, assim como as infec¢cdées causadas por outras brucelas
(THOEN e ENRIGHT, 1986). Sob condicbes experimentais, pela via
conjuntival, nasal ou oral, 0 agente permanece confinado proximo aos locais de
entrada, por duas ou trés semanas e entdo ocorre bacteremia, seguido de
infeccao do sistema fagocitico mononuclear e linfonodos mais distanciados,
como os dos érgaos genitais e das glandulas acessérias (FENSTERBANK et
al., 1982; BLASCO et al., 1987; MARIN, 1989).

O carneiro infectado constitui a principal fonte de infeccdo do
rebanho, sendo o sémen a principal via de eliminacéo. A liberacao da bactéria
no sémen ocorre de forma intermitente e por periodos prolongados
(WORTHINGTON et al., 1985; PAOLICCHI et al., 1991), relatando-se cultivos

positivos até 80 semanas pos-infeccao experimental (PAOLICCHI et al., 1991).

Os fatores determinantes do tropismo da B. ovis pelos 6rgaos
sexuais ainda nao esta totalmente esclarecido, mas acredita-se que o
metabolismo do ferro pela bactéria seja um importante fator, ja que para B. ovis
o eritritol ndo deve ser levado em consideragdo (REDWOOD e CORBEL,
1983).

A infeccao experimental por B. ovis pode ser estabelecida apds
exposicdo de ovinos suscetiveis a cultura pura da bactéria ou ao sémen
contaminado por via prepucial, retal ou nasal (LAWS et al., 1972; PLANT et al.,
1986).
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Em trabalho realizado por Nozaki (2008), em carneiros
infectados experimentalmente, foi avaliada a presenca de Brucella ovis através
das técnicas da PCR e do cultivo microbiol6gico de urina e sémen. A presenga
do agente, por PCR, foi detectada em sémen, em todos os momentos,
predominantemente nos dois primeiros meses enquanto que na urina iniciou-se
aos 15 dias persistindo até os seis meses apo6s a inoculagdo. No entanto, o
agente foi também isolado por meio de cultivo bacteriano nestas mesmas
excrecdes, em sémen, aos sete dias pos-inoculagcdo de forma esporadica em
todos os periodos e em urina foi isolada com maior freqiéncia no periodo
inicial até os dois meses pdés-inoculacao, ocorrendo o isolamento em todos os

periodos até o final do experimento também de forma intermitente.

Infeccao por inoculagcbes experimentais tem sido realizada em
véarios estudos. BIBERSTEIN et al. (1964) realizaram um estudo da patogenia
da epididimite em 48 carneiros, que foram infectados experimentalmente por
via conjuntival. As primeiras lesGes foram observadas durante o segundo més
apos a inoculacao, na cauda do epididimo, na vesicula seminal e na ampola.
Apo6s dois meses, também foi observada bacteremia em outros érgaos,

incluindo figado, bago e rins.

Em outros estudos experimentais, a bactéria tem sido isolada
no figado, nos rins, no bago, no testiculo, no epididimo, na vesicula seminal, na
glandula bulbouretral, nas ampolas e nos linfonodos iliaco, pré-escapulares,
pré-crural, submaxilar, parotideo e retrofaringeos (FENSTERBANK et al., 1982;
BLASCO et al., 1987; MARIN, 1989).

Os principais érgaos afetados sédo os epididimos e as glandulas
sexuais acessérias na maioria dos carneiros. Nos animais sorologicamente
positivos, geralmente o cultivo da Brucella ovis é negativo, mas a bactéria pode
estar localizada em outros Orgaos. Esta hipdtese € consistente com o
isolamento de B. ovis do bago e dos linfonodos iliacos de alguns animais
experimentalmente infectados, nos quais Brucella spp. foi isolada de érgaos
genitais e das glandulas acessérias sexuais (BLASCO et al., 1987; MARIN,
1989).
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No aparelho reprodutor masculino de ovinos, Brucella spp.
pode levar a reacao inflamatéria do tipo necrosante na vesicula seminal, nos
testiculos e no epididimo, com conseqlente aumento de volume uni ou
bilateral, provocando subfertilidade, infertilidade ou esterilidade. Como sequlela
pode haver atrofia do 6rgdo afetado (ORGANIZACION MUNDIAL DE LA
SALUD, 1986).

Varios estudos foram realizados enfocando a patologia da

infeccao pelas diferentes espécies de Brucella spp.

Segundo Gorvel e Moreno (2002), as bactérias do género
Brucella spp. sao usualmente classificadas como parasitas intracelulares
facultativos. No entanto, alguns autores consideram que a melhor classificacao
seria a de parasitas intracelulares facultativamente extracelulares devido a
preferéncia desses microorganismos pelo meio intracelular. Ao contrario das
outras bactérias patogénicas, fatores classicos de viruléncia como exotoxinas,
flagelos, fimbrias, capsulas e outros ndo sdo encontrados em Brucella spp. Os
fatores envolvidos com a patogenicidade sdao aqueles que permitem a invasao,

a sobrevivéncia e a multiplicacao intracelular nas células do hospedeiro.

As bactérias do género Brucella spp., podem infectar fagocitos
e células nao fagociticas in vivo e in vitro (DETILLEUX et al., 1990; PIZZARRO-
CERDA et al., 1998). Apds a invasdo das mucosas, as bactérias opsonizadas e
nao opsonizadas, nao sao interligadas pelos fagocitos que estao localizados
na submucosa (GORVEL e MORENO, 2002).

De acordo com a rota primaria da transmissdao natural das
varias espécies da Brucella spp. que infectam os animais domésticos, os
organismos devem possuir a habilidade de atacar as superficies mucosas e
devem ser capazes de estabelecer um nicho e penetrar o epitélio da membrana
mucosa. Numerosos estudos documentaram a habilidade de muitas espécies
de brucela invadirem as mucosas conjuntival, oral, faringea, intestinal,

respiratoria, vaginal e prepucial (OLITZKI, 1970).
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Os agentes invasores que escapam das defesas da
submucosa sao distribuidos para os linfonodos regionais pela drenagem
linfatica. Nao se sabe se Brucella spp. que colonizam os linfonodos regionais
sdo carreadas para os linfonodos dentro de células fagociticas ou os alcangcam
como organismos livres. Cepas de desafio de B. abortus foram isoladas de
linfonodos parotideos, entre dois a quatro dias, apdés o desafio conjuntival
(ENRIGHT, 1990).

Em um estudo da patogenia da infeccao por Brucella abortus
em bovinos, 11 vacas gestantes, com idades variando entre 4,5 a 13,5 anos,
foram inoculadas no saco conjuntival direito com 1,5 x 10® unidades
formadoras de colénia (UFC) de B. abortus cepa 544. Estas vacas foram
abatidas em intervalos semanais apds o desafio e alguns tecidos coletados,
cultivados e examinados histologicamente. O linfonodo parotideo, responsavel
pela drenagem linfatica do olho continha 10° UFC de B. abortus por grama de
tecido, oito dias apés a inoculacdo. O numero de B. abortus recuperada deste
linfonodo variou individualmente entre as vacas nos 45 dias apés a inoculacao;
o isolamento da Brucella spp. foi obtido principalmente nos linfonodos, sendo
os linfonodos submandibulares, os que apresentaram isolamento bacteriano
em 90,1 % dos animais examinados. O numero de Brucella spp. presente
nestes linfonodos variou de 102 UFC/g em oito dias para um pico de 10° UFC/g
em 15 e 22 dias apés a inoculacdo. Apéds estes periodos um menor niumero de
brucela foi isolada. Apesar do pequeno numero de vacas examinadas, este
estudo sugeriu que grandes quantidades de bactéria (UFC por grama de
tecido), poderiam ser encontradas nos linfonodos que drenam os locais da
inoculacdo. O baixo numero inicial de brucela infectando os linfonodos que
drenam a cavidade oral sugere que poucas bactérias teriam acesso a mucosa
nasal e posteriormente, a mucosa oral pelo ducto lacrimal (PAYNE, 1959;
NILSEN e DUNCAN, 1990).

Em outros estudos, foi demonstrado ser necessario um periodo
maior que quatro semanas, para colonizacao da bactéria nos linfonodos que
drenam a mucosa oral, se a infeccdo for por via oral, porém houve uma
diminuigdo na quantidade de bactérias existentes nos linfonodos mais distantes

dos locais da inoculagdo. Sendo assim, sugeriu-se que quanto maior o numero
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de bactérias que inicialmente colonizam o linfonodo, maior a chance de
persisténcia prolongada da infecgao nesses locais. As brucelas foram isoladas
dos linfonodos faringeos em 36,4 % dos animais examinados e a infeccdo nao
foi detectada nos linfonodos mediastinos de nenhum dos animais estudados.
Observou-se que a colonizagcdo dos linfonodos que drenam as mucosas
situadas mais distalmente ao local de infeccao inicial foi devido a invasao
secundaria da mucosa, sendo assim tais estudos sugerem que cada vez
menos as brucelas estdo viaveis para atravessar a barreira da mucosa
(ENRIGHT, 1990).

Os linfonodos infectados normalmente estdo aumentados
devido a hiperplasia linféide e reticuloendotelial e também a infiliragdo das
células inflamatérias. Sendo assim, multiplas areas de hemorragia estao
presentes dentro dos linfonodos infectados por uma a duas semanas apés a
inoculacao. Multiplos focos de hematopoiese extra medulares adjacentes aos
foliculos linféides sao freqiientemente observados durante a primeira semana
pés infecgdo. Tanto os precursores celulares eosinofilicos quanto os
neutrofilicos sdo observados nesses focos (CHEERS e YOUNG, 1987).

Davis et al. (1990), estudando brucelose em bovinos expostos
a B. abortus por via conjuntival, observaram por meio do cultivo microbiol6gico
a presenca do agente no linfonodo parotideo nas duas, trés, quatro, cinco e

seis semanas pos-inoculagcao correlacionado com a porta de entrada.

Quatro dias apés a inoculacao, ja foram observados focos de
infiltrados inflamatérios, particularmente, dentro do coértex dos linfonodos.
Estas reacOes inflamatorias eram compostas por macréfagos e células
epitelidides (THOEN e ENRIGHT, 1986). Também foram observados grandes
numeros de neutréfilos e de eosindfilos maduros dentro vasos sanguineos de
pequeno calibre, nos linfonodos e na capsula. O tecido que circundava esses
vasos também estava composto por estas células inflamatérias (NILSEN e
DUNCAN, 1990).
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Recentemente, em um estudo realizado com infeccao
experimental de Brucella melitensis em ratos de laboratério, foi observada a
bactéria nas glandulas salivares. A presenca do agente neste local sugeriu uma
via importante de penetragéo, particularmente na infeccdo em humanos, pois a
via oral € a principal via de infecgao na espécie humana (RAJASHEKARA et al.
2005).

No caso da Brucella canis, a barreira da mucosa representa a
primeira linha de defesa do hospedeiro contra a infeccao pela Brucella spp. As
reagoes inflamatérias que ocorrem nos tecidos submucosos e dentro do
linfonodo que drena o local de infeccdo sdo a segunda e terceira linhas de
defesa do hospedeiro. Quando nao ha destruicdo de B. canis no linfonodo que
drena a regiao préxima a entrada da bactéria, pode haver uma persisténcia da
infeccdo e eventual fuga do agente para o sangue. As bactérias do género
Brucella spp. sédo capazes de sobreviver dentro dos leucécitos do hospedeiro e
podem utilizar os neutrofilos e macrofagos para se protegerem dos
mecanismos bactericidas humoral e celular durante os periodos de difusao
hematogena (CARMICHAEL e KENNEY, 1970).

Durante a fase de bacteremia, as bactérias do género Brucella
spp. podem se localizar em uma grande variedade de tecidos. Contudo, as
bactérias sdao mais freqiientemente isoladas de tecidos linféides, da glandula
mamaria e do aparelho reprodutivo. As infecgdes podem ainda se estabelecer
em 0ssos, articulagcdes, olhos e ocasionalmente, no cérebro. Em machos, as
localizagbes secundarias ocorrem mais freqientemente nos linfonodos, nos
testiculos, no epididimo e nos Orgaos sexuais acessorios. Em geral, as
espécies de brucela que sdo mais comumente associadas com periodos de
bacteremia prolongados, B. suis e B. canis, sdo também conhecidas por sua
predisposicdo em se localizar em locais secundarios (THOEN e ENRIGHT,
1986).

Na brucelose ovina, a infeccdo cronica € caracterizada
clinicamente, por epididimite, orquite e infertilidade nos machos (FICAPAL et
al., 1998).
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Macroscopicamente os testiculos apresentam-se normal, mas
pode-se perceber granulomas e calcificacdo. Quando ha interrupcéo da
espermatogénese pode haver atrofia testicular (FOSTER et al., 1987), sendo

essa uma caracteristica na fase cronica da doenca (BADIOLA et al., 1982).

Normalmente o epididimo afetado apresenta-se firme e com
superficie esbranquicada ao corte, em consequiéncia da proliferacdo do tecido
conjuntivo. A cauda do epididimo é o local em que se observa maior alteracao,
sendo unilateral em sua maioria e caracterizada por consisténcia firme, sem
aumento consideravel de volume na maioria dos casos. O aumento da cauda
do epididimo caracteriza cronicidade da doenca (CAMERON e LAUERMAN
JR., 1976; BADIOLA et al.,, 1982; SEARSON, 1987 FOSTER et al., 1989;
BLASCO, 1990, WEST et al., 1993). Alteragdes macroscopicas geralmente sao
observadas nos epididimos apenas apdés a formacdo de granulomas
espermaticos (FOSTER et al., 1987). Em funcao da epididimite, a qualidade do
sémen e fertilidade dos animais encontram-se alteradas (KOTT et al., 1988;
ROBLES et al., 1998; BULGIN et al, 1990).

As vesiculas seminais podem apresentar aumento de volume
com ductos preenchidos por liquidos. As glandulas bulbouretrais, a préstata e
as ampolas seminais normalmente ndo apresentam alteracdes significativas
(FOSTER et al., 1987).

Em um estudo das alteracbes do sistema genital de 845
carneiros, descartados do programa de reproducdo em 17 fazendas
australianas, a epididimite foi a alteracao mais frequente observada entre as
patologias de importancia clinica, sendo que a maioria dos animais que
apresentava epididimite era também sorologicamente positivo para B. ovis
(FOSTER et al., 1989). No carneiro, as lesdes resultantes da infeccao por B.
ovis, com confirmagao bacteriolégica, concentram-se principalmente na cauda
do epididimo, mas também ocorrem na ampola do ducto deferente e na
glandula vesicular, sendo que em 70% dos casos a lesdo ¢é bilateral
(SEARSON, 1987).
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Embora B. ovis cause epididimite, existem carneiros infectados
que nao desenvolvem a doenga perceptivel a palpacdo. Em um experimento
com 267 carneiros positivos, apenas 125 apresentaram alteracdes testiculares
detectaveis a palpacdo (BLASCO, 1986). Mesmo entre esses animais que
mostraram alteragdes testiculares ao exame histolégico, uma importante
proporcao de carneiros infectados por B. ovis nao apresentam lesdes escrotais.
Na maioria dos casos, a localizagdo da lesao testicular € unilateral. O epididimo
€ o local mais comum, sendo a cabeca e o corpo freqlientemente mais
afetados (BLASCO, 1990).

Microscopicamente, a localizacdo inicial no epididimo é
acompanhada por edema perivascular e infiltracdo dos linfocitos, dos
monaocitos e dos neutrdfilos. Logo apos, o epitélio tubular inflamado desenvolve
uma hiperplasia papilar e degeneragao hidropica local com formagao de cistos
intraepiteliais. A destruicdo epitelial tanto pela bactéria como pela reacao
inflamatoéria, leva a um extravasamento de espermatozéides. A resposta do
hospedeiro ao espermatozoide extravasado, leva a formagcéao de um granuloma
espermatico que pode bloquear completamente o epididimo, com posterior
degeneracéo e fibrose (THOEN e ENRIGHT, 1986; FOSTER et al.,1987).

Ap6s a inoculacdo experimental de cultura de B. ovis,
diretamente no epididimo, observou-se intenso infiltrado inflamat6rio misto,
constituido por linfécitos e neutréfilos detectavel aos quatro dias apés a
inoculacdo. Aos oito dias apds a inoculagcédo, além de infiltracdo de células
inflamatérias no tecido conjuntivo de sustentacdo e no epitélio epididimario,
observaram-se acumulo de grande quantidade de neutréfilos no Ilumen
epididimario. As lesdes iniciais progridem com fibrose intersticial, degeneracao
do epitélio epididimario (SANTOS et al., 2005) e eventualmente ruptura do
ducto epididimario com extravasamento de espermatozdides para o intersticio

e desenvolvimento de granuloma espermatico (PAOLICCHI, 2001).

Na formagdo dos granulomas espermaticos, carneiros
infectados com B. ovis, normalmente desenvolvem reagao imune espermatica,
que persiste mesmo apds tratamento seguido de cura bacteriolégica e,

portanto, pode ter significado na patogénese da infertilidade associada a
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infeccao por B. ovis (PAOLICCHI et al., 2000). Essas lesdes, no entanto, nao

sao especificas para B. ovis (SANTOS et al. 2005).

Em um estudo realizado na Nova Zelandia, West et al. (1993),
observaram que trés, dos 36 animais estudados apresentaram epididimite
caracterizada por hiperplasia epitelial moderada em alguns tabulos na cauda
do epididimo. Em outros dois animais houve a formacao de cistos intraepiteliais
acompanhados de hiperplasia do epitélio epididimal caracteristico da
epididimite por Brucella ovis. Foram observados também muitos cistos
contendo neutréfilos e areas necrosadas com presenca de leucocitos. Um
pequeno numero de linfécitos pode ser visto na base do intersticio do epitélio
de 6rgaos linféides agregados e subjacentes ao intersticio de trés, dos quatro

animais.

Em um estudo realizado na Argentina por Garcia-Carrillo et al.
(1974) foi descrito que no exame histopatolégico 37,5 % dos carneiros
expostos a inoculagdo, apresentaram epididimite. A intensidade da lesao
inflamatéria foi menor que nos animais expostos a infeccao natural. Nao se
observou infiltrado inflamatério intenso denso e nem reacgado inflamatéria
intensa, tal como ocorre nos casos de longa evolucdo. A infeccao experimental
em carneiros demonstrou que a ocorréncia de epididimite ndo é constante,
portanto, a denominacao “epididimite ovina” pode nao ser adequada. Ja que
podem existir lesdes testiculares muito severas com a auséncia de lesées no
epididimo. Um dos animais do estudo apresentou reacao positiva em repetidas
provas sorolégicas, havendo lesGes histopatolégicas severas no testiculo e
nenhuma lesdo no epididimo, tendo sido isolado o agente nesse mesmo

animal.

Em um trabalho desenvolvido na Australia por Foster et al.
(1987) foram inoculados 35 animais em que se isolou B. ovis do sémen de 25
deles. Foram coletados ducto deferente, cabeca, corpo e cauda do epididimo,
vasos deferentes, ampola, vesicula seminal, glandula bulbo uretral e uretra
pélvica. As lesdes microscopicas da glandula acessoria sexual, somente foram

visualizadas na ampola e na vesicula seminal e consistiram de infiltragdo de
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macrofagos, de linfocitos, de plasmoécitos, e de neutréfilos ndo somente no

estroma, mas também no epitélio.

A atrofia testicular deriva do processo regressivo do epitélio
testicular e da suspensdao da espermatogénese. Pode ocorrer também,
proliferacdo do tecido conectivo intertubular, pequeno granuloma espermatico
extratubular e necrose de calcificagao dos tubulos seminiferos (BIRBERSTEIN
et al., 1964; BADIOLA et al., 1982; MEYER, 1982; RAHALEY e DENNIS, 1984;
BLASCO et al. 1987; MARIN, 1989).

As principais alteragdes microscépicas das vesiculas seminais
sao representadas por infiltrados de linfécitos e de plasmdcitos, fibrose e
hiperplasia epitelial difusa com cistos intraepiteliais contendo neutréfilos
(BIRBERSTEIN et al., 1964; BLASCO, 1986; FOSTER et al., 1987).

Na glandula bulbouretral e na ampola do ducto deferente sao
observadas apenas lesGes microscopicas caracterizadas pelo acumulo de
células inflamatérias (FOSTER et al., 1987). (FAZER LINK)

West et al. (1993), descreveram que todos os animais
apresentavam alteracées histopatoldégicas na vesicula seminal, sendo
observado principalmente denso infitrado focal e grande quantidade de
linfécitos, com pequena quantidade de células plasmaticas e ocasionalmente
alguns neutréfilos observados no intersticio dos tubulos da vesicula seminal.
Alguns infiltrados inflamatérios foram associados com dareas de hiperplasia

epitelial, acumulo de leucécitos e de debris necrético em sua lamina tubular.

De acordo com Jansen (1980), que estudou 100 animais da
raca Merino e da Dorper, infectados naturalmente na Africa, a vesicula seminal
de alguns carneiros, mostrou-se aumentada de tamanho e com aspecto
lobular, sendo que na maioria dos carneiros a vesicula seminal ndo apresentou
alteracdo. Foster et al. (1987) relataram que as vesiculas seminais podem

apresentar aumento de volume com ductos preenchidos por liquidos.

A inflamacdo nas ampolas esta relacionada a epididimite.
Hiperplasias focais com cistos intraepiteliais vazios e acumulos de neutréfilos
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no lumen das dilatacbes do epitélio sdo observadas com freqiéncia. O
acumulo de células redondas e de fibrose podem ser visualizados na lamina
prépria (FOSTER et al. 1987; MARIN et al., 1989). Jansen (1980) relataram

que as ampolas dos animais em seu experimento nao apresentaram alteragao.

O exame microscépico da prostata e da glandula bulbouretral
revela uma discreta infiltracdo de células redondas e hipertrofia glandular focal
(MARIN et al., 1989), porém segundo Foster et al. (1987) as glandulas
bulbouretrais e a préstata, normalmente nao apresentam alteragdes

significativas.

A palpagao escrotal em carneiros tem demonstrado ser uma
técnica de grande utilidade no diagnostico da epididimite ovina. A identificacao
do numero elevado de machos, que a palpagdao, demonstraram epididimite
unilateral ou bilateral, sugere a possibilidade de infeccdo no rebanho
(LAWRENCE, 1961). Porém esse procedimento tem eficacia limitada, visto que
existem animais que, embora infectados, ndo desenvolvem lesdes, além disso,
as lesbes que evoluem para cronicidade podem nao ser perceptiveis a
palpagdo ou ainda, a existéncia de outras causas infecciosas ou ndo, capazes
de provocar lesdées no epididimo (McGOWAN e SCHULTZ, 1956; HUGHES e
CLAXTON, 1968).
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3. OBJETIVOS

Objetivos Gerais:

o Estudar a patogenia da brucelose em carneiros inoculados

experimentalmente com B. ovis REO 198.

Objetivos Especificos:

o Avaliar a disseminacao e persisténcia do agente nos diferentes
orgaos apods a infeccao experimental.
o Avaliar as alteracdes anatomopatol6égicas observada nos érgaos dos
ovinos inoculados experimentalmente.
o Associar as alteracbes anatomopatolégicas com a presenca do

agente nos diferentes érgaos.
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4. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho foi realizado no Departamento de Higiene
Veterinaria e Saude Publica da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia,
UNESP-Botucatu, no periodo de 2005-2007.

Todos o0s animais utilizados neste experimento foram
examinados antes de serem introduzidos ao estudo. Foi realizado exame
clinico através da palpacao escrotal, avaliacdo espermatica através da colheita
do sémen, sorologia para B. ovis através da prova de IDGA e cultivo
microbiolégico de sangue, sémen e urina para descartar a possibilidade destes

animais estarem infectados pela B. ovis.
4.1 Animais

Foram utilizados 31 ovinos machos de raga Santa Inés com um
a dois anos de idade, provenientes de propriedades comerciais, localizadas no
Estado de Sao Paulo. Esses animais foram mantidos em baias no

Departamento de Higiene Veterinaria e Saude Publica.

A utilizacdo dos animais para este experimento foi aprovada
pela comissdo de ética da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da

Universidade Estadual Julio de Mesquita Filho.

4.2 Inoculacao Experimental

A cepa utilizada foi a Brucella ovis REO 198, liofilizada, obtida
do Centro de Pesquisa Veterinaria “Desidério Finamor”. FEPAGRO — Eldorado
do Sul/RS. Apés suspensao da cepa, este material foi cultivado em meios de
cultivo seletivo Thayer Martim, em atmosfera de CO, , por trés a cinco dias.
Apbs o crescimento da bactéria, foi preparada uma suspensdo bacteriana
contendo 2 x 10° UFC/mL de B. ovis (BLASCO, 1990). Em seguida, os animais
foram desafiados com 2 mL pela via intraprepucial e 50 uL pela via conjuntival

de suspensao bacteriana simultaneamente.
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4.3 Monitoramento dos Animais

4.3.1 Colheita e obtencao do soro

De todos os carneiros foi colhido sangue semanalmente, para a
realizacdo do diagnéstico sorolégico durante os 12 meses do experimento. A
colheita do material foi realizada ap6s assepsia local, com alcool iodado. O
sangue foi colhido através de venopuncao jugular, utilizando-se sistema a
vacuo estéril sem anticoagulante1, com agulha 25 x 7 MM, retirando-se,
aproximadamente, 10 mL de sangue por animal. Esse material foi mantido em
posicéo de descanso por, no maximo, 12 horas, para a formagao do coagulo,

visando a obtengao do soro.

Apobs a retracdo do coagulo e a liberagao do soro, as amostras
foram identificadas, aliquotadas em tubos de polipropileno? e conservadas em

freezer (-20 °C), para a realizagao da prova sorolégica.

4.3.2 Pesquisa de anticorpos anti-Brucella ovis - Prova de
Imunodifusido em Gel de Agar (IDGA)

Para a realizacdo da IDGA foi utilizado protocolo de acordo
com as recomendagdes do Instituto Tecnolégico do Parana — TECPAR),

responsavel pela producao do antigeno.

As leituras foram realizadas com 24, 48 e 72 horas, utilizando
sistema de iluminagdo com luz indireta e fundo preto. O resultado final foi

obtido na leitura de 72 horas.

4.4 Eutanasia

Realizou-se a eutanasia de um animal 15 dias po6s-inoculagao
e dos 30 aos 105 dias foram eutanasiados dois animais a cada 15 dias, em

seguida dois animais mensalmente dos quatro aos 12 meses pos-inoculagao.

! Tubos BD Vacutainer
2 Tubos de polipropileno, Eppendorf
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Os animais foram submetidos ao procedimento de eutanasia
de acordo com as normas que estabelecem os métodos aceitaveis (ANDREWS
et al., 1993).

4.5 Necropsia

O exame necroscopico foi realizado no Departamento de
Higiene Veterindria e Saude Publica, na UNESP-Botucatu, em que foram
observadas, principalmente, as alteragbes macroscopicas relacionadas ao

aparelho reprodutor desses animais.

Durante a necropsia foi realizada colheita dos linfonodos
(parotideo, pré-escapular, faringeo, mediastino, mesentérico, inguinal), das
glandulas parétidas e mandibulares, dos pulmdes, do figado, do bago, dos rins,
dos epididimos, dos testiculos, da vesicula seminal, das glandulas
bulbouretrais, da ampola do ducto, da prostata e da bexiga.

4.6 Reacao em Cadeia pela Polimerase (PCR)

4.6.1 Obtencao e preparacao das amostras para PCR

Dos animais submetidos a eutanasia, foram colhidos e
macerados no mesmo dia fragmentos de linfonodos (parotideo, pré-escapular,
faringeo, mediastinico, mesentérico, inguinal), das glandulas parotidas e
mandibulares, dos pulmdées, do figado, do baco, dos rins, da bexiga, os
epididimos, dos testiculos, da vesicula seminal, da glandula bulbo-uretral e da
ampola, para realizagdo da PCR. Os fragmentos dos érgaos colhidos foram
macerados individualmente, com émbolos de vidro, em placa de Petri
descartavel, estéril com 1 mL de solucao fisiologica estéril. Os macerados
foram aliquotados em polipropileno® e mantidos a -20 °C para realizagdo da
PCR.

® Tubos de polipropileno, Eppendorf
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Foi realizado pool de cada érgao, de cada dupla, por quinzena
até os quatro meses e em seguida pool mensal das duplas até os doze meses.
O macerado resultante do pool de cada 6rgao de cada dupla de animal

eutanasiado em cada etapa foi utilizado na PCR.

4.6.2 Extracao do DNA das amostras

Amostras de macerados de érgaos (aproximadamente 200 ulL)
foram descongeladas e adicionadas em 800 uL tampé&o Tris-EDTA (TE) pH 8,0
(10 mM Tris-HCL pH 8,0; 1 mM EDTA pH 8,0), respectivamente e
centrifugadas a 13000 xg por 15 minutos. O sobrenadante foi desprezado e as

lavagens repetidas por 3-4 vezes até que o sobrenadante ficasse limpido.

Apoés as lavagens, o precipitado foi suspendido com 350 plL da
solucao (10 mM Tris-HCI pH 8,0, 25 mM EDTA pH 8,0, 100 mM NaCl), com
incubacao a 80 °C por 10 min. e acréscimo posterior de 50 uL da solugéo (1 %
SDS e 12 uL proteinase K 20 mg/mL). A incubacéao foi realizada a 37 °C por
24 h. A fase aquosa contendo o acido nucléico foi extraida utilizando o método
de fenol/cloroférmio/alcool isoamil (BAILY et al.,, 1992; CORTEZ et al., 2001;
KEID, 2001).

O “pellet” final foi suspendido com 60 uL de TE pH 8,0 e
incubados a 56 °C por 30 min. O material foi estocado a — 20 °C até o momento

da reacao.

4.6.3 Amplificacao

Os primers utilizados foram o ISP1 e ISP2, designados para a
sequéncia de nucleotideo da Brucella 1S 6501 (ISP1  F: 5'-
GGTTGTTAAAGGAGAACAGC - 3 e ISP2 R: 5-
GACGATAGCGTTTCAACTTG — 3) (MANTEROLA et al., 2003).

O mix para reagao de PCR foi realizado com base em Keid et

al. (2007), constituindo um volume final de 25 uL, por tampéao de reacdo 1X,
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200 uM de cada dNTP, 2,5 uL de cada primer (10 pmol/uL), 1 mM MgCl,,
5 U/uL Tagq platinum DNA polimerase (Invitrogen) e 2,5 uL do DNA extraido. O
processo de amplificacdo foi realizado segundo protocolo ja relatado
(MANTEROLA et al., 2003). Agua ultra pura foi utilizada como controle negativo

e col6nia pura de B. ovis como controle positivo.

A analise do produto amplificado foi realizada utilizando-se a
técnica da eletroforese em gel de agarose a 2 % (p/v) em cuba horizontal com
tampao de corrida TBE 0,5 X (0,045 M Tris-borato e 1 mM EDTA, pH 8.0). As
bandas foram comparadas com o padrdo de peso molecular sendo

consideradas positivas aquelas com peso molecular aproximado de 700 bp.

4.6.4 Extracao de DNA para controle positivo

Para extracdo do DNA da bactéria, utilizou-se a cultura pura de
B. ovis. Com ajuda de uma algca descartavel estéril, colheu-se uma porgcao da

coldnia e adicionou-se em 400 pL tampéao Tris-EDTA (TE) pH 8,0.

Amostras de 0rgaos macerados (aproximadamente
500 plL) foram descongeladas e adicionadas a 500 pL tampao Tris-EDTA (TE)
pH 8,0 (10 mM Tris-HCL pH 8,0; 1 mM EDTA pH 8,0), as amostras foram
incubadas a 80 °C por 10min. Posterior centrifugacéo foi realizada a 13000 x g
por 15 min. O sobrenadante foi desprezado e foram realizadas lavagens
repetidas por 2-3 vezes, até que o sobrenadante ficasse limpido. Para

amostras extraidas foi utilizado protocolo ja descrito (KEID,2007).

Apo6s as lavagens, o precipitado foi ressuspendido com
500 uL tampéao Tris-EDTA (TE) pH 8,0 constituido por 10 mM Tris-HCI pH 8,0,
25 mM EDTA pH 8,0, 100 mM NaCl, 50 uL SDS 10% e 10 uL proteinase K
(20mg/mL). Incubagéao posterior foi realizada a 37 °C por 24 h. A fase aquosa
contendo o acido nucléico foi extraida utilizando o método de
fenol/cloroférmio/alcool/isoamil (BAILY et al., 1992; CORTEZ et al., 2001; KEID,
2001).0 “pellet” final foi suspendido com 30 uL de TE pH 8,0 e incubados a 56

C por 30 min. O material foi estocado a —20 °C até o momento da reagao.
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4.7 Exame Histopatoldgico

O processamento histopatolégico foi realizado no Laboratério
de Histopatologia do Departamento de Clinica Veterinaria da FMVZ — Unesp —

Botucatu.

Os fragmentos dos oOrgaos colhidos na necropsia foram
acondicionados em frascos de boca larga, contendo solugdo de formalina
neutra e tamponada a 10 % para fixacdo. Posteriormente, foram cortados
fragmentos de + 0,5 cm de largura, colocados em cassetes plasticos,
identificados e processados em alcool a 70 %, 80 %, 95 %, &lcool absoluto,

xilol para diafanizagao e inclusao em parafina.

Apbs esta etapa os fragmentos foram incluidos em bloco de
parafina, cortados em micrétomo com 3 a 6 um de espessura e corados pelo
método de Hematoxilina e Eosina, para observacdo em microscépio éptico
(PROPHET et al., 1992).



Resudtados
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5. RESULTADOS

A comprovagdo da infecgdo nos animais foi obtida por meio de
sorologia e pela presenca do agente através da PCR. Todos os animais com
excecao dos: 01 (15 dias), 02 e 04 (30 dias), 05 (45 dias), 07 (60 dias), 08 e 09 (75
dias) e 12 (6 meses), apresentaram sorologia positiva em algum momento pés-

inoculacao.

A presenca da bactéria foi detectada por PCR dos 15 dias pos-
inoculacdo até o momento da ultima coleta, em pelo menos um dos 6rgaos de
todos o0s animais e em pelo menos um dos momentos pés-inoculagdo. O Unico
tecido em que ndo se detectou DNA bacteriano em nenhum dos periodos foi o
linfonodo faringeo. Os 6rgaos, os tecidos e os momentos em que onde foram

detectados DNA bacteriano estao apresentados no quadro 1.
Quadro 01 — Presenca de B. ovis evidenciada por PCR em 6rgaos de carneiros

infectados experimentalmente com B. ovis REO 198. Botucatu.

Orgao/Tempo 15d | 30d | 45d | 60d | 75d | 90d | 105d | 4M | BM | 6M | 7M | 8M | OM | 10M | 11M | 12M
L. Parotideo

L. Faringeo

L. Pré-Escapular -

L. Mediastinal -

L. Mesenterico

L. Inguinal

G.Parét./Mandib.

Baco

Figado

Pulméao

Rim

Bexiga

Testiculo D.

Testiculo E.

Epididimo D.

Epididimo E.

Vesicula Seminal

G. Bulbouretral

Ampola

Préstata

G. Parét./Madib. — Glandula Parétida/ Glandula Mandibular; D - Direito; E -Esquerdo; L - Linfonodo; G -Glandula

Positivo
Negativo
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5.1 Achados Anatomopatoldgicos

5.1.1 Achados Macroscopicos

A principal alteracdo anatomopatolégica nos linfonodos
parotideos, pré-escapulares, faringeos, mediastinais, mesentéricos e inguinais
estudados, foi aumento de tamanho aos 45 dias, quatro, cinco e dez meses péds-

inoculacao.

Nas glandulas parétidas ndo houveram alteracbes macroscépicas.
Nas glandulas mandibulares de um dos animais aos seis meses pés-inoculacao a

alteragdo encontrada foi hipertrofia.

No bago de um dos animais examinados ocorreu congestdo aos
quatro meses pods-inoculacdo. Aos seis meses o0 baco de um dos animais
apresentou bordas finas e assimétricas e aos dez meses pés-inoculagdo um dos

animais apresentou bago diminuido de tamanho.

Em alguns dos pulmdes examinados foram observadas as
seguintes alteracdes: congestdo e hemorragias petequiais, aos quatro meses pés-
inoculacdo; exsudato seroso e edema pulmonar aos sete e oito meses poés-
inoculacdo e presenca de ndédulos com areas hemorragicas aos 11 meses poés-

inoculacao.

Em um dos animais estudados (45 dias pds-inoculacdo), foi
visualizado na bexiga presenca exsudato mucopurulento. Em outro animal, quatro
meses pods-inoculacdo, observou-se hemorragias petequiais na mucosa. Nos
testiculos, ocorreu hipertrofia em um dos animais aos quatro meses pos-
inoculacdo e areas de calcificacdo em outro animal aos seis meses poés-
inoculacdo. O corpo do epididimo de um dos animais aos 90 dias pés-inoculacao
apresentou aumento do testiculo direito e hemorragia em forma de sufusdes. Na
cabeca, no corpo e na cauda do epididimo desse mesmo animal, foi observado
hipertrofia (Figuras 1 e 2). Aos quatro meses pdés-inoculagcéo, a cabeca de um dos
epididimos avaliados apresentou hipertrofia, abscessos e presenca de liquido
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purulento ao corte. Em outro animal aos 11 meses pds-inoculagdo a cabeca do
epididimo apresentava-se com consisténcia firme e resistente ao corte. Nos rins,
no figado, vesiculas seminais, na ampola e prostata ndo foram observadas

alteracdes dignas de nota.

Figura 1. Testiculo do carneiro aos 90 dias pds-inoculacao, apresentando testiculo direito maior
que o esquerdo e cauda do epididimo aumentada de tamanho.

Figura 2. Epididimo do carneiro aos 90 dias pds-inoculagcéo, apresentando cauda aumentada
de tamanho e hemorragia no epididimo direito.
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5.1.2 Alteracoes Histopatolégicas
O exame histopatoldgico foi realizado em todos os érgaos

coletados na necropsia.

5.1.2.1 Linfonodos

Nos linfonodos  parotideos, pré-escapulares, faringeos,
mediastinais, mesentéricos e inguinais, houve predominancia de rarefacao linféide
(90,3 %) e edema na medular (48,4 %) (Figura 3.a) evidente em praticamente

todos os periodos pés-inoculagédo, conforme observado na tabela 1.

5.1.2.2 Glandula Parétida

Na glandula parétida, 80,6% dos animais nao apresentaram
alteracbes histopatologicas. Foi observado num mesmo percentual (3,23 %),
degeneracao hidrépica do epitélio do ducto aos 15 dias, infiltrado mononuclear
multifocal discreto aos 90 dias, infiltrado mononuclear focal moderado aos 105
dias, infiltrado mononuclear focal discreto aos seis meses e focos de calcificacao
aos dez meses pos-inoculacdo. As alteragcdes podem ser observadas na tabela 2.

5.1.2.3 Glandula Mandibular

Na glandula mandibular, 80,6% dos animais n&o apresentaram
alteracbes histopatoldégicas. Das alteragcbes que foram descritas houve
predominancia de infiltrado mononuclear focal discreto (12,9 %) que ocorreu aos
cinco e sete meses pos-inoculacdo, além de hiperplasia aos 15 dias poés-
inoculacdo e congestdo, aos nove meses poés-inoculagcdo ambas ocorreram em

3,23 % dos animais. As alteracées podem ser observadas na tabela 3.
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Tabela 1- Lesoes histopatologicas e porcentagem de ocorréncia, observadas nos linfonodos de carneiros infectados
experimentalmente com B. ovis REO 198, durante os periodos pds-inoculacao e presenca do agente através da PCR.
Botucatu, 2008. (n° de animais com lesao/ n° de animais avaliados no momento).

~ , Periodos Colheitas Ocorréncia
Alteracoes/ Periodo %
15d 30d 45d |60d |75d (90d 105d |[4M | 5M|(6M|7M | 8M OM{IOMi1M | 12M °
Rarefacéo linfoide (11) 2/2) [272) |2/2) [2/2) [2/2) [(2/2) |2/2) [(272) |(1/2) 2/2) [2/2) |2/2) [2/2) | (2/2) 90,3
Edema na medular (1/1) [(2/2) |2/2) |272) [(1/2) |(1/2) (1/2) (1/2) [(1/2) [(1/2) |2/2) 48,4
Linfonodo reativo (1/2) |(1/2) 6,50
Hipoplasia dos foliculos linféides (1/2) 3,23
Sem alteracédo 0
Presenca do Agente (PCR) -

Células preenchidas indicam a presenga de lesées e PCR Positivo

Tabela 2 - Lesoes histopatolégicas e porcentagem de ocorréncia, observadas nas glandulas parétidas de carneiros
infectados experimentalmente com B. ovis REO 198, durante os periodos pos-inoculacao e presenca do agente através
da PCR. Botucatu, 2008 (n° de animais com lesao/ n° de animais avaliados no momento).

Alteracdes/ Periodo Periodos Colheitas Ocorréncia
15d |30d |45d |60d |75d |90d |{105d 4 M 5M | 6M|7M |(8M |OMIOM 1M | 12M %
Degeneragdo vacuolar hidropica do [(1/1) 3,23
epitélio do ducto
Infiltrado mononuclear multifocal discreto (1/2) 3,23
Infiltrado mononuclear focal moderado (1/2) 3,23
Infiltrado mononuclear focal discreto (1/2) 3,23
Calcificacao (2/2) 3,23
Sem alteracéo 22) |(2/2) [2/2) [2/2) [(172) | (1/2) [2/2) [(2/2) |(1/2) |(2/2) [(2/2) |(2/2) 22) | (2/2) 80,6
Presenca do Agente (PCR) -

Células preenchidas indicam a presenga de lesées e PCR Positivo
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Tabela 3 - Les6es histopatolégicas e porcentagem de ocorréncia, observadas nas glandulas mandibulares de carneiros
infectados experimentalmente com B. ovis REO 198, durante os periodos pos-inoculacao e presenca do agente através
da PCR. Botucatu, 2008 (n° de animais com lesao/ n° de animais avaliados no momento).

Al 5es/ Period Periodos Colheitas Ocorréncia
teracoes/ Periodo 15d [30d [45d [60d [75d [90d [105d [4M [5M [6M [ 7M|[8M|[OMAOM i1 M| 12M %
Hiperplasia (1) 3,23
Infiltrado mononuclear focal discreto (2/2) (2/2) 12,9
Congestao (1/2) 3,23
Sem alteracéo 22) |(272) |2/2) |(2/2) |(2/2) [(2/2) |(2/2) (2/2) (2/2) @2) |22) | (2/2) 80,6
Presenca do Agente (PCR) -

Células preenchidas indicam a presenga de lesées e PCR Positivo
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5.1.2.4 Pulmao

Foram avaliadas alteragées nos pulmbes direito e esquerdo.
Predominantemente, ocorreu pneumonia intersticial difusa variando de discreta a
moderada em 100 % dos animais (Figura 3.b) Também foi observado enfisema
pulmonar (80,6 %) em todos os periodos poés-inoculacdo, além de congestao
(61,3 %) que ocorreu aos 15, 30, 45, 75, 90, 105 dias, quatro, cinco, seis, oito,

nove e dez meses pds-inoculagao.

Outras alteracbes ocorreram em menor predominancia como
hiperplasia do tecido linféide (12,9 %) associado aos bronquiolos e
broncopneumonia purulenta, edema pulmonar e espessamento de pleura, todos
com a mesma porcentagem (3,23 %). A presenca de infiltrado mononuclear que
variaram de discreto a intenso, com localizacao peribronquiolar e perivascular
também foram descritos em periodos diversos e podem ser observados na tabela
4.

5.1.25 Baco

No baco ocorreu predominantemente hipoplasia de polpa branca
(Figura 3.c), em 83,8 % dos animais estudados a partir dos 60 dias pés-inoculagéo
até o final do experimento. Nos 15, 30, 45 dias foi evidenciada hiperplasia da
polpa branca (reacional) (16,1 %). Também foi observada hipoplasia de polpa
vermelha (19,3 %) aos cinco, seis, sete, oito e 11 meses poés-inoculagcdo. As

alteracdes estdo descritas na tabela 5.
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Tabela 4 - Lesoes histopatoldgicas e porcentagem de ocorréncia, observadas no pulmao direito e esquerdo de carneiros
infectados experimentalmente com B. ovis REO 198, durante os periodos pos-inoculacao e presenca do agente através
da PCR. Botucatu, 2008 (n° de animais com lesao/ n° de animais avaliados no momento).

~ , Periodos Colheitas Ocorréncia

Alteracoes/ Periodo 15d]30d [45d [60d [75d [90d 105d [4M [5M [6M |[7M |[8M | 9MHAOM i1 M| 12M %
Pneumonia intersticial difusa (1/1) |((2/2) ((2/2) |(2/2) |(2/2) |(2/2) |(2/2) |(2/2) |(2/2) |(2/2) |(2/2) |(2/2) |(2/2) |(2/2) |(2/2) | (2/2) 100
Enfisema Pulmonar 1) |@2) [22) [(172) |(172) [272) [(2/2) |(172) [2/2) |(172) |(2/2) [(2/2) |(2/2) [(2/2) |(1/2) | (172) 80,6
Congestao (171) |(2/2) [2/2) (172) [(272) |2/2) [(1/2) |(1/2) [(172) 2/2) |(2/2) |(2/2) 61,3
Infiltrado mononuclear focal discreto (1/1) 3,23
Infiltrado mononuclear multifocal (1/2) |(1/2) ((1/2) ((1/2) ((1/2) |(1/2) |(1/2) |(1/2) |(1/2) 29,0
discreto a moderado
Hiperplasia do tecido linfide (1/2) |(2/2) (1/2) 12.9
Edema Pulmonar (1/2) 3,23
Infiltrado ~ mononuclear  perivascular (1/2) 3,23
multifocal discreto
Infiltrado mononuclear  subpleural (1/2) 3,23
multifocal discreto
Infiltrado mononuclear peribronquiolar (1/2) 3,23
multifocal discreto a moderado
Espessamento de pleura (1/2) 3,23
Infiltrado mononuclear multifocal intenso (1/2) |(1/2) 6.50
Broncopneumonia purulenta subaguda (1/2) 3,23
Sem alteracéo 0
Presenca do Agente (PCR) -

Células preenchidas indicam a presenca de lesdes e PCR Positivo
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Tabela 5 - Lesdes histopatoléogicas e porcentagem de ocorréncia, observadas no baco de carneiros infectados
experimentalmente com B. ovis REO 198, durante os periodos pds-inoculacao e presenca do agente através da PCR.
Botucatu, 2008 (n° de animais com lesao/ n° de animais avaliados no momento).

~ , Periodos Colheitas Ocorréncia

Alteragoes/ Periodo 15d[30d [45d [60d [75d [90d [i05d |4 M [5M |6M |7 M |[8M | OM ioM i1 M| 12M %
Hiperplasia de Polpa branca (1/1) |[(2/2) |(2/2) 16,1
Hipoplasia de Polpa Branca 22) |(272) |2/2) [(2/2) |(2/2) |(2/2) |(2/2) |(2/2) |(2/2) |(2/2) |(2/2) |(2/2) | (2/2) 83,8
Hipoplasia de Polpa Vermelha (2/2) |(1/2) |(1/2) |(1/2) (1/2) 19,3
Hiperplasia de Polpa Vermelha (1/2) (1/2) (2/2) 12,9
Sem alteracédo 0
Presenca do Agente (PCR) -

Células preenchidas indicam a presenga de lesées e PCR Positivo
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5.1.2.6 Figado

No figado, em 80,6 % dos animais foi observada a
hiperplasia das células de Kupffer, em quase todos os periodos pdés-inoculacéo,
exceto aos 12 meses. Degeneracao gordurosa (38,7 %) foi observada dos 15 dias
até os quatro meses poés-inoculacdo. Infiltrado mononuclear multifocal discreto
(36,0 %), foi verificado aos 30, 75, 90, 105 dias, cinco, seis, sete, nove e 11
meses. Infiltrado mononuclear periportal multifocal discreto (29,0 %) (Figura 3.d)
ocorreu aos 45 dias, cinco, seis, sete, nove e 11 meses. Também foram descritos
congestao (19,3 %), infiltrado mononuclear focal discreto (12,9 %), necrose difusa
(9,70 %), hiperplasia do tecido conjuntivo do espaco porta (6,50 %), e presenca de
macréfagos espumosos (3,23 %). Apenas 3,23 % dos figados examinados nao
apresentaram alteragdes microscédpicas. As alteracdes histopatolégicas e os
periodos em que foram observadas encontram-se na tabela 6.

5.1.2.7 Rim

Foram avaliadas as alteracdes nos rins direito e esquerdo.
Houve glomerulonefrite proliferativa membranosa em 100 % dos rins examinados
(Figuras 3.e). Esclerose glomerular (32,6 %) foi descrita nos ultimos periodos aos
oito, nove, dez, 11 e 12 meses. Presencga de proteina na luz tubular (29,0 %) foi
observada aos 30, 45 dias, oito, nove e dez meses poés-inoculagcédo. Calcificacao
na medular (16,1 %) foi evidenciado aos 75 dias, nove e dez meses (Figura 3.f).
Atrofia do tufo capilar glomerular ocorreu apenas aos quatro e cinco meses em
12,9% dos animais. Degeneragao hidropica do epitélio tubular (12,9 %) esteve
presente nos primeiros periodos, aos 30 e 45 dias p6s-inoculacéo. Hiperplasia das
células do tufo capilar glomerular e presenca de proteina no espagco de Bowman,
congestdo glomerular, infitrado mononuclear focal discreto, também foram

observadas e estdo descritos na tabela 7.
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Tabela 6 - Lesdes histopatolégicas e porcentagem de ocorréncia, observadas no figado de carneiros infectados
experimentalmente com B. ovis REO 198, durante os periodos pds-inoculacao e presenca do agente através da PCR.
Botucatu, 2008 (n° de animais com lesao/ n° de animais avaliados no momento).

~ , Periodos Colheitas Ocorréncia

Alteracdes/ Periodo 15d[30d [45d [60d [75d [90d [l05d [ AM [5M |6M |[7M |[8M|OMAOM i1 M| 12M %
Hiperplasia das células de Kupffer 1) @2y [1/2) [(172) |(172) [2/2) [2/2) [2/2) [(2/2) |(2/2) |2/2) [(2/2) [(2/2) |(2/2) |(1/2) 80,6
Degeneragado gordurosa 1) [22) l@2/2) 2/2) [(172) [2/2) |(1/2) |(1/2) 38,7
Congestao (1/1) |(1/2) |(2/2) (1/2) (1/2) ((1/2) ((1/2) (1/2) 19,3
Infiltrado mononuclear focal discreto (11) |(172) |(1/2) (1/2) 12,9
Necrose difusa (1/1) |(1/2) |(1/2) 9,70
Infiltrado mononuclear multifocal (1/2) (1/2) ((1/2) ((1/2) (1/2) ((2/2) ((1/2) (2/2) (1/2) 36,0
discreto no parénquima
Hiperplasia do tecido conjuntivo do (172) (1/2) 6,50
espago porta
Presenca de macréfados espumosos (172) 3,23
Infiltrados mononuclear periportal (1/2) (2/2) |(2/2) |(1/2) (2/2) (1/2) 29,0
multifocal discreto
Sem alteragéao (1/2) 3,23
Presenca do Agente (PCR) -

Células preenchidas indicam a presenga de lesées e PCR Positivo
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Tabela 7 - Lesoes histopatoldogicas e porcentagem de ocorréncia, observadas nos rins direito e esquerdo de carneiros
infectados experimentalmente com B. ovis REO 198, durante os periodos pds-inoculacao e presenca do agente através da
PCR. Botucatu, 2008 (n° de animais com lesao/ n° de animais avaliados no momento).

~ , Periodos Colheitas Ocorréncia

Alteracoes/ Periodo 15d30d [45d [60d [75d [90d 105d [4M [5M |6 M |7M |8 M| O M fOM i1 M| 12M %
Glomerulonefrite proliferativa |(1/1) [(2/2) |(2/2) |(2/2) |(2/2) |(2/2) |(2/2) |(2/2) |(2/2) |(2/2) |(2/2) |(2/2) |(2/2) |(2/2) |(2/2) | (2/2) 100
membranosa
Proteina nos glomérulos/tubulos (2/12) |(1/2) (2/12) |(2/2) |(2/2) 29,0
Degeneragéo hidropica do epitélio (2/2) |(2/2) 12,9
tubular
Hiperplasia das células do tufo capilar (2/2) 6,50
glomerular e presenga de proteina no
espaco de Bowman
Congestao medular (2/12) |(2/2) 12,9
Congestao glomerular (2/2) 6,50
Calcificacao (1/2) (2/12) |(2/2) 16,1
Atrofia do tufo capilar glomerular (2/2) |(2/2) 12,9
Infiltrado mononuclear focal discreto (2/2) 6,50
Infiltrado mononuclear multifocal (172) 3,23
discreto
Esclerose glomerular (2/2) |(2/2) |(2/2) |(2/2) | (2/2) 32,6
Sem alteracéao 0
Presenca do Agente (PCR) -

Células preenchidas indicam a presenga de lesées e PCR Positivo.
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>l

Figura 3
a. Linfonodo pré-escapular com edema na medular — 60 dias pés-inoculagao - HE- 5 X

b. Pulm&o, com pneumonia intersticial difusa — 30 dias po6s-inoculagao - HE - 10 X

¢. Baco evidenciando hipoplasia de polpa branca, hiperplasia de polpa vermelha e congestdo — 7 meses pos-
inoculagdo - HE - 2.5 X

d. Figado com infiltrado mononuclear multifocal discreto — 30 dias p6s-inoculagao - HE - 5 X

e. Rim, com glomerulonefrite proliferativa membranosa e presenca de proteinas no espago de Bowman e no
interior dos tubulos — 30 dias poés-inoculagao — HE — 20 X

f. Rim, apresentando focos calcificacao na regido medular — 9 meses pés-inoculagéo - HE - 5 X
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5.1.2.8 Testiculo

Nos testiculos a lesdo que foi observada em todos os animais foi
degeneracao do epitélio seminifero, com uma ocorréncia em 100 % dos 6rgaos
examinados (Figuras 4.a).

Reducédo do numero de células da linhagem espermatogénica e
auséncia do numero de células da linhagem espermatogénica foram detectados,
respectivamente, em 64,5 % e 41,9 % dos testiculos em periodos variados.

Fibrose intertubular foi encontrada em 19,3 % dos testiculos aos
oito, nove, dez e 11 meses (Figuras 4.b). Infiltrado mononuclear focal discreto e
calcificacdo foram observados aos 45 e 60 dias, ambos com 6,50 %. Atrofia
tubular e presenca de gotas hialinas com 3,23 % de ocorréncia em ambas. As
alterac6es com os tempos sdo demonstradas na tabela 8.

5.1.2.9 Epididimo

5.1.2.9.1 Cabeca
Alteracbes na cabeca do epididimo se caracterizavam por
hipoplasia dos ductos epididimarios com fibrose intersticial e predominio de tecido
conjuntivo que variou de frouxo (90,3 %) a denso (25,8 %). Estas alteragdes foram
encontradas em todos os periodos.

Aos 30, 90, 105 dias quatro, cinco, sete, oito, nove, 11 € 12 meses
pds-inoculacdo verificou-se extravasamento de espermatozdides (45,2 %).
Também foi visualizado infiltrado mononuclear focal discreto (9,70 %) aos 15, 30
dias e 12 meses (Figura 4.c). Outras alteracdes incluiram degeneracao vacuolar
das células epiteliais (9,70 %), infiltrado mononuclear multifocal discreto (9,70 %),
infiltrado mononuclear perivascular focal discreto (3,23 %), necrose das células do
ducto (3,23 %). Nao foram observadas alteracbes em 12,9% das cabecas dos

epididimos examinados. As alteracdes e periodos estdo descritas na tabela 9.
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Tabela 8 - Lesdes histopatolégicas e porcentagem de ocorréncia, observadas nos testiculos direito e esquerdo de
carneiros infectados experimentalmente com B. ovis REO 198, durante os periodos pdés-inoculacao e presenca do
agente através da PCR. Botucatu, 2008 (n° de animais com lesao/ n° de animais avaliados ho momento).

~ , Periodos Colheitas Ocorréncia
Alteracoes/ Periodo 15d]30d [45d [60d [75d [90d 105d [4M [5M [6M |[7M |[8M | 9MHAOM i1 M| 12M %

Degeneracéo do epitélio seminifero (1) 22) [22) [272) |2/2) |(2/2) |(2/2) |(2/2) [(2/2) |(2/2) |(2/2) |(2/2) |(2/2) |(2/2) |(2/2) | (2/2) 100
Auséncia do numero de células da |(1/1) ((2/2) |(1/2) |(1/2) |(1/2) (2/2) |(2/2) |(1/2) (2/2) 41,9
linhagem espermatogénica

Reducdo do numero de células da (172) |(172) [(172) (272 |(272) |(2/2) |(2/2) |(2/2) (172) |(272) |[272) | (2/2) 64,5
linhagem espermatogénica

Infiltrado mononuclear focal discreto (1/2) |(1/2) 6,50
Calcificagéo intratubular (1/2) |(1/2) 6,50
Presenca de gotas hialinas (1/2) 3,23
Atrofia tubular (1/2) 3,23
Fibrose intertubular (2/12) |(2/2) |(1/2) |(1/2) 19,3

0

Sem Alteracéao

Presenca do Agente (PCR)

Células preenchidas indicam a presenga de lesées e PCR Positivo
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Tabela 9 - LesGes histopatoldgicas e porcentagem de ocorréncia, observadas nas cabecas dos epididimos direito e
esquerdo de carneiros infectados experimentalmente com B. ovis REO 198, durante os periodos pods-inoculacao e
presenca do agente através da PCR. Botucatu, 2008 (n° de animais com lesao/ n°de animais avaliados no momento).

Alteragées/ Periodo Periodos Colheitas Ocorréncia
15d |30d 45d |60d |75d (90d 105d [ 4M | 5M|6M|(7M|8M | OMIOM {1 M| 12M %

Hipoplasia dos ductos epididimarios |(1/1) |(2/2) (2/2) |(2/2) |(2/2) |(1/2) |(2/2) |(2/2) |(2/2) |(1/2) |(2/2) |(2/2) |(2/2) |(1/2) |(2/2) | (2/2) 90,3

com presenca de tecido conjuntivo

frouxo

Infiltrado mononuclear focal discreto (1/1) |(1/2) (1/2) 9,70

Extravasamento de espermatozdides (1/2) (2/2) ((2/2) ((1/2) |(1/2) (1/2) ((2/2) ((1/2) (172) | (2/2) 45,2

Degeneracdo vacuolar das células (172) (172) (1/2) 9,70

epiteliais

Infiltrado mononuclear multifocal (1/2) |(1/2) (1/2) 9,70

discreto

Necrose das células do ducto (1/2) 3,23

Hipoplasia dos ductos epididimarios (172) |(1/2) |(1/2) (1/2) (1/2) |(2/2) 25,8

com fibrose intersticial e presenca de

tecido conjuntivo denso

Infiltrado  mononuclear  perivascular (1/2) (1/2) 6,50

multifocal discreto

Sem alteragéao (1/2) 1(1/2) (1/2) |(1/2) 12,9

Presenca do Agente (PCR)

Células preenchidas indicam a presenga de lestes e PCR Positivo
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5.1.2.9.2 Corpo

As alteragbes predominantes no corpo do epididimo foram
hipoplasia dos ductos epididimarios com fibrose intersticial e predominio de tecido
conjuntivo que variou de frouxo (80,6 %) a denso (41,4 %), estas alteracbes

ocorreram em todos 0s periodos.

Aos 75 e 90 dias, quatro, cinco, seis, sete, oito, nove e 12 meses
pds-inoculacdo, verificou-se o0 extravasamento de espermatozéides (29,0 %)
(Figura 4.e). Também foi encontrado degeneracdo vacuolar das células epiteliais
(12,4 %), infiltrado mononuclear multifocal discreto (3,23 %), infiltrado
mononuclear focal discreto (1,61 %), necrose das células do ducto (3,23 %). Nao
apresentaram alteragdes 12,9 % das caudas dos epididimos examinadas. As
alteracdes e os periodos estdo apresentados na tabela 10.

5.1.2.9.3 Cauda

As alteragbes predominantes na cauda foram hipoplasia dos
ductos epididimarios com fibrose intersticial e predominio de tecido conjuntivo que
variou de frouxo (83,8 %) a denso (16,1 %), em todos os periodos.

Aos 30, 75, 90, 105 dias, quatro, cinco, seis, sete, oito, nove, dez,
11 e 12 meses pos-inoculagdo, foi visualizado extravasamento de
espermatozéides (74,2 %) (Figuras 4.f). Também foram evidenciados infiltrado
mononuclear multifocal discreto (9,70 %), focal discreto (3,23 %), atrofia ductal por
compressao (3,23 %), edema perivascular (3,23 %). Nao apresentaram alteracées
3,23 % das caudas dos epididimos examinadas. As alteragdes e os periodos

podem ser observados na tabela 11.
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Tabela 10 - Lesoes histopatoldogicas observadas e porcentagem de ocorréncia, nos corpos epididimarios direito e esquerdo
de carneiros infectados experimentalmente com B. ovis REO 198, durante os periodos pos-inoculacao e presenca do agente
através da PCR. Botucatu, 2008 (n °de animais com lesao/ n° de animais avaliados no momento).

~ , Periodos Colheitas Ocorréncia

Alteragoes/ Periodo 15d]30d [45d [60d [75d [90d 105d [4M [ 5M |[6M|[7M |8M | 9MHOM i1 M| 12M %
Hipoplasia dos ductos epididimarios e |(1/1) |(2/2) ((2/2) |(1/2) |(1/2) (172) \(2/2) |(2/2) |(2/2) |(2/2) |(2/2) |(2/2) |(1/2) |(2/2) | (2/2) 80,6
presenca de tecido conjuntivo frouxo
Degeneragdo vacuolar das células |(1/1) (2/2) (172) 12,9
epiteliais
Infiltrado mononuclear focal discreto (1/2) 3,23
Hipoplasia dos ductos epididimarios (172) |(2/2) |(1/2) |(1/2) (1/2) (1/2) (2/12) 29,0
com fibrose intersticial e presenca de
tecido conjuntivo denso
Extravasamento de espermatozdides (1/2) |(2/2) (1/2) |(2/2) |(1/2) |(2/2) |(1/2) |(2/2) (1/2) 41,9
Necrose das células dos ductos (172) 3,23
Infiltrado mononuclear multifocal (172) 3,23
discreto
Sem alteragcéao (1/1) ((1/2) (1/2) |(1/2) 12,9
Presenca do Agente (PCR) -

Células preenchidas indicam a presenga de lesées e PCR Positivo
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Tabela 11 - Lesoes histopatologicas e porcentagem de ocorréncia, observadas nas caudas epididimarios direita e esquerda
de carneiros infectados experimentalmente com B. ovis REO 198, durante os periodos pos-inoculacao e presenca do agente
através da PCR. Botucatu, 2008 (n° de animais com lesao/ n° de animais avaliados no momento).

Alteragées/ Periodo Periodos Colheitas Ocorréncia
15d 30d 45d [60d (75d ([90d 105d ([4M | 5M|(6M|7M | 8M OMIOM A1 M | 12M %

Hipoplasia dos ductos epididimarios e |(1/1) |(2/2) (2/2) |(1/2) |(1/2) |(2/2) |(1/2) |(2/2) |(2/2) |(1/2) |(2/2) |(2/2) |(1/2) |(2/2) |(2/2) | (2/2) 83,8

presenca de tecido conjuntivo frouxo

Extravasamento de espermatozdides (2/2) (2/2) |(2/2) ((2/2) ((1/2) ((1/2) |(2/2) |(2/2) ((2/2) |(1/2) ((2/2) |(2/2) | (2/2) 74,2

Atrofia ductal por compresséao (1/2) 3,23

Hipoplasia dos ductos epididimarios (1/2) (1/2) (1/2) (1/2) |(1/2) 16,1

com fibrose intersticial e presenca de

tecido conjuntivo denso

Infiltrado mononuclear multifocal (1/2) |(1/2) (1/2) 9,70

discreto

Edema perivascular discreto (1/2) 3,23

Infiltrado mononuclear focal discreto (1/2) 3,23

Sem alteragéo (1/2) (1/2) 3,23

Presenca do Agente (PCR) -

Células preenchidas indicam a presenga de lesées e PCR Positivo
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Figura 4
a. Testiculo, degeneracao testicular e atrofia — 30 dias pds-inoculagdo - HE- 5 X

b. Testiculo, degeneragéo testicular e fibrose intersticial — 12 meses p6s-inoculagdo — HE — 10 X

¢. Cabeca do epididimo apresentando infiltrado mononuclear focal - 30 dias pds-inoculagdo — HE - 40 X

d. Corpo do epididimo apresentando hipoplasia dos ductos epididimarios circundados com tecido fibroso denso — 45
dias pos-inoculagao — HE - 10 X

e. Corpo do epididimo apresentando espermatozoéides fora do ducto epididimario — 8 meses pos-inoculagdo — HE -10 X
f. Cauda do epididimo apresentando espermatozoides fora do ducto epididimario — 75 dias pés-inoculagdo — HE — 10 X
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5.1.2.10 Bexiga

Infiltrado mononuclear multifocal discreto, ocorreu em 22,6 % das
bexigas examinadas aos 45, 90, 105 dias, cinco, nove e dez meses pos-
inoculacdo. A congestdo (19,3 %) foi evidenciada aos 60, 90, 105 dias e 11
meses. Também foram visualizados infiltrado mononuclear focal discreto a
moderado (6,5 %) aos 12 meses e metaplasia escamosa do epitélio (3,2 %) aos
45 dias. Das bexigas examinadas 54,8 % nao apresentaram alteragdes dignas de
nota. As alteracdes e os periodos sdo demonstrados na tabela 12.

5.1.2.11 Vesicula Seminal

As alteracGes nas vesiculas seminais ocorreram até os 75 dias
pds-inoculacdo. Aos 75 dias foi observado infiltrado mononuclear focal discreto,
aos 30 e 60 dias congestao e hemorragia e aos 60 dias também foi observado
edema ambos apresentando 6,5 % de ocorréncia. Nao apresentaram alteracoes
87,0 % dos érgaos examinados. As alteracdes e os periodos estdo na tabela 13.

5.1.2.12 Glandula Bulbouretral

Na glandula bulbouretral, a lesdo mais freqlente foi infiltrado
mononuclear multifocal discreto (22,6 %) que ocorreu aos 45, 60 75, 90 dias, oito,
nove meses pos-inoculacdo. Aos seis meses foi observado congestao (6,5 %) e
aos 30 dias, infiltrado mononuclear focal discreto (3,2 %). Em 67,7 % destes
orgaos examinados nao foi observada alteracao histopatoldgica. As alteracdes e
os periodos estdo na tabela 14.
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Tabela 12 - Lesdes histopatologicas e porcentagem de ocorréncia, observadas na bexiga de carneiros infectados
experimentalmente com B. ovis REO 198, durante os periodos pds-inoculacao e presenca do agente através da PCR.
Botucatu, 2008 (n° de animais com lesao/ n° de animais avaliados no momento).

~ , Periodos Colheitas Ocorréncia

Alteracoes/ Periodo 15d]30d [45d [60d [75d [90d 105d [4M [5M [6M |[7M |[8M | 9MHAOM i1 M| 12M %
Infiltrado mononuclear multifocal (1/2) (1/2) |(1/2) (1/2) (1/2) |(2/2) 22,6
discreto
Metaplasia escamosa do epitélio (1/2) 3,23
Congestao (2/2) (1/2) |(2/2) (1/2) 19,3
Infiltrado mononuclear focal (2/2) 6,50
discreto/moderado
Sem alteracdo (11) |(2/2) (2/2) |(1/2) 272) |(172) |2/2) |(2/2) |(2/2) [(1/72) (172) 54,8
Presenca do Agente (PCR) -

Células preenchidas indicam a presenga de lesées e PCR Positivo

Tabela 13 - Lesdes histopatoldgicas observadas e porcentagem de ocorréncia, na vesicula seminal de carneiros
infectados experimentalmente com B. ovis REO 198, durante os periodos pos-inoculacao e presenca do agente através
da PCR. Botucatu, 2008 (n° de animais com lesao/ n° de animais avaliados no momento).

- , Periodos Colheitas Ocorréncia

Alteragoes/ Periodo 15d]30d [45d [60d [75d [90d 105d [4M [ 5M |[6M|[7M |[8M | 9MHAOM i1 M| 12M %
Congestao (1/2) (1/2) 6,50
Hemorragia (1/2) (1/2) 6,50
Edema (1/2) 3,23
Infiltrado mononuclear focal discreto (2/2) 6,50
Sem alteracéo M) [(1/2) 272 (2/2) [(2/2) [(272) [(2/2) [(2/2) [(2/2) |(2/2) |(2/2) |(2/2) |(2/2) | (2/2) 87,0
Presenca do Agente (PCR) -

Células preenchidas indicam a presenga de lesdes e PCR Positivo
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Tabela 14 - Les6es histopatolégicas observadas na glandula bulbouretral de carneiros infectados experimentalmente
com B. ovis REO 198, durante os periodos pés-inoculacao e presenca do agente através do PCR. Botucatu, 2008 (n° de
animais com lesao/ n° de animais avaliados no momento).

- , Periodos Colheitas Ocorréncia
Alteracoes/ Periodo 15d]30d [45d [60d [75d [90d 105d [4M [5M [6M |[7M |[8M | 9MHAOM i1 M| 12M %
Infiltrado mononuclear focal discreto (1/2) 3,2
Infiltrado mononuclear multifocal (1/2) |((2/2) |(1/2) |(1/2) (1/2) |(1/2) 22,6
discreto
Congestao (2/12) 6,5
Sem alteracdo M [(172) (172 (172) [(172) [272) [(2/2) [(2/2) 2/2) [(172) [(172) [(2/2) [(272) | (2/2) 67,7

Presenca do Agente (PCR)

Células preenchidas indicam a presenca de lesées e PCR Positivo / P=Positivo; N=Negativo
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5.1.2.13 Ampola do ducto seminal

A alteracdo que ocorreu na ampola do ducto seminal foi infiltrado
mononuclear multifocal discreto a moderado (12,9 %) aos 60 dias, sete e dez
meses. Espessamento do estroma intertubular aos oito meses (3,2 %) e dilatacao
cistica dos ductos (3,2 %) aos 60 dias. Nao foram visualizadas alteracées em
83,87 % das laminas estudadas. As alterac6es com os periodos estdo na tabela
15.

5.1.2.14 Proéstata
Na prostata foram evidenciados infiltrado mononuclear focal
moderado (22,6 %) aos quatro, cinco, seis e sete meses e infiltrado mononuclear
multifocal discreto (3,2 %) aos 105 dias pds-inoculacdo. Em 74,2 % das laminas
nao foram observadas alteracdes. As alteracdes com os periodos estdo na tabela
16.
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Tabela 15 - Lesoes histopatolégicas e porcentagem de ocorréncia, observadas na ampola do ducto seminal de carneiros
infectados experimentalmente com B. ovis REO 198, durante os periodos pos-inoculacao e presenca do agente através
da PCR. Botucatu, 2008 (n° de animais com lesao/ n° de animais avaliados no momento).

~ , Periodos Colheitas Ocorréncia
Alteracoes/ Periodo 15d]30d [45d [60d [75d [90d 105d [4M [5M [6M |[7M |[8M | 9MHAOM i1 M| 12M %
Infiltrado mononuclear multifocal (1/2) (1/2) (2/2) 12,9
discreto a moderado
Dilatacao cistica dos ductos (1/2) 3,2
Espessamento do estroma intertubular (1/2) 3,2
Sem alteracdo (11) |22) [2/2) [(172) [(272) |2/2) |(2/2) |(2/2) |(2/2) |(2/2) [(172) |(1/2) |(2/2) 22) | (2/2) 83,8

Presenca do Agente (PCR)

Células preenchidas indicam a presenga de lesées e PCR Positivo

Tabela 16 - Lesdes histopatoldogicas e porcentagem de ocorréncia, observadas na prostata de carneiros infectados
experimentalmente com B. ovis REO 198, durante os periodos pds-inoculacao e presenca do agente através do PCR.
Botucatu, 2008 (n° de animais com lesao/ n° de animais avaliados no momento).

- , Periodos Colheitas Ocorréncia
Alteragoes/ Periodo 15d]30d [45d [60d [75d [90d 105d [4M [5M |[6M|[7M |8M | 9MAOM i1 M| 12M %
Infiltrado mononuclear multifocal (1/2) 3,23
discreto
Infiltrado mononuclear focal moderado (2/2) |(2/2) |(1/2) |(2/2) 22,6
Sem alteragdo (1) [(22) [272) [2/2) [272) |(272) [(1/2) (1/2) 2/2) [(272) |(272) [2/2) | (2/2) 74,2

Presenca do Agente (PCR)

Células preenchidas indicam a presenca de lesées e PCR Positivo
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5.2 Principais achados histopatologicos dos 6rgaos
avaliados nos varios momentos

Nos linfonodos, as alteragbes encontradas com mais
freqUéncia foram rarefacao linféide e edema na regiao medular.

Nas glandulas parétidas e mandibulares, foi predominante
infiltrado mononuclear multifocal discretos a moderados.

Nos pulmbes, todos o0s animais apresentaram pneumonia
intersticial difusa variando de discreta a moderada, com a presenca de
congestdo e enfisema pulmonar. Alguns animais também apresentaram
infiltrado mononuclear peribronquiolar multifocal, variando de discreto a
moderado.

No baco, as lesdes mais observadas foram hipoplasia de polpa
branca e hipoplasia dos foliculos linfoides.

No figado, o que foi evidenciado com maior freqiéncia foi
hiperplasia das células de Kupffer e infiltrado mononuclear periportal discreto a
moderado.

Nos rins, todos os animais apresentaram glomerulonefrite
proliferativa membranosa.

Nos testiculos, a lesdo que ocorreu em todos os animais foi
degeneragdo do epitélio seminifero variando de discreta a moderada, com
Auséncia ou diminuicdo do numero de células da linhagem espermatogénica.
Em alguns animais também houve a presenca de infiltrado mononuclear
intersticial focal discreto.

Nos epididimos (cabeca, corpo e cauda) as lesdes observadas
foram semelhantes, sendo a hipoplasia dos ductos epididimarios com fibrose
intersticial e predominio de tecido conjuntivo variando de frouxo a denso o
achado mais comum. Também foi evidenciada extravasamento de
espermatozéides em muitos animais, sendo que esta lesdo ocorreu com mais
freqiéncia na cauda do epididimo. Além destas alteragdes descritas, alguns
tecidos apresentaram também infiltrado mononuclear focais/multifocais que

variaram de discreto a moderado.
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Nas vesiculas seminais, as lesdes mais frequentes foram
congestao e hemorragia.

Na glandula bulbouretral, na ampola, na bexiga e na prostata
os achados mais comuns foram infiltrado mononuclear focal/multifocal discretos

a moderados.

5.3 Lesoes anatomopatologicas - Presenca do agente
através da técnica de PCR

Nos linfonodos, a B. ovis foi detectada mais frequiientemente no
linfonodo inguinal, aos 15, 30, 45, 90, 105 dias, quatro, seis e 11 meses. Nos
linfonodos parotideos a presenca do agente ocorreu aos 45 dias e cinco
meses. No linfonodo pré-escapular, B. ovis foi observada aos 90 dias, no
linfonodo mediastinal aos 60 dias e nove meses e no linfonodo mesentérico
aos 11 meses. Todos os linfonodos em que se detectou DNA bacteriano

apresentaram edema na medular e rarefagao linféide.

No pool das glandulas mandibulares e parétidas, a presenca do
agente ocorreu aos 45, 75, 90 dias e 10 meses. Aos 90 dias a glandula
parotida apresentou infiltrado mononuclear multifocal discreto e aos 10 meses
e neste periodo a outra lesdo observada foi calcificagcdo. A glandula mandibular
nao apresentou alteracées histopatolégicas e nenhuma das glandulas
apresentou alteracao macroscopica.

No baco, B. ovis foi detectada aos quatro meses pés-
inoculagdo, momento em que 0 mesmo apresentou-se congesto e
microscopicamente com hipoplasia de polpa branca. Aos seis meses quando
também foi detectada a presenca do DNA bacteriano, microscopicamente o
o6rgao apresentou hipoplasia de polpa branca, seguido de hiperplasia ou
hipoplasia de polpa vermelha. .

No figado, a presenca do agente foi ocorreu aos seis e sete
meses pds-inoculacao, sem alteragdes macroscopicas, porém
microscopicamente visualizaram-se infiltrado mononuclear periportal multifocal

discreto, além hiperplasia das células de Kupffer em ambos os periodos. Esses



LIRA, N.S.C. Resultados 78

achados também foram observados em periodos onde ndo houve a presenga
de B. ovis na PCR.

No pulmao a presenca do DNA foi detectado aos 90 dias pos-
inoculacdo sem alteragcdes macroscopicas e microscopicamente foi observada
pneumonia intersticial difusa, congestdao, enfisema e infiltrado mononuclear
perivascular discreto e aos 10 meses o agente também foi encontrado,
apresentando macroscopicamente edema pulmonar, hemorragias petequiais e
sufusdes com dreas de necrose e microscopicamente pneumonia intersticial

difusa.

Nos rins, o DNA bacteriano foi detectado aos 60 dias, sete, oito
e 11 meses pés-inoculacdo. Aos 60 dias a lesao microscopica observada foi
glomerulonefrite  proliferativa membranosa, congestdo na medular,
espessamento da membrana e congestao discreta. Aos sete meses a lesao foi
semelhante, porém com evidenciagdo de oclusao da luz capilar no glomérulo.
Aos oito meses, além da lesdo anterior também se observou a proteina na luz
dos tubulos e aos onze meses destruicdo do glomérulo. Nenhum dos rins

apresentou lesdes macroscopicas.

Na bexiga, o DNA bacteriano foi detectado aos 15, 30 e 90
dias, cinco, seis, oito, nove, dez, 11 e 12 meses. Aos 15 e 30 dias, seis e oito
meses nao foram descritas alteracdes. Aos 90 dias microscopicamente foi
observado congestdo, com infiltrado mononuclear perivascular multifocal
discreto, sendo este também evidente aos cinco, nove, dez e onze meses, aos

11 meses apresentou congestao.

No testiculo direito, a B. ovis foi encontrada aos 45, 90 dias,
cinco, dez, 11,12 meses. Em todos os momentos a alteracdo microscopica que
ocorreu  foi degeneracdo do epitélio seminifero acompanhado
macroscopicamente de aumento de tamanho aos cinco meses e fibrose

intertubular aos dez, 11 e 12 meses.

No testiculo esquerdo, a presenca do agente foi observada aos
45, 60 dias, seis e dez meses, associadas com degeneracdao do epitélio
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seminifero com presenca de gotas hialinas. Visualizou-se infiltrado

mononuclear focal discreto aos 45 e 60 dias e atrofia tubular aos 60 dias.

No epididimo direito o DNA bacteriano foi evidenciado aos 45,
60 dias, sete e 11 meses, correlacionando com hipoplasia dos ductos
epididimarios com fibrose intersticial e presenca de tecido conjuntivo que variou
de frouxo a denso na cabecga, no corpo € na cauda. Aos 45 dias também
ocorreu degeneracao hidropica do epitélio ductal no corpo do epididimo e aos

11 meses o0 extravasamento de espermatozéides.

No epididimo esquerdo a presenca do agente ocorreu aos 10 e
11 meses poés-inoculagdo. De forma similar ao epididimo direito, estando
associado a hipoplasia dos ductos epididimarios com fibrose intersticial e
presenca de tecido conjuntivo que variou de frouxo a denso na cabecga, no
COrpo e na cauda.

Na vesicula seminal, B. ovis foi evidenciada aos 45, 90 dias,
cinco, seis, nove, dez e 11 meses pos-inoculagdo, porém sem alteragdes

macroscopicas e microscopicas nesses momentos.

Na glandula bulbouretral, B. ovis foi demonstrada aos 90, 105
dias, sete, oito, nove e dez meses. Aos 90 dias, oito e nove meses a presenga
da bactéria estava associada a um infiltrado mononuclear perivascular
multifocal discreto, sem alteracées macroscopicas. Alteragdes histopatologicas

nao foram observadas nos demais momentos.

Na ampola do ducto a Brucella ovis foi encontrada aos 60, 75
dias, 10 e 11 meses poés-inoculacao. Aos 60 dias e 10 meses foi observada
hiperplasia de epitélio com infiltrado mononuclear multifocal discreto. Nos

demais tempos nao houve alteracdes histopatoldgicas e/ou macroscépicas.

Na préstata, o agente foi encontrado aos 45, 60, 75 dias e oito,
dez e 11 meses pobs-inoculacdo, sem alteragbes macroscopicas e

microscépicas detectaveis.
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6. DISCUSSAO
6.1 PCR

Brucella ovis foi detectada inicialmente no linfonodo inguinal e
bexiga aos 15 e 30 dias pos-inoculacdo. A deteccao da bactéria neste periodo
esta provavelmente relacionada com a via de inoculagao prepucial, uma vez
que de acordo com Fensterbank et al. (1982), Blasco et al. (1987) e Marin,
(1989), no inicio da infec¢cao, o agente permanece confinado nos linfonodos
préximos aos locais de entrada por duas ou trés semanas e em seguida ocorre
a bacteremia passando para os linfonodos distantes, os 6rgaos sexuais e as
glandulas acessorias, aspecto também observado nesse estudo, com a
disseminacao do agente para outros linfonodos e 6rgaos.

Ainda neste periodo inicial e de forma semelhante a presenca
de B. ovis na bexiga pode ser justificada pela via de infeccdo prepucial sendo
responsavel pela presenca do agente na urina, como pode ser observado pelo
cultivo positivo nas primeiras semanas pos-inoculagdo, segundo experimento

realizado por Nozaki (2008), com estes mesmos animais.

Apo6s este periodo inicial (15/30 dias), o agente pbde ser
observado em outros linfonodos e 6rgaos. Segundo Harmon et al. (1988) e
Enright (1990) Brucella spp. invasoras que nao sofreram defesa das barreiras
fisicas como nas submucosas, sdo distribuidas para os linfonodos regionais

pela drenagem linfatica e conseqlientemente, para outros 6rgaos.

A partir dos 45 dias observou-se a presenca do agente no
linfonodo parotideo, o que poderia ser justificado pela outra via de inoculacao
utilizada que foi a conjuntival uma vez que este linfonodo é responsavel pela

drenagem linfatica dos olhos.

Davis et al. (1990) relata a presenca da B. abortus no linfonodo
parotideo nas duas, trés, quatro, cinco e seis semanas poés-inoculacdo. Em
estudo com 11 vacas, inoculadas com B. abortus por via conjuntival, abatidas
em intervalos semanais e colhidos fragmentos de linfonodos, a bactéria foi
isolada dos linfonodos parotideos e em uma quantidade maior nos linfonodos

submandibulares, responsaveis pela drenagem do local da inoculacdo. De
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acordo com os autores, 0 baixo numero inicial de Brucella spp. infectando os
linfonodos que drenam a cavidade oral sugere que poucas delas tém acesso a
mucosa nasal e posteriormente a mucosa oral pelo ducto lacrimal (NILSEN e
DUNCAN, 1990). Sendo assim, a ndo deteccao do agente nos periodos
anteriores a 45 dias poderia ser justificada pela baixa concentracao bacteriana
local ou pode também ter ocorrido reinfeccdo a partir do ambiente pelas
bactérias eliminadas por meio de sémen e urina dos animais infectados, uma
vez que segundo Nozaki (2008) foi observada a presenca do agente nestas

excrecOes a partir de sete dias pos infeccao.

Ainda aos 45 dias pés-inoculacao foi detectada a presenca do
agente nas glandulas parétidas e mandibulares, aspecto que também poderia
ser justificado pela infeccao por via oral nesses animais a partir da ingestao de
bactérias do meio ambiente. Rajashekara et al. (2005), em estudo com B.
melitensis, observaram a presenca da bactéria nas glandulas salivares,
sugerindo por meio deste estudo, que a via oral € de grande importancia, pois é
por onde ocorre uma grande parte das infecgdes brucélicas. Nilsen e Duncan
(1990), também enfatizaram a importancia da infeccao por via oral em bovinos
infectados com B. abortus. Neste periodo, 0 agente manteve-se presente

também no linfonodo inguinal, assim como nos 15 e 30 dias p6s-inoculagao.

Nesse mesmo periodo a bactéria foi detectada no testiculo, no
epididimo e na prostata. De acordo com Fensterbank et al. (1982), Blasco et al.
(1987) e Marin (1989), existe uma predilecdo do agente pelos 6rgaos
reprodutores, sendo uma caracteristica da doenca nos machos. Essa
predilecdo justifica a ocorréncia de lesdes, em pelo menos um, dos 6rgaos
reprodutores, no decorrer dos periodos pés-inoculacdo até o final do

experimento.

Aos 60 dias observou-se B. ovis no linfonodo mediastinal, nos
rins, no testiculo, no epididimo, na ampola e na préstata. A presenca de
Brucella spp. nos linfonodos mediastinais sugere a disseminagdo da bactéria
através da via respiratéria. A infecgdo por essa via pode ter ocorrido a partir de
bactérias eliminadas pela urina de animais infectados, evidenciada em trabalho

paralelo realizado por Nozaki (2008). Por outro lado, a disseminacao via
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linfatica, € também possivel, pois a tendéncia é que a infeccao se dissemine
posteriormente para os linfonodos que nao estdo préximos a via de entrada.
Segundo Davis et al. (1990) em estudo com B. abortus, a bactéria foi
observada no linfonodo mediastinal, nas quatro e cinco semanas pdés-
inoculacdo, achados semelhantes a esse estudo. Ainda aos 60 dias pds-
inoculacdo, foi detectada a bactéria nos rins. Nos periodos anteriores a
eutanasia, os ovinos inoculados, excretaram B.ovis pela urina (NOZAKI, 2008),
0 que pode justificar a presenca do agente nesse 6rgao. Outra justificativa seria
pela infeccao via ascendente, pois a bactéria pode ascender pelo ureter até os
rins (CARLTON e MCGAVIN, 1998), e isto pode ter ocorrido, ja que a

inoculacao foi via prepucial.

Nos 60 dias péds-inoculacdo, B. ovis esteve presente no
testiculo, no epididimo, na ampola e na préstata, mostrando a predilecéo e

persisténcia do agente pelos 6rgaos reprodutores.

Aos 75 dias o agente foi detectado na glandula
mandibular/parétida, sugerindo mais uma vez, infeccéo via oral a partir do meio
ambiente, visto que nesse momento existiam varios animais excretando a
bactéria pela urina como foi observado no PCR e no cultivo bacteriol6gico por
Nozaki (2008). A presenga da bactéria também ocorreu no testiculo, na

ampola e na prostata, mantendo-se presente nos érgaos reprodutores.

Aos 90 dias o agente foi detectado no linfonodo pré-escapular,
no linfonodo inguinal, na glandula mandibular/parétida, no pulmao, na bexiga,
no testiculo, na vesicula seminal e na glandula bulbouretral. Davis et al. (1990),
relataram B. abortus nos linfonodos pré-escapulares de bovinos a partir da
terceira semana pés-inoculacao até a sexta semana. Nesse estudo, a presenca

do agente no linfonodo pré-escapular s6 ocorreu aos 90 dias pés-inoculagéo.

A presenca do agente na bexiga sugere o curso da bactéria
também pela via urinaria, pois aos 60 dias pds-inoculacdo, foi observada a
presenca do agente nos rins, apesar da auséncia da B. ovis na PCR ou no
cultivo de urina (NOZAKI, 2008). Fensterbank et al. (1982), Blasco et al. (1987)

e Marin (1989), relataram que bactéria foi isolada em trabalhos com cultivo
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bacteriano de rins. Biberstein et al. (1964), em seu estudo, constataram que
apos dois meses de inoculacdo houve a presenca da bactéria nos rins

semelhantes aos achados deste experimento.

Ainda aos 90 dias pos-inoculacdo observou-se o agente nos
pulmdes. A localizacdo da bactéria no linfonodo mediastinal aos 60 dias e a
sua disseminacao pela via linfatica, pode ser a justificativa pela ocorréncia da
B. ovis nesse periodo. A presenca da bactéria no pulmao sé foi relatada por

Biberstein et al. (1964), pelo isolamento bacteriano.

Aos 105 dias o agente manteve-se na glandula bulbouretral e

no linfonodo inguinal, assim como estiveram presentes no periodo anterior.

Aos quatro meses poés-inoculagcédo, a bactéria foi detectada no
linfonodo inguinal, porém também foi observada pela primeira vez, a presenca
do agente no bacgo. Biberstein et al. (1964), observaram a presenca da bactéria
no baco em periodos superiores a dois meses pés-inoculacdo os achados
observados no estudo anterior sdo semelhantes ao nosso estudo. Porém Davis
et al. (1990) verificaram a presenca do agente no baco de bovinos inoculados
com B. abortus, a partir da quarta semana pés-exposicao, até a sexta semana.

Aos cinco meses pés-inoculacdo a bactéria foi observada
novamente no linfonodo parotideo, assim como nos 45 dias, mais uma vez na
bexiga, além dos testiculos e da vesicula seminal. A presenca da B. ovis na
bexiga caracteriza a importancia desses 6rgaos no contexto epidemiolégico,
quanto as vias de eliminacdo da B. ovis (PAOLICHI, 2001), confirmado pelo
trabalho de Nozaki (2008).

No sexto més, o agente foi observado mais uma vez no
linfonodo inguinal, sendo este 0 que mais se apresentou positivo durante o
experimento, entretanto essa positividade ocorreu em intervalos curtos. Nesse
periodo, o agente esteve presente no bago, assim como aos quatro meses e foi
observado pela primeira vez no figado no periodo seguinte. Segundo Biberstein
et al. (1964), em seu experimento, apds dois meses de inoculagcédo a bactéria
foi isolada do figado desses animais. Davis et al. (1990), relataram a presenca

do agente no figado apenas na sexta semana pés-inoculacao.
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Aos sete meses 0 agente esteve presente no figado, sugerindo
bacteremia e também nos rins. A presenca do agente no figado sugere o
desenvolvimento das bactérias a partir dai. Havendo nesse periodo isolamento
bacteriano da urina destes animais descrito por Nozaki (2008). Ainda aos sete
meses, também foi observada PCR positiva nos érgaos sexuais e glandulas

acessorias.

Aos oito meses 0 agente manteve-se presente nos rins e na
bexiga. Neste periodo foi descrito por Nozaki (2008), presenca de B. ovis na
urina através do isolamento. Também foi descrito positividade na glandula

bulbouretral, permanecendo a bactéria nos 6érgaos do sistema reprodutor.

Aos nove meses observou-se mais uma vez a presenca de B.
ovis no linfonodo mediastinal, na bexiga e nos 6rgaos reprodutores. A partir dos
dez meses as glandulas mandibulares/parétidas apresentaram positividade.
Aos 11 meses o linfonodo mesentérico apresentou-se positivo pela primeira
vez. No trabalho desenvolvido por Davis et al. (1990) sé foi observada a
presenca do agente nesse linfonodo no final de experimento, na sexta semana.
Aos dez, onze e doze meses, a bexiga apresentou positividade, nao havendo
urina positiva pela PCR, porém o isolamento bacteriano positivo da urina
(NOZAKI, 2008). Os demais 6érgaos reprodutores e as glandulas acessorias
apresentaram-se positivos na PCR, caracteristica que indica novamente a
predilecao do agente pelos érgaos sexuais (BIBERSTEIN et al., 1964).

O linfonodo faringeo foi o Unico dos linfonodos em que nédo se
detectou o agente neste experimento, discordando dos achados observados
por Davis et al. (1990), com B. abortus, em que se relatou através de
isolamento bacteriano, positividade aos trés, quatro, cinco e seis semanas poés-

exposicao.

Com relagdo aos achados encontrados neste trabalho, é
possivel comparar com o unico trabalho encontrado na literatura sobre a
patogenia de B. ovis realizado por Biberstein et al. (1964), afirmando que a
infeccao pela cepa REO, leva a uma bacteremia avangada em um ritmo

extremamente lento, com predilecao pelos 6rgaos reprodutores.
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Sendo assim, este estudo sugere que o0 agente pode ser
encontrado em todos os 6rgaos do animal e também que a passagem por
6rgaos que nao os do sistema imunolégico ou genital é transitoria, porém neste
estudo a presenca da bactéria pode ser observada principalmente no linfonodo
inguinal, na bexiga, no epididimo, nos testiculos, na glandula bulbouretral, na

vesicula seminal, na ampola e na préstata.

6.2 Achados Anatomopatoldgicos

6.2.1 Alteracoes Macroscopicas

Macroscopicamente as alteracbes observadas tiveram uma

maior ocorréncia nos 6rgaos do aparelho reprodutor.

A alteragdo mais freqlente foi hiperplasia dos linfonodos,
segundo Biberstein et al. (1964) o aumento dos linfonodos e do baco pode
estar relacionado a resposta imunoldgica. No bagco observou-se congestao, o
que pode ser justificado pelo processo de eutanasia com barbitaricos
(CARLTON e MCGAVIN, 1988).

Com relagdo ao aparelho reprodutor, os testiculos de 3,5 %
dos animais apresentaram atrofia e 3,5 % ao corte apresentaram areas de
calcificacdo. Segundo Badiola et al. (1982) a atrofia testicular é uma
caracteristica comum na fase crénica da doenca. Neste mesmo estudo, Badiola
et al. (1982) ainda descreveram macroscopicamente a formagdao de
granulomas e calcificacdo na superficie de corte. As alteracdes observadas por
esses autores assemelham-se com as deste estudo com relagdo a presenca de
calcificacdes, porém nao foi observada a presenca de granulomas durante o
decorrer deste experimento. Garcia-Carrillo et al. (1974) descreveram a atrofia
do epitélio seminal ocorrendo mais freqlientemente que as lesbes epididimarias
e sugere que a atrofia testicular ndo deveria ser secundaria a epididimite ja que

a mesma pode ocorrer de forma independente.

Nesse estudo, trés animais apresentaram alteragdes
macroscoépicas no epididimo. A cabeg¢a do epididimo de um dos animais
apresentou-se consistente ao corte, com granulos e com abscesso com liquido
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mucopurulento e em outro animal hemorragia no corpo do epididimo. Nas
caudas dos epididimos, pode-se observar o aumento de tamanho em um dos
animais. Os achados deste estudo concordam com Jebson et al. (1955), que
relataram epididimos firmes e aumentados de volume, sendo a cauda do
epididimo a mais afetada. Jansen (1980) observou algumas lesdes como
aumento da cabeca e cauda dos epididimos e em alguns animais parede
espessa, que apds o corte apresentava material purulento acinzentado com
sangue e ainda outros animais apresentaram comprometimento na cauda do
epididimo com um aumento da resisténcia ao corte, achados semelhantes aos

deste experimento.

Na vesicula seminal, ndo foram observadas alteracdes
macroscopicas, contrariamente a Jansen (1980), que observou em um animal,
aumento do tamanho e aspecto lobular, e Foster et al. (1987), que
descreveram as vesiculas seminais com aumento de volume com ductos
preenchidos por liquidos, e Blasco (1990), que relatou o aumento de tamanho
das vesiculas seminais, com tubos dilatados ou presenca de fluidos

observados na superficie cortada.

Na glandula bulbouretral, na prostata e na ampola nao foram
observadas alteracbes macroscopicas, semelhante aos achados observados

com Blasco (1990) que nao verificou alteragdes nestes 6rgaos.

6.2.2 Alteracoes Histopatoldgicas

Com relacao as alteracdes histopatolégicas dos linfonodos, foi
observada com mais freqiéncia a rarefacdo do tecido linféide e o edema na
regiao medular. Achados discordantes aos relatados por Biberstein et al.
(1964).

Nas glandulas mandibulares foi observados infiltrado
mononuclear focal/multifocal, discreto a moderado em pequena quantidade e
em tempos variados pés-inoculacdo. Nos periodos onde foram observadas
essas alteragcbes, nao se detectou a presenca do agente pela PCR. Nas

glandulas parétidas observou-se infiltrado mononuclear focal discreto também
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nao relacionado a presenca do agente através da PCR. De acordo com Jones
et al. (2002) as glandulas salivares podem ser afetadas por processos
infecciosos que se originam em suas vizinhangas, o que poderia justificar o
processo inflamatério nesses 6rgdos. Nao foram encontrados trabalhos na
literatura cientifica relacionados as lesbes histopatolégicas nas glandulas

parétidas e mandibulares.

As alteracbGes histopatolégicas observadas com maior
freqiéncia nos pulmbes foram pneumonia intersticial difusa, congestdo e
edema pulmonar. Nos trabalhos com infecgdo pela B. ovis, apenas Searson
(1987), ao estudar ovinos que foram infectados de forma natural, observou
pneumonia em 72 % dos animais positivos através do isolamento. No entanto
afirma que essa afeccao nao teve relagao significativa entre a presenca da
bactéria e a lesao observada. Segundo Carlton e MacGavin (1998) e Jones et
al. (2000), as causas de pneumonia intersticial podem ser varias, porém

nenhuma delas esta relacionada com esse patdgeno.

Inicialmente, no baco, foi visualizada hiperplasia de polpa
branca dos 15 aos 45 dias pés-inoculacdo. Segundo Tizard (2002), a
hiperplasia de polpa branca demonstra ativagdao celular com aumento de
linfécitos e macréfagos. Mense et al. (2001) estudando camundongos expostos
a B. melitensis e submetidos a eutanasia na sexta e oitava semanas pdés-
inoculacao, observaram hiperplasia de polpa branca e hiperplasia de polpa

vermelha, achados semelhantes aos deste estudo.

A partir dos 60 dias até o final do experimento foi observado
hipoplasia de polpa branca, que foi 0 achado mais comum no baco. O baco
constitui um importante 6rgao de defesa em virtude da quantidade de células
fagocitarias. A polpa branca é rica em linfocitos e € o local onde ocorrem as
respostas imunes. A hipoplasia da polpa branca sugere uma diminuicdao na
resposta imune (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 1999; TIZARD, 2002), o que pode
justificar a persisténcia da doenca durante o periodo do experimento. Biberstein
et al. (1964), relatam ligeira hiperplasia de baco, porém ressaltam que essa
poderia passar despercebidas, sendo observadas minuciosamente. Stevens et
al. (1994), estudaram a resposta imune e patolégica de diversas cepas de B.
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abortus no bagco de camundongos e observaram aos 60 dias pds-inoculacao
hipoplasia de polpa branca com diminuicdo dos centros germinativos e ativagcao
celular (macrofagos). Mense et al. (2004) observaram em oito macacos
inoculados com B. melitensis e submetidos a eutanasia 64 dias apds a

inoculacao hipoplasia de polpa branca.

Com relagdo as alteracdes histopatoldgicas no figado dos
animais deste experimento, observou-se com maior freqiiéncia hiperplasia das
células de Kupffer, seguido de degeneracdo gordurosa e presenca de
infiltrados periportais focais/multifocais, discretos a moderados. Os achados
deste estudo discordam com os de Biberstein et al. (1964), que relataram a
auséncia da resposta a infecgcdo nos 6rgaos parenquimatosos, como no figado
e nos rins. No entanto, esses achados podem se justificar pela funcdo das
células de Kupffer, que exercem uma funcado fagocitaria no figado sendo
responsaveis por digerir e destruir material estranho, como microorganismos,
pelo processo de fagocitose (BANKS, 1992). Sugere-se que o aumento da
quantidade destas células no figado destes animais seja uma resposta a

infeccao.

Cuba-Capar6 e Myers (1973), em seu estudo utilizando ratos
de laboratério utilizando B. melitensis observaram no figado destes animais a
presenca de granulomas. Em nosso experimento apesar da presenca de
células inflamatérias em varios tempos pés-inoculacao, nao foi observada a
presenca de granulomas hepaticos, o que eventualmente pode ser justificado

pela amostra utilizada.

A glomerulonefrite proliferativa membranosa foi uma leséo que
ocorreu nos rins de todos os animais e em todos os periodos pds-inoculagao.
Segundo Carlton e MacGavin (1998) e Jones et al. (2000), as glomerulonefrites
sdao imunologicamente mediadas. Resultam na maioria das vezes de
mecanismos imunomediados, principalmente os que envolvem anticorpos
contra membranas basais dos glomérulos ou a deposicao de complexos imune
soluveis. Organismos infecciosos geralmente estdo associados a auto-
imunidade e a glomerulonefrite por complexo imune em seres humanos e em

outras espécies. Nao foram encontrados na literatura, trabalhos que relatassem
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a glomerulonefrite em animais com brucelose, mas esta lesdo se justifica,
provavelmente pela antigenicidade prolongada da infeccdo. Ustun et al. (2005),
relataram a presenca de glomerulonefrite proliferativa e de nefrite difusa,
durante o curso da infeccao por Brucella spp., em um paciente com 17 anos de
idade.

A hiperplasia das células glomerulares com aumento do padrao
lobular, sinéquias e oclusado da luz capilar do glomérulo, sdo achados que
assemelham-se aos de Cuba-Caparé e Myers (1973) que observaram
hipertrofia e hiperplasia do epitélio da capsula de Bowman nos ratos, em todos

os periodos do seu estudo, do primeiro ao quinto més pdés-inoculagao.

Em nosso experimento foi observado adicionalmente a
presenca de proteina no espaco glomerular e nos tubulos no periodo inicial e
no final da infeccdo. Cuba-Capar6 e Myers (1973), também observaram a
presenca de proteina no espa¢o de Bowman. Além destas alteragdes descritas,
observou-se infiltrado mononuclear focal/multifocal discreto aos cinco e seis
meses pos-inoculagdo. Estes mesmos autores descreveram a presenca de
infiltrado inflamatério em graus variados, também em todos os periodos pos-
inoculacdo, caracterizados por nefrite intersticial (CARLTON e MCGAVIN,
1988).

A principal alteragdo na bexiga foi infitrado mononuclear
focal/multifocal discreto a moderado. Nao foi encontrado nenhum trabalho
relatando as alteragbes na bexiga de animais de humanos relacionados a
infeccao por Brucella spp.

Com relacado as alteracbes dos testiculos, todos os animais
apresentaram degeneracao testicular. Birberstein et al. (1964) observaram
degeneracao testicular em seu experimento e a consideraram como sendo de
causa inespecifica. Porém, em um estudo realizado com algumas espécies de
ratos de laboratério, Cuba-Capar6 e Myers (1973) observaram degeneracao de
carater predominante e em intensidades variaveis, correlacionada com a B.

ovis.
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A degeneracao testicular é uma lesdo relativamente comum,
que possui varias causas e muitas vezes desconhecidas, podendo ser uni ou
bilateral, dependendo se a causa for local ou sistémica. A hipoplasia e a
degeneracao testicular normalmente ocorrem juntas e a obstrucao do fluxo de
espermatozéides pode ser uma das causas. As células epiteliais sao
destruidas eventualmente, através de produtos bacterianos ou pela inflamacéao
subjacente. A obstrucdo leva a uma pressao retrograda, a ruptura dos tubulos
seminiferos e extravasamento de espermatozdides para fora do ducto
epididimario (ENRIGHT, 1990; CARLTON e MCGAVIN, 1998). Em nosso
experimento todos os animais desenvolveram degeneracao, sugerindo uma

lesédo decorrente da infecgao.

Todos o0s animais apresentaram oligospermia ou azoospermia.
Segundo Jebson et al. (1955) e Searson (1987), a reducdo da
espermatogénese foi um achado comum em seus estudos, concordando com

as alteragbes observadas neste experimento.

Ainda nos testiculos, foi observado infiltrado mononuclear focal
discreto aos 45 dias e 60 dias pés-inoculacao. Segundo Biberstein et al. (1964),
a presencga de infiltrado inflamat6rio no intersticio ndo foi freqliente, assim
como no presente estudo. Estes achados discordam de Jebson et al. (1955),
que relataram que a reacgao inflamatéria seria a caracteristica mais comum
existente nos tecidos envolvidos. Jansen (1980) descreveu a presenca de
infiltrados inflamatérios na orquite aguda sugerido serem estes, 0 processo
estabelecido neste experimento.

A presenga de fibrose intertubular ocorreu no final do
experimento, aos oito, nove, dez e onze meses pds-inoculacdo, o que indica o
uma leséo crénica e de forma homogénea. Estes achados concordam com
Jebson et al. (1955), que descreveram hiperplasia do epitélio tubular com
fibrose; Biberstein et al. (1964), que observaram a presenca de fibrose difusa
ainda com obstrucdo de alguns tubulos e Jansen (1980) que também
descreveu fibrose do tecido intertubular.
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As lesbes histopatolégicas observadas na cauda do epididimo
ocorreram com mais frequéncia do que na cabeca e no corpo do epididimo.
Concordando com varios autores que relatam que as lesées sao observadas
com mais freqiéncia na cauda do epididimo (BIBERSTEIN, et al. 1964;
SEARSON, 1987; FOSTER et al., 1989; WEST et al., 1993).

O achado mais comum na cabeg¢a, no corpo e na cauda do
epididimo foi a hipoplasia dos ductos epididimarios, com auséncia de

alteragdes inflamatérias nos varios periodos pos-inoculagao.

Neste estudo foram observadas alteracdes sem a presenca de
reacdes inflamatérias em varios periodos pdés-inoculacdo, além de fibrose
intersticial, mostrando o tecido conjuntivo, arranjo de frouxo ou denso. Os
achados deste estudo concordam com Jebson et al. (1955) e Cuba-Capar6 e
Myers (1973), onde o0s ductos epididimarios estiveram normalmente
aumentados de tamanho com hiperplasia epitelial e com auséncia de reacao
inflamatéria. Os achados deste experimento concordam com Jebson et al.
(1955) e Plant et al. (1986), que também observaram a presenca de fibrose

intersticial.

O extravasamento de espermatozéides sem reacgao
inflamatéria e sem formacao de granuloma espermatico foi um achado comum
neste trabalho. Este achado é discordante dos observados por outros autores.
Paolicchi et al. (2001), descreveram lesdes iniciais do epididimo com
progressao para fibrose intersticial, degeneracdo do epitélio epididimario com
extravasamento de espermatozdides para o intersticio, reacao inflamatéria e
formacdo de granuloma espermatico. Jebson et al. (1955), Birberstein et al.
(1964), Cuba-Caparé e Myers (1973), Jansen (1980), Searson (1987), Foster et
al. (1987), relatam granuloma espermatico como um achado em seus

trabalhos.

A epididimite ocorreu com mais freqléncia nos primeiros
periodos pés-inoculacdo na cabeca e na cauda do epididimo. Alguns autores
relatam epididimite na presenca da B. ovis. Birberstein et al. (1964), Cuba-

Capar6 e Myers (1973), Jansen (1980), Searson (1987) relataram a presenca
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de células inflamatérias na observacao histopatopatolégica dos epididimos, em
periodos variados, em infecgao experimental ou em infecgdo natural. Sendo
assim, West et al. (1993), observaram que alguns dos animais em seu estudo,
apresentaram epididimite caracterizada por hiperplasia epitelial moderada em
alguns tubulos na cauda do epididimo e também houve formacao de cistos
intraepiteliais, acompanhados de hiperplasia do epitélio do epididimo,
caracteristico da epididimite por B. ovis.

Garcia-Carrillo et al. (1974), descreveram que no exame
histopatolégico seis dos 16 carneiros expostos a inoculacdo do agente,
apresentaram epididimite. A intensidade da lesao inflamatéria foi menor que
nos animais expostos a infeccao natural. Segundo o autor, a infeccao
experimental em carneiros demonstrou que a ocorréncia de epididimite ndo é
constante, portanto a denominacao “epididimite ovina” pode ndo ser adequada,
ja que podem existir lesGes testiculares muito severas com a auséncia de

lesGes no epididimo, semelhante ao observado neste estudo.

Também ocorreram com uma menor freqléncia nos
epididimos, degeneracdo vacuolar das células epiteliais, degeneracao
hidropica do epitélio ductal, necrose das células dos ductos, edema
perivascular, atrofia por compresséo, sendo alguns desses achados descritos

por Jansen (1980).

Na vesicula seminal, as lesées ocorreram até os 75 dias pdés-
inoculacdo, e apdés esse momento, todos 0s animais permaneceram sem
alteracdo. As lesbes mais observadas foram infiltrado mononuclear focal
discreto, congestao, hemorragia e edema. Segundo West et al. (1993), todos
os animais do seu estudo apresentaram alteracdes histolégicas na vesicula

seminal, sendo a mais comum, infiltrado inflamatério.

Com relacdo as ampolas dos animais estudados, as alteracdes
variaram durante todo o periodo do experimento, ndo havendo predilecao da
ocorréncia na fase aguda ou crénica da doenca, sendo o infiltrado mononuclear
focal, o achado mais comum. Os achados deste trabalho discordam com os
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relatados por Jansen (1980) e Foster et al. (1987) que n&o observaram lesdes

em ampolas dos animais infectados naturalmente.

Na glandula bulbouretral o achado mais comum foi infiltrado
mononuclear focal/multifocal discreto, observado em sete animais. Congestao
ocorreu apenas aos seis meses. Os achados deste trabalho ndo se
assemelham com os de Foster et al. (1987) que relataram que as glandulas

bulbouretrais, normalmente ndo apresentam alteragdes significativas.

Na prostata dos animais estudados as alteracdes observadas
foram infiltrado mononuclear multifocal discreto, que ocorreu aos 105 dias e
infiltrado mononuclear focal discreto, que ocorreu entre 0s quatro e os sete
meses pos-inoculacdo, sugerindo que as alteracdes na prostata ocorrem na
fase cronica da doenca. Os achados nao se assemelham com os observados
por Foster et al. (1987), que afirmaram em seu experimento que a préstata

normalmente nao apresenta alteragdes significativas.

De forma geral neste experimento foi observado B. ovis no
linfonodo inguinal e bexiga até os 15 dias pés-inoculacdo, provavelmente
relacionada a drenagem linfatica nos pontos de inoculagdo, sendo ao mesmo
tempo observado ja em 6rgaos reprodutores se mantendo de forma persistente
nesses até o final do experimento. A presenca do agente nos linfonodos
mediastinais, linfonodos pré-escapulares e nos pulmdes sugerem a
possibilidade da infecgdo via respiratéria e, de forma similar, a presenca do
agente aos cinco meses pés-inoculacdao no linfonodo parotideo, permite a
hipotese de ter ocorrido reinfeccao destes animais a partir de ovinos infectados
que se encontravam eliminando B. ovis pela urina. Ao mesmo tempo, a
possibilidade de reinfeccdo nesses animais, via oral, € sugerida com base na
presenca do agente na glandula parétida, na glandula mandibular e no

linfonodo mesentérico.

O acometimento de rins e da bexiga foi observado logo no
inicio da infeccdo, decorrendo da infeccdo via ascendente a partir da
inoculacao intraprepucial.
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A evidéncia de bacteremia foi observada aos quatro meses de
infeccdo, caracterizada pela presenca de B. ovis no bago e posteriormente no

figado.

O agente foi observado durante todo o periodo em linfonodo
inguinal, sugerindo persisténcia do agente nesse local de forma similar ao

sistema urinario e ao sistema reprodutivo.

Associando a disseminacao e a presenca do agente nos varios
orgaos, observou-se alteracées histopatolégicas que se caracterizaram por
rarefacao linféide em linfonodos e por hipoplasia de polpa branca do baco,
sugerindo diminuicdo da capacidade de resposta imune; glomerulonefrite,
sugerindo processo auto imune; e alteracbes reprodutivas que consistiram
predominantemente por diminuicdo ou auséncia do numero de células da
linhagem espermatogénica, hipoplasia de ducto epididimario, presenca de
espermatozéides fora do ducto e degeneracdo testicular refletindo a
importancia deste agente como responsavel por baixa qualidade do sémen e

eficiéncia reprodutiva destes animais.

Embora o agente tenha sido evidenciado, em varios momentos,
da mesma forma que as alteragdes histopatolégicas, ndo foram observadas
alteracbes macroscopicas importantes na grande maioria dos animais
demonstrando que a auséncia destas alteracdes nao exclui a possibilidade de
brucelose de mesma forma que nao exclui a possibilidade deste animal ser

uma fonte de infecgao.
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7. CONCLUSOES

A infeccdo pela via intraprepucial e conjuntival induz a
infeccdo persistente, caracterizada pela presenca da Brucella ovis logo aos
primeiros dias pods infeccdo em linfonodo regional, seguida por 6rgdaos do
sistema urinario e reprodutivo, com possivel bacteremia posterior e

disseminacao para demais 6rgaos.

A infeccdo pela Brucella ovis REO 198, induziu a hipoplasia
de polpa branca em baco e rarefacdo linféide em linfonodos, sugerindo
diminuigdo da capacidade de resposta imune, como possivel mecanismo de

persisténcia do agente.

A glomerulonefrite foi um achado em todos os animais
infectados, indicando um possivel mecanismo imunomediado, decorrente da

infeccao pela Brucella ovis REO 198.

A infeccao por Brucella ovis REO 198, induz a lesdes
histopatolégicas severas do sistema reprodutor do macho, sem alteragoes
macroscopicas evidentes, reforcando a importdncia deste agente como
responsavel pela diminuicao na eficiéncia reprodutiva dos animais e rebanho

afetados.
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