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RESUMO 

 

A epididimite infecciosa, considerada uma das maiores causas de prejuízos econômicos 

na ovinocultura mundial, é causada principalmente pelas bactérias Brucella ovis, 

Actinobacillus seminis e Histophilus somni. Este trabalho teve por objetivo investigar as 

lesões genitais causadas pelas infecções por A. seminis e H. somni em ovinos e 

desenvolver um método de diagnóstico direto e diferencial para as três infecções. Foram 

realizadas infecções experimentais, por A. seminis e por H. somni, em ovinos de 18 a 24 

meses de idade. Os carneiros foram examinados semanalmente e foram coletadas 

diferentes amostras biológicas para fins de diagnóstico. A. seminis e H. somni foram 

capazes de causar infecção, colonizando diferentes órgãos do trato genito-urinário, sendo 

indistinguíveis apenas por exame clínico, achados de necropsia ou histopatologia. Mesmo 

sem diferenciar o agente etiológico, o exame clínico continuou sendo imprescindível 

como teste de triagem, pois possibilitou a detecção de indícios de epididimite infecciosa, 

mesmo antes do teste laboratorial. Por outro lado, para o diagnóstico diferencial, é 

importante o uso de técnicas de diagnóstico direto, com confirmação do agente etiológico. 

O ensaio de PCR multiplex espécie-específico desenvolvido no presente estudo foi 

igualmente eficaz à bacteriologia (padrão-ouro) para o diagnóstico diferencial das três 

maiores causas de epididimite infecciosa ovina, podendo ser usado em substituição ao 

isolamento bacteriano. Além disso, urina e lavado prepucial também podem ser usados 

como amostras alternativas ao sêmen para extração de DNA e emprego da PCR multiplex 

descrita neste estudo. 

 

Palavras-chave: PCR, diagnóstico, epididimite infecciosa, infertilidade ovina 
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ABSTRACT 

 

Infectious epididymitis is considered a major cause of economic losses for the sheep 

industry worldwide. The most common causative agents include  Brucella ovis, 

Actinobacillus seminis and Histophilus somni. This study aimed to investigate changes 

associated with experimental infections with A. seminis and H. somni in rams, and to 

develop a direct method for differential diagnosis for these three infections. Experimental 

infections with A. seminis and H. somni were carried out in rams with 18 to 24 months of 

age. Rams were weekly examined and biological samples were collected for diagnostic 

purposes. A. seminis and H. somni werecapable of causing infection, colonizing several 

organs of the genitourinary tract, being indistinguishable only by clinical exam, necropsy 

or histopathology. Nevertheless, the clinical exam proved to be indispensable as a 

screening method. Conversely, the importance of laboratorial diagnostic techniques for 

direct confirmation of the etiologic agent was demonstrated in this study. Therefore, the 

species-specific multiplex PCR assay developed in this study can be successfully used 

for the diagnosis of the three most common causes of ovine infectious epididymitis. 

Furthermore, this technique is a practical alternative to bacteriology. Urine and preputial 

wash can be used as alternatives to semen samples for DNA extraction and application of 

the multiplex PCR described in this study.  

 

Keywords: PCR, diagnosis, infectious epidymitis, ram infertility 
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INTRODUÇÃO 

A ovinocultura no cenário da pecuária 

brasileira ganha mais relevância a cada ano. 

Em 2008, o efetivo ovino no Brasil era 

aproximadamente 16 milhões de cabeças 

sendo concentrada mais de 50% dessa 

população na região Nordeste (Simplício, 

2011). Segundo estimativas do Instituto 

Brasileiro de Geografia e Estatística (IBGE), 

o consumo per capita de carne ovina no 

Brasil cresceu 71,4% entre 1997 e 2007. Já 

o volume de carne ovina produzida nesse 

período aumentou proporcionalmente ao 

crescimento dos rebanhos, 

aproximadamente 12% sendo, contudo, 

ainda inferior à demanda nacional (FAO, 

2009). Além disso, o aumento proporcional 

entre quantidade de carne produzida e 

número de animais nos rebanhos indica 

ausência de aumento de produtividade dos 

rebanhos nacionais. Além da crescente 

demanda, o mercado consumidor está cada 

vez mais exigente, sendo necessária a 

adoção de medidas que visem não só um 

aumento na produtividade, mas também na 

qualidade dos produtos ofertados. Dentre os 

fatores que mais afetam a produtividade de 

um rebanho e a qualidade da carne 

produzida, estão a genética, a nutrição, a 

sanidade e o potencial reprodutivo dos 

animais (Pinheiro et al., 2000).  

 

A epididimite infecciosa, uma das principais 

causas de desordens reprodutivas em ovinos 

(Santos et al., 2005; Carvalho Junior et al., 

2010), compromete significativamente o 

potencial reprodutivo, impactando 

negativamente na produtividade do rebanho 

ovino brasileiro. Na maioria dos casos, as 

perdas são decorrentes da menor taxa de 

fertilidade, abortamentos, aumento na taxa 

de mortalidade neonatal em consequência do 

baixo peso ao nascimento, menor número de 

animais produzidos e descarte precoce de 

animais (McFarlane et al., 1952; Burgess, 

1982; Walker et al., 1986; Robles,  1998; 

Cerri et al., 2002; Santos et al., 2005).  

 

A brucelose ovina por Brucella ovis, 

considerada a principal causa de epididimite 

infecciosa em carneiros em todo o mundo 

(Santos et al., 2005), tem sido reportada nas 

principais regiões produtoras de ovinos, 

como a Nova Zelândia, Austrália, África do 

Sul, Europa, América do Norte e em 

algumas regiões da América do Sul, 

incluindo o Brasil. 

 

Além da B. ovis, outras bactérias comumente 

envolvidas com a epididimite infecciosa são 

Actinobacillus seminis e Histophilus somni, 

ambas pertencentes à microbiota normal 

prepucial de ovinos, mas que podem atuar 

como patógenos oportunistas (Burgess, 

1982; Walker e Leamaster, 1986; Carvalho 

Júnior et al., 2010). Apesar de serem umas 

das principais causas de epididimite ovina 

em todo o mundo, poucos são os estudos 

sobre as infecções por A. seminis e H. somni 

em ovinos. 

 

O diagnóstico da infecção por B. ovis é 

baseado em exame clínico, testes 

sorológicos e bacteriologia de amostras de 

sêmen (Burgess, 1982; Santos et al., 2005). 

Não existem provas sorológicas amplamente 

disponíveis para diagnóstico das infecções 

por A. seminis e H. somni, sendo o 

diagnóstico baseado apenas em exame 

clínico e bacteriologia de sêmen. Apesar de 

ser considerado como diagnóstico definitivo 

dessas infecções, o isolamento bacteriano 

apresenta entraves, principalmente quanto à 

dependência da viabilidade do agente na 

amostra e possíveis contaminações por 

outros microrganismos (Saunders et al., 

2007). 

 

A Reação em cadeia da polimerase (PCR) é 

um método alternativo aos testes 

convencionais de diagnóstico por ser mais 

rápido e sensível (Bricker, 2002). Por ser 

baseado na amplificação do fragmento de 

DNA-alvo, o mesmo não depende da 

viabilidade do agente. Para o diagnóstico de 

epididimite infecciosa ovina, o material de 

escolha para a realização do teste é o sêmen, 
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podendo este, no entanto, ser realizado com 

outras amostras biológicas, como urina e 

fragmentos de tecidos (Appuhamy et al., 

1998; Saunders et al., 2007; Xavier et al., 

2010). A utilização da PCR possibilita ainda 

o diagnóstico diferencial entre as principais 

causas de epididimite ovina, em uma única 

reação, utilizando a chamada PCR multiplex 

(Saunders et al., 2007). No entanto, o ensaio 

de PCR multiplex já desenvolvido para o 

diagnóstico das infecções por Brucella spp., 

A. seminis e H. somni em ovinos não utiliza 

iniciadores espécie-específicos para B. ovis 

(Saunders et al., 2007), sendo incapaz de 

diferenciá-la da infecção por outras espécies 

de Brucella que também acometem ovinos, 

como a B. melitensis. 

 

CAPÍTULO I: 

REVISÃO DE LITERATURA 

 

Epididimite infecciosa ovina  

 

A epididimite infecciosa ovina causa 

prejuízos econômicos em todo o mundo, 

principalmente por diminuir a produtividade 

dos rebanhos. A queda na produção é 

decorrente de problemas de fertilidade, 

diminuição da taxa de natalidade, ocorrência 

de abortos, natimortos, nascimento de 

cordeiros fracos, além do descarte precoce 

de animais (Santos et al., 2005). Devido ao 

perfil de criação predominantemente 

extensivo adotado em todo o território 

nacional, esses efeitos, em geral, são 

percebidos apenas indiretamente (Gomes et 

al., 1991).  

 

Visando diminuir essas perdas, o Ministério 

da Agricultura Pecuária e Abastecimento 

(MAPA) aprovou em 2004, o Programa de 

Sanidade de Caprinos e Ovinos (PNSCO), e 

a portaria que regulamenta o Plano Nacional 

de Vigilância e Controle da Epididimite 

Ovina por Brucella ovis que visa controlar e 

erradicar a epididimite infecciosa dos 

rebanhos nacionais. Segundo o Plano, a 

epididimite por B. ovis é considerada uma 

enfermidade de notificação compulsória e 

uma das medidas de controle é o abate 

sanitário dos animais positivos. Nesse caso, 

o Serviço Oficial identifica e envia os 

animais positivos para sacrifício sanitário 

em abatedouro com inspeção federal, 

estadual ou municipal, no prazo máximo de 

30 dias. 

 

Sinais clínicos 

 

O termo epididimite se refere ao processo 

inflamatório em qualquer região do 

epidídimo, sendo, no entanto, mais 

frequentemente observada na região da 

cauda (Biberstein et al., 1963; Cerri et al., 

2002). A inflamação dos epidídimos pode ter 

diferentes causas, infecciosas ou não, 

podendo ocorrer de forma focal, multifocal 

ou difusa, ou ainda uni ou bilateral (Bagley 

et al., 1985; Robles, 1998). Sua principal 

consequência, independentemente da causa 

primária, é a redução da fertilidade que, em 

alguns casos, pode se tornar permanente. 

 

Alguns agentes infecciosos podem causar 

epididimite em ovinos e, além da inflamação 

dos epidídimos, podem frequentemente 

levar a lesões testiculares. Os agentes 

causadores de epididimite ovina podem 

também colonizar outros órgãos do trato 

reprodutivo, como vesículas seminais, 

glândulas bulbouretrais e ampolas do ducto 

deferente, não resultando, no entanto, em 

manifestações clínicas evidentes (Biberstein 

et al., 1963; Al Katib e Dennis, 2008; 

Carvalho Júnior et al., 2012). 

 

Independente do agente causador, a 

enfermidade é clinicamente caracterizada 

por assimetria, com aumento de volume e de 

consistência de uma ou ambas as caudas dos 

epidídimos. Na fase aguda da infecção, pode 

ocorrer aumento de temperatura e da 

sensibilidade dolorosa na região afetada 

(Tonder, 1973; Sponemberg et al., 1983) e o 
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carneiro pode desenvolver quadro de 

claudicação. Em casos mais graves, os 

animais acometidos podem também 

apresentar hipertermia, inapetência e 

dispnéia. Aderências entre a região afetada 

do epidídimo e o folheto parietal da túnica 

vaginal são frequentes em casos mais graves, 

chegando muitas vezes à ruptura de 

abscessos com extravasamento de conteúdo 

(Tonder, 1973; Sponenberg et al., 1983).  

 

A orquite geralmente é secundária às lesões 

epididimárias. No entanto, os testículos 

podem ser diretamente colonizados pelos 

agentes causadores de epididimite ovina e, 

na fase aguda da enfermidade, os mesmos 

podem apresentar aumento de volume e da 

consistência devido ao processo 

inflamatório e à presença de obstruções 

epididimárias. Porém, com o curso da 

infecção, ocorre degeneração testicular, com 

tendência à diminuição de consistência e 

volume dos testículos. Em infecções de 

caráter crônico, é comum a ocorrência de 

fibrose. Devido ao processo inflamatório e 

aderências, os carneiros acometidos pela 

epididimite infecciosa podem apresentar 

problemas de termorregulação testicular, o 

que contribui diretamente para a redução da 

qualidade espermática (Mieusset et al., 

1992). 

 

Apesar da severidade de alguns casos, na 

maioria delas ocorre regressão dos sinais 

clínicos (Santos et al., 2005; Carvalho Junior 

et al., 2012). Por outro lado, a epididimite 

infecciosa ovina também pode ocorrer de 

forma subclínica, na qual os animais mesmo 

infectados não apresentam sintomatologia 

evidente (Hughes e Claxton, 1968). 

 

Alterações anatomo-histopatológicas 

 

Em casos de epididimite ovina, as lesões 

macroscópicas mais frequentemente 

observadas são abscessos, geralmente 

localizados na cauda do epidídimo, edema 

de bolsa escrotal, espessamento da túnica 

vaginal, periorquite fibrinosa ou fibrosa, 

aumento das vesículas seminais e das 

glândulas bulbouretrais (Biberstein et al., 

1963). Em alguns casos pode ser observado 

aumento de volume dos linfonodos inguinais 

e ilíacos internos. 

 

Microscopicamente, as epididimites 

bacterianas estão associadas a edema 

perivascular, inflamação seguida por 

hiperplasia, obstrução do ducto epdidimário 

com retenção de conteúdo (Baynes e 

Simmons, 1968). Como consequência, pode 

ocorrer ruptura do ducto epididimário com 

extravasamento de espermatozóides, 

seguida de inflamação granulomatosa e 

fibrose difusa, com formação de granulomas 

espermáticos. Metaplasia do epitélio 

epididimário, proliferação intensa de tecido 

conjuntivo fibroso ao redor dos ductos 

epididimários, destruição do epitélio e 

mineralização, podem também estar 

associados à enfermidade (Biberstein et al., 

1963; Bezerra et al., 2012). As lesões 

testiculares geralmente são compatíveis com 

quadro de degeneração testicular, 

caracterizado principalmente por intensa 

redução das camadas do epitélio seminífero, 

menor diâmetro dos túbulos, vacuolização 

citoplasmática, espermatócitos com núcleos 

picnóticos e espermiostase. Similarmente ao 

observado com o tecido epididimário, 

pontos de mineralização na luz de túbulos 

seminíferos também são observados na 

epididimite por A. seminis (Bezerra et al., 

2012). 

 

Em decorrência das lesões, os carneiros 

afetados pela epididimite infecciosa 

geralmente tem a fertilidade prejudicada. 

Muitas vezes, quando a infecção se torna 

mais grave e é bilateral, o carneiro 

acometido pode apresentar esterilidade 

permanente (Baynes e Simmons, 1960; 

Tonder, 1973; Carvalho Júnior et al., 2010). 

Grande parte dos problemas de fertilidade 

ocorre devido à diminuição da concentração 

espermática no ejaculado, decorrente da 

degeneração do epitélio seminífero, e 
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também ao aumento do percentual de 

defeitos espermáticos. Como a infecção 

acomete principalmente os epidídimos, os 

defeitos morfológicos observados são, em 

sua maioria, relacionados à maturação 

espermática, ocorrendo primariamente nas 

regiões das peças intermediária e principal 

das células espermáticas. 

Consequentemente, a motilidade total 

geralmente é reduzida (Burguess et al., 

1982; Bagley et al., 1984; Buckrell et al., 

1985; Robles, 1998; Carvalho Júnior et al., 

2012). 

 

Outra alteração frequentemente observada 

no ejaculado de animais afetados pela 

epididimite infecciosa é a presença de 

células inflamatórias, principalmente de 

neutrófilos (Carvalho Júnior et al., 2012). 

Esse tipo celular afeta diretamente a 

qualidade seminal, uma vez que é capaz de 

produzir espécies reativos ao oxigênio e 

liberar enzimas hidrolíticas e defensinas, que 

provocam danos diretos sobre as membranas 

espermáticas (Aitken et al., 1995; Henkel et 

al., 2005). Além disso, as células 

inflamatórias podem ser responsáveis pela 

veiculação do agente bacteriano intracelular 

pelo sêmen (botar referencia) 

 

Etiologia 

 

A epididimite infecciosa pode ser causada 

por uma variedade de microorganismos, 

como Actinobacillus lignieresi, 

Arcanobacterium pyogenes, Chlamydia 

psittaci, Corynebacterium 

pseudotuberculosis, Escherichia coli, 

Mannheimia haemolytica, Pasteurella 

multocida e Yesinia pseudotuberculosis. 

Porém, os agentes causadores mais 

frequentes dessa enfermidade são: Brucella 

ovis, Actinobacillus seminis e Histophilus 

somni (Burgess, 1982; Santos et al., 2005; 

Carvalho Júnior et al., 2010).  

 

A brucelose ovina por B. ovis é considerada 

a principal causa de infertilidade em 

rebanhos ovinos no mundo (Burgess, 1982; 

Santos et al., 2005). B. ovis é um coco-bacilo 

Gram negativo, imóvel e não-capsulado. Seu 

crescimento ótimo ocorre em meios 

enriquecidos com sangue e incubação sob 

atmosfera contendo 5 a 10% de CO2 a 37°C 

(Burguess, 1982). Após 5 a 7 dias de 

incubação, colônias apresentam cerca de 2 

mm de diâmetro, coloração acinzentada, 

morfologia circular, convexa e superfície 

brilhante.  

 

A infecção foi descrita pela primeira vez na 

Nova Zelândia, em 1952, por McFarlane et 

al. Desde então, foi relatada em diversos de 

todos os continentes (Buckrell et al., 1985; 

Niilo et al., 1986; Robles, 1998; Arsenault et 

al., 2004). No Brasil, a infecção está 

amplamente distribuída em todo o território 

nacional, com evidências sorológicas em 

diversos estados, incluindo Rio Grande do 

Sul (Ramos et al. 1966; Magalhães Neto e 

Turnes, 1996), São Paulo (Rizzo et al., 

2009), Minas Gerais (Marques, 2006), 

Distrito Federal (Gonçalves et al., 2005), 

Paraíba (Clementino et al., 2007), Bahia 

(Silva et al., 2009), Alagoas (Pinheiro Junior 

et al., 2009), Rio Grande do Norte (Silva et 

al., 2003; Azevedo et al., 2004) e Piauí 

(Costa et al., 2012), chegando a mais de 30% 

de animais soro-reativos em alguns estados.  

 

A infecção por B. ovis acomete com maior 

frequência animais sexualmente maduros, 

com a transmissão ocorrendo principalmente 

pela cópula ou por contato com outros 

machos, onde as mucosas do pênis, prepúcio, 

reto, mucosa nasal e ocular, servem como 

sítios de infecção primária (Burgess, 1982). 

As fêmeas, geralmente, atuam apenas como 

veículo transmissor da doença no rebanho. 

No entanto, quando infectadas, podem 

apresentar vaginite, endometrite, aborto, 

além do nascimento de cordeiros fracos e 

natimortos (McFarlane et al., 1952; Robles,  

1998; Foster et al., 1999; Cerri et al., 2002; 

Santos et al., 2005; Carvalho Júnior et al., 

2010).  
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A infecção por A. seminis é a segunda maior 

causa de epididimite em ovinos em diversas 

regiões do mundo, porém acometendo mais 

frequentemente animais jovens. Seu curso 

pode ser agudo ou crônico, com lesões muito 

semelhantes às causadas por B. ovis 

(Burgess, 1982; Al-Katib e Dennis, 2007). A 

bactéria pertence à família Pasteurellaceae, 

sendo um microrganismo pleomórfico, 

Gram negativo, imóvel, anaeróbio 

facultativo, apresentando metabolismo 

respiratório e fermentativo. Para o 

crescimento ótimo, os meios devem ser 

enriquecidos com sangue ou soro, e 

incubados a 37°C por 24 a 48h, quando 

formam colônias acizentadas (Scanlan et al., 

1989). 

 

O primeiro relato de infecção por A. seminis 

em ovinos foi feito na Austrália, em 1960 

(Baynes e Simmons, 1960). Posteriormente, 

foram confirmados casos nos Estados 

Unidos, África do Sul, Nova Zelândia, 

Hungria, Argentina, Reino Unido e Espanha 

(Livingston e Hardy, 1964; Worthington e 

Bosman, 1968; Gumbrell e Smith, 1974; 

Hajtós et al., 1987; Robles et al., 1990; 

Heath et al., 1991; Puente-Redondo et al., 

2000). No Brasil, até o momento, foram 

relatadas infecções por A. seminis nos 

estados do Rio Grande do Sul (Schreiner et 

al., 1992; Gomes et al., 2001), São Paulo 

(Gregory et al., 2009) e Pernambuco 

(Bezerra et al., 2012).  

 

Apesar do potencial de causar lesões no trato 

reprodutivo de ovinos jovens, A. seminis é 

um habitante normal da mucosa prepucial e 

só atua como patógeno oportunista em 

condições de imunossupressão, como em 

estresse nutricional, de transporte ou em 

decorrência de alterações hormonais durante 

a fase de maturação sexual (Jansen, 1983). 

Por outro lado, a infecção por A. seminis 

dificilmente acomete ovelhas, pode contudo 

estar associada a abortos e mastite (Foster et 

al., 1999). 

 

A epididimite infecciosa em carneiros ainda 

pode ser causada pelo Histophilus somni, 

previamente denominado como 

Haemophilus somnus, Haemophilus agni e 

Histophilus ovis (Angen et al., 2003). Assim 

como A. seminis, H. somni também pertence 

à família Pasteurellaceae, sendo 

pleomórfico, Gram negativo e imóvel. Seu 

crescimento ótimo ocorre nos meios ágar 

sangue ou ágar chocolate, enriquecidos com 

extrato de levedura e sob incubação a 37°C 

por 24 a 48h, com atmosfera enriquecida 

com 5 a 20% de CO2. Também é encontrado 

como habitante natural da mucosa prepucial 

(Humphrey et al., 1982; Krogh et al., 1983) 

e trato genital feminino (Kwiecien e Little, 

1992) podendo também ser encontrado no 

trato respiratório superior de ruminantes 

(Humphrey e Stephens, 1983; Corbeil et al., 

1986). H. somni pode também atuar como 

um patógeno oportunista, causando 

epididimite em ovinos, além de pneumonia, 

meningoencefalite, septicemia, miocardite e 

pericardite, inclusive em bovinos e caprinos 

(Walker et al., 1986; Ward et al., 1995; 

Carvalho Júnior et al., 2010). Fêmeas 

também podem ser acometidas, 

desenvolvendo quadro de vaginite, mastite, 

placentite e endometrite (Rahaley e White, 

1977; Philbey et al., 1991; Rizzo et al., 

2012). Em cordeiros, a infecção por H. 

somni pode evoluir para septicemia e levar o 

animal a óbito (Rahaley e White, 1977). 

Apesar de ser um microrganismo de 

crescimento fastidioso em laboratório, H. 

somni possui alto potencial patogênico, 

podendo resistir à ação de neutrófilos e 

macrófagos bovinos (Hellenbrand et al., 

2012). Dessa forma, grande parte da 

literatura disponível sobre a infecção por H. 

somni está relacionada a bovinos, 

particularmente a infecções do trato 

respiratório. 

 

Em ovinos, a infecção por H. somni foi 

descrita pela primeira vez na Austrália, por 

Roberts (1956) e posteriormente em diversos 

outros países, como Estados Unidos 

(Kennedy et al., 1958; Ward et al., 1995), 
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Reino Unido (Low e Grahan, 1985) e 

Canadá (Beauregard e Higgins, 1983). No 

Brasil, a infecção por H. somni foi 

recentemente diagnosticada em ovinos, no 

estado de São Paulo, como causa de 

endometrite em ovelha (Rizzo et al., 2012). 

Diferentemente dos outros países, no Brasil, 

a infecção por H. somni em ovinos ainda não 

foi amplamente estudada, sendo 

diagnosticada mais frequentemente em 

bovinos (Scarcelli et al., 2004; Galiza et al., 

2010).  

 

Diagnóstico da Epididimite Infecciosa 

Ovina 

 

Diferentes técnicas estão disponíveis para o 

diagnóstico das principais causas de 

epididimite infecciosa ovina. No entanto, 

ainda não há um único método de 

diagnóstico totalmente satisfatório e, 

portanto, o diagnóstico definitivo deve 

contar com a combinação de testes, o que 

aumenta a confiabilidade dos resultados 

(Burgess, 1982; West e Bruce, 1991). 

 

Exame clínico-andrológico 

 

Além de indicador da capacidade 

reprodutiva dos machos, o exame clínico-

andrológico auxilia na pesquisa de possíveis 

disfunções do trato reprodutivo, sendo uma 

técnica de fácil execução e de baixo custo, 

além de não demandar avançada 

infraestrutura laboratorial.  A avaliação 

clínico-andrológica possibilita a 

identificação e o isolamento de animais com 

sinais clínicos de doenças do trato 

reprodutivo até a confirmação por exames 

laboratoriais. Dessa forma, o exame clínico-

andrológico é uma ferramenta para triagem 

em casos de suspeita de subfertilidade ou 

infertilidade em rebanhos. O exame 

completo é composto por anamnese, exame 

clínico e espermograma (CBRA, 1998). 

 

Na anamnese, são obtidas informações sobre 

o histórico reprodutivo do carneiro nas 

últimas estações de monta, incluindo 

número de coberturas, taxa de fertilidade e 

de natalidade. Ao exame clínico, a genitália 

externa (bolsa escrotal, testículos, 

epidídimos, pênis e prepúcio) é inspecionada 

minuciosamente. Pela palpação de testículos 

e epidídimos, são avaliadas consistência, 

mobilidade, temperatura, sensibilidade e 

presença de nódulos. A avaliação seminal 

deve ser realizada de acordo com o sugerido 

pelo Manual de Andrologia do Colégio 

Brasileiro de Reprodução Animal (CBRA, 

1998), observando-se aspecto, cor, odor e 

volume do ejaculado. Qualquer alteração 

que indique a presença de substâncias 

incomuns ao sêmen (sangue, pus, urina) 

deve ser considerada. Na avaliação 

espermática, alterações de motilidade, 

concentração e morfologia podem ocorrer 

como sinais precoces de infecções no trato 

reprodutivo. A presença de células 

inflamatórias no ejaculado é forte indicativo 

de processo inflamatório no trato 

reprodutivo (Robles et al., 1998), podendo 

ser observada até mesmo em animais sem 

outras manifestações clínicas (Carvalho 

Júnior et al., 2012).  

 

Sorologia 

 

A sorologia é o exame laboratorial mais 

frequentemente utilizado para o diagnóstico 

da epididimite por B. ovis (Blasco, 1983). 

No entanto, técnicas sorológicas ainda não 

estão disponíveis para o diagnóstico das 

infecções por A. seminis e H. somni (Hajtos 

et al. 1987; Gomes et al. 2001). 

 

Diferentes métodos sorológicos têm sido 

usados para detectar anticorpos anti-B. ovis 

incluindo a imunodifusão em gel de ágar 

(IDGA) (Xavier et al., 2011), fixação de 

complemento (FC) (Clapp, 1962; Alton et 

al., 1988, Xavier et al., 2011) e testes 

imunoenzimáticos (ELISA indireta) (Nozaki 

et al., 2004; Robles, 2008). 

 

O IDGA é o método oficial utilizado por 

laboratórios credenciados pelo Ministério da 
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Agricultura, Pecuária e Abastecimento, para 

o diagnóstico da infecção por B. ovis no 

Brasil (BRASIL, 2004). O teste de IDGA 

possui alta sensibilidade, sendo baseado na 

formação de complexo antígeno-anticorpo 

insolúvel que se precipita no gel, formando 

uma linha visível após 72 horas de incubação 

(Myers e Siniuk, 1970). 

 

A FC é o teste sorológico padrão para o 

diagnóstico da epididimite ovina em 

programas de erradicação na Austrália e 

Nova Zelândia (West e Bruce, 1991). Apesar 

de ser considerado um teste específico, sua 

principal desvantagem está relacionada à 

preservação do complemento, que pode 

perder a estabilidade facilmente levando a 

resultados falso-negativos. 

Comparativamente, a FC tem elevada 

sensibilidade durante a fase aguda da 

infecção, enquanto o IDGA apresenta 

sensibilidade mais elevada na fase crônica 

(Xavier et al., 2011).  

 

O teste de ELISA indireto é apontado como 

uma das provas mais sensíveis e específicas 

para o diagnóstico sorológico da infecção 

por B. ovis (Worthington et al., 1984). Esse 

teste possui a vantagem de apresentar leitura 

objetiva, por espectrofotometria, além da 

utilização de quantidades mínimas de 

reagentes e soro, e a possibilidade de 

processamento de grande número de 

amostras ao mesmo tempo (Robles, 2008). 

No entanto, a técnica é muito sensível e 

pequenos erros de manipulação podem 

influenciar os resultados. 

 

Algumas comparações entre os testes de FC, 

ELISA e IDGA indicaram que o ELISA 

apresenta melhores resultados individuais 

(Worthington et al., 1984; Marín et al., 

1989). Já em comparações apenas entre FC 

e IDGA, apesar dos métodos apresentarem 

resultados similares de sensibilidade e 

especificidade, o FC resulta em menor 

sensibilidade na fase crônica da infecção 

(Xavier et al., 2011). Dessa forma, a 

recomendação ainda é a associação de pelo 

menos dois testes sorológicos no diagnóstico 

da brucelose ovina por B. ovis (West e 

Bruce, 1991; Xavier et al., 2011).  

 

Cabe ressaltar que, apesar da sorologia ser o 

método oficial de diagnóstico da epididimite 

ovina por B. ovis, animais infectados e 

eliminando a bactéria no sêmen ou urina 

podem ser negativos nos testes sorológicos e 

animais negativos podem ser positivos no 

teste (Xavier et al., 2010; Costa et al., 2012).  

 

Isolamento bacteriano 

 

Por confirmar a presença do agente viável na 

amostra clínica, o isolamento bacteriano é 

considerado como diagnóstico definitivo em 

casos de epididimite ovina (Burguess, 1982; 

West e Bruce, 1991). Sêmen é o material 

biológico de escolha para diagnóstico 

bacteriológico de epididimite infecciosa. No 

entanto, amostras de urina podem ser 

utilizadas em substituição ou associadas ao 

sêmen para a pesquisa de tais agentes 

(Xavier et al., 2010).  

 

Animais infectados por agentes causadores 

de epididimite podem eliminá-los no sêmen 

de maneira intermitente e, 

consequentemente, o resultado negativo no 

cultivo bacteriano pode ter significância 

questionável (Burguess, 1982; West e Bruce, 

1991). Dessa forma, para aumentar a 

sensibilidade da técnica, são indicadas pelo 

menos três coletas, com intervalos semanais, 

para conclusão do diagnóstico (Blasco, 

1983). Fragmentos de tecido ou conteúdo de 

abscessos também podem ser submetidos ao 

cultivo microbiológico (Xavier et al., 2010). 

 

O meio seletivo para diagnóstico da infecção 

por B. ovis é o Thayer-Martin modificado 

(Brown et al., 1971), que possui inibidores 

de crescimento para outros microrganismos 

(vancomicina, nistatina e colistina). O 

cultivo deve ser realizado em ambiente com 

atmosfera suplementada com 5 a 10% de 

CO2, a 37° C e a leitura das placas realizadas 
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após 5 a 7 dias de incubação (Alton et al., 

1988). 

 

Ainda não estão disponíveis meios seletivos 

para o diagnóstico das infecções por A. 

seminis e H. somni e em casos de suspeita de 

infecção por um desses agentes, o cultivo 

deve ser realizado em meios suplementados 

com sangue ou soro a 37°C por 48h. Além 

disso, para o crescimento ótimo de H. somni, 

o meio de cultura deve ser enriquecido com 

extrato de levedura e a atmosfera de 

incubação suplementada com 5 a 10% de 

CO2. As colônias são identificadas de acordo 

com a morfologia (Alton et al., 1988) e 

confirmadas por provas bioquímicas (Meyer 

e Cameron, 1956; Hatjós et al., 1987) ou 

métodos moleculares (Appuhamy et al., 

1998; Angen et al., 2003; Saunders et al., 

2007). 

 

Similarmente às demais técnicas, o cultivo 

bacteriano também possui desvantagens, 

como a possível perda de viabilidade dos 

agentes durante o transporte e/ou 

armazenamento de amostras, além do 

crescimento exacerbado de contaminantes 

ambientais que pode ocorrer em meios não-

seletivos, que competem por nutrientes e/ou 

produzem substâncias tóxicas que impedem 

o crescimento da bactéria, resultando em 

resultados falso-negativos (Hughes e 

Claxton, 1968). 

 

Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) 

 

A reação em cadeia da polimerase (PCR) é 

um método de diagnóstico direto, baseado na 

amplificação de uma sequência de DNA 

específica encontrada no genoma de cada 

organismo. Este método é alternativo aos 

testes convencionais por ser mais rápido e 

sensível (Bricker, 2002). Dependendo da 

metodologia de extração de DNA 

empregada, o resultado pode ser obtido em 

poucas horas, ao contrário do isolamento 

bacteriano, que requer dias de incubação 

além da realização de provas confirmatórias. 

Adicionalmente, por não depender da 

viabilidade dos agentes, o método pode 

também ser empregado em amostras 

submetidas ao congelamento (Xavier et al., 

2010). Apesar de ser o sêmen fresco a 

amostra de escolha, a PCR pode ser 

realizada em amostras de urina, lavado 

prepucial e fragmentos de diferentes tecidos 

do trato genito-rinário de carneiros 

(Appuhamy et al., 1998; Manterola et al., 

2003; Saunders et al., 2007; Xavier et al., 

2010). 

 

Saunders et al. (2007) desenvolveram uma 

técnica de PCR multiplex que possibilita o 

diagnóstico das infecções por Brucela spp., 

A. seminis e H. somni com uma única reação, 

dimuindo gastos com reagentes e o tempo 

para o diagnóstico diferencial. No entanto, o 

método empregado utilizou iniciadores 

gênero-específicos para detecção de 

Brucella spp., e dessa forma não é capaz de 

diferenciar a B. ovis de outras espécies de 

Brucella que também acometem ovinos, 

como a B. mellitensis, e que possui alto 

potencial zoonótico.  

 

 

 

 

CAPÍTULO II: 

CINÉTICA DAS INFECÇÕES 

EXPERIMENTAIS POR 

Actinobacillus seminis e Histophilus 

somni EM CARNEIROS 
 

 

INTRODUÇÃO 

 

A epididimite infecciosa ovina tem como 

causas principais as infecções por Brucella 

ovis, Actinobacillus seminis e Histophilus 

somni (Burgess, 1982). No entanto, ao 

contrário da vasta literatura disponível 

referente à infecção por B. ovis, poucos são 

os estudos relacionados às infecções 

causadas por A. seminis e H. somni em 

ovinos. Sabe-se que A. seminis é um 

habitante natural da mucosa prepucial ovina, 
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podendo atuar como patógeno oportunista, 

levando primariamente a epididimite e 

orquite em animais jovens (Baynes and 

Simmons 1960, 1968; Van Tonder 1973; Al 

Katib e Dennis, 2007). H. somni também é 

um patógeno oportunista, residindo 

naturalmente na mucosa prepucial ovina e 

nas mucosas reprodutivas e respiratórias de 

bovinos. No entanto, existe um maior 

número de estudos registrados sobre a 

infecção por H. somni em bovinos, quando 

comparado à espécie ovina (Low e Graham, 

1985; Walker e Leamaster, 1986; Ward et 

al., 1995).  

 

Dessa forma, considerando a importância da 

epididimite infecciosa na ovinocultura 

nacional e a escassez de estudos referentes 

às infecções por A. seminis e H. somni em 

ovinos, objetivou-se com o presente estudo 

caracterizar os achados clínicos e as lesões 

anatomo-histopatológicas causadas por 

essas bactérias e sua distribuição no trato 

reprodutivo de carneiros experimentalmente 

infectados. 

  

 

 

 

MATERIAL E MÉTODOS 

 

Infecção experimental e coleta de 

amostras 

 

Foram utilizados 20 carneiros mestiços de 

Santa Inês, com idade variando entre 18 e 24 

meses. Antes do período experimental, os 

carneiros foram submetidos a teste de 

triagem para confirmação de que eram livres 

de epididimite infecciosa por B. ovis, A. 

seminis e H. somni. Foi realizado exame 

clínico-andrológico, IDGA para diagnóstico 

da infecção por B. ovis e cultura 

bacteriológica para a pesquisa das três 

infecções (B. ovis, A. seminis e H. somni) em 

amostras de sêmen, sangue, urina e lavado 

prepucial. Foram constituídos dois grupos 

experimentais com 10 indivíduos cada. A 

infecção por A. seminis ocorreu no período 

de agosto a outubro de 2009 e a infecção por 

H. somni de setembro a novembro de 2010.  

 

Os animais foram alimentados com feno, 

ração comercial e água ad libitum, durante 

todo o experimento, que foi realizado na 

Escola de Veterinária da Universidade 

Federal de Minas Gerais, em Belo 

Horizonte, Brasil (19.52°S, 43.57°W). Os 

animais foram submetidos a 2 meses de 

adaptação e treinamento em coleta de sêmen 

por vagina artificial. Para as coletas, uma 

ovelha mestiça teve o estro induzido com 2 

mg de cipionato de estradiol (ECP - Pfizer 

Saúde Animal, Brasil) intramuscularmente 

48 horas antes da coleta de sêmen. Esse 

protocolo foi repetido durante todo o 

experimento sempre que necessário. Após o 

período de adaptação (Grupo 1: junho a 

julho de 2009 e Grupo 2: julho a agosto de 

2010) , o primeiro grupo de 10 carneiros foi 

inoculado com 1 mL de suspensão contendo 

aproximadamente 2,3 x 1010 unidades 

formadoras de colônia (CFU)/mL de  A. 

seminis (cepa ATCC 15768) injetada no 

interior da cauda do epidídimo esquerdo, 

conforme previamente descrito por Al Katib 

e Dennis (2005). 

O segundo grupo de 10 carneiros foi 

inoculado com 1 mL de suspensão contendo 

aproximadamente 1,0 x 109 UFC/mL de H. 

somni (cepa 3384Y) injetada no interior da 

cauda do epidídimo esquerdo (Al Katib e 

Dennis, 2005). As infecções experimentais 

foram realizadas em anos consecutivos e os 

animais de grupos experimentais diferentes 

nunca tiveram contato. Os protocolos 

experimentais foram aprovados pelo Comitê 

de Ética em Experimentação Animal 

(CETEA-UFMG, Protocolos 285/2008 e 

002/2010). 

 

Os animais foram clinicamente avaliados 

antes da inoculação (dia 0) e a cada 7 dias 

pós infecção (dpi), durante 6 semanas, 

totalizando sete avaliações por grupo 

experimental. Clinicamente foi mensurada a 

circunferência escrotal na região de maior 

diâmetro testicular, com auxílio de fita 
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métrica. A consistência testicular foi 

avaliada por palpação e atribuído escore de 

1 (muito flácido e sem elasticidade) a 5 

(endurecido). O comprimento e a largura de 

testículos e caudas de epididimos foram 

medidos com paquímetro, sendo o 

comprimento medido no sentido dorso-

ventral e a largura no sentido crânio-caudal. 

Todas as avaliações clínicas, dos dois grupos 

experimentais, foram realizadas pelo mesmo 

examinador. 

 

Sêmen, sangue, urina e lavado prepucial 

foram obtidos antes da inoculação e a cada 7 

dpi, durante 6 semanas, totalizando 7 coletas 

por grupo. Para evitar contaminações 

cruzadas entre os carneiros de cada grupo, 

foi utilizado um plástico estéril, descartável 

no interior da vagina artificial, conectado 

diretamente ao tubo de coleta. Três carneiros 

do primeiro grupo não apresentaram libido 

durante o período experimental e foram 

submetidos à eletroejaculação em todas as 

coletas (Biberstein et al., 1964). O sangue 

total foi coletado por punção da veia jugular, 

com sistema de coleta à vácuo. A coleta de 

urina foi realizada por bloqueio da 

respiração por 30 segundos. Para o lavado 

prepucial, 10 mL de PBS estéril foi 

introduzido na cavidade prepucial, seguido 

de massagem por 1 minuto e recuperação da 

suspensão em tubos de 15 mL estéreis (Clark 

e Dufty, 1978). 

 

Bacteriologia, histopatologia e imuno-

histoquímica 

 

Após seis semanas de infecção, os animais 

foram eutanasiados após sedação com 2 mg 

de xilasina (Copazine – Schering-Plough 

Coopers, Brasil) seguida de eletrocução. 

Para a determinação da distribuição tecidual 

dos agentes, fragmentos de cauda, corpo e 

cabeça de ambos os epidídimos, testículos, 

ampolas dos ductos deferentes, vesículas 

seminais, glândulas bulbo-uretrais, 

linfonodos inguinais e ilíacos, prepúcio, 

glande, baço, fígado, rins e bexiga foram 

coletados. Para análise microbiológica, as 

amostras foram acondicionadas em tubos de 

50 mL contendo 2 mL de PBS estéril e 

maceradas com o auxílio de 

homogeneizador (Polishop, Brasil). 

Fragmentos dos mesmos tecidos foram 

armazenados em solução de formalina 

tamponada a 10% para posterior 

processamento histológico. Fragmentos de 

testículos foram também fixados em solução 

de Bouin. 

 

Para o cultivo bacteriano, 100 µL de cada 

amostra (homogeneizados de tecidos, 

sêmen, sangue, urina e lavado prepucial) 

foram semeados em meio GC (meio base do 

Agar chocolate, Bectron Dickinson, EUA), 

suplementado com 1% de hemoglobina 

bovina (Sigma-Aldrich, Brasil), sem 

antibióticos e incubadas a 37°C por 48h. 

Para a detecção de H. somni, 0,5% de extrato 

de levedura (Invitrogen, Brasil) foi 

adicionado ao meio e as placas incubadas 

sob atmosfera com 5% CO2. Colônias foram 

confirmadas após ressuspensão em 100 µL 

de água ultra-pura estéril, fervura por 10 

minutos e o DNA amplificado por técnica de 

PCR espécie-específico para cada agente 

(Appuhamy et al., 1998; Saunders et al., 

2007; Xavier et al., 2010).  

 

A avaliação histopatológica foi realizada 

após processamento pela técnica rotineira de 

inclusão em parafina e coloração por 

hematoxilina e eosina (HE). Foi feita a 

descrição morfológica das lesões e atribuído 

escore de lesões inflamatórias: 0 (ausência 

de alterações inflamatórias) a 3 (intensa). 

 

Para confirmar a presença do agente em 

lesões histopatológicas, cortes com 

alterações histológicas foram processados 

para imuno-histoquímica. Nessa técnica, os 

cortes parafinizados foram hidratados e 

incubados com peróxido de hidrogênio a 

10% (em PBS) por 30 minutos. Após serem 

lavadas com PBS, as lâminas foram 

transferidas para a câmara úmida a 

temperatura ambiente e incubadas com leite 

desnatado (25 mg/mL) por 45 minutos e 
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posteriormente incubadas com o anticorpo 

primário por 30 minutos. O soro hiper-imune 

produzido conforme descrito abaixo foi 

utilizado como o anticorpo primário, na 

diluição de 1:1000, para a pesquisa dos dois 

agentes. Após, as lâminas foram lavadas 

com PBS e incubadas com anticorpo 

secundário por 20 minutos, depois lavadas 

com PBS e incubadas por 20 minutos com o 

complexo estreptoavidina-peroxidase 

(LSAB kit, Dako, EUA). A imunomarcação 

foi revelada com cromógeno 

diaminobenzidina (DAB, Dako, EUA) e os 

cortes contracorados com hematoxilina de 

Mayer (Silva et al., 2011). 

 

Os anticorpos primários policlonais (soro 

hiperimune anti-A. seminis e anti-H. somni) 

utilizados foram produzidos em coelhos, 

mantidos em gaiolas isoladas no Hospital 

Veterinário da UFMG, alimentados com 

ração comercial para coelhos, verduras e 

água à vontade. Estes foram submetidos à 

imunoestimulação com injeções intra-

musculares semanais de 1 mL de suspensão  

contendo 1,0 x 109 UFC de A. seminis ou H. 

somni, diluídos em Adjuvante de Freund 

Incompleto (Sigma-Aldrich, EUA). Os 

coelhos foram estimulados uma vez por 

semana, totalizando quatro injeções, e a 

produção de anticorpos foi acompanhada 

semanalmente por teste de soro-aglutinação. 

Uma semana após a última inoculação, os 

coelhos foram submetidos à coleta de sangue 

total, sob anestesia (xilazina 10 mg/Kg e 

quetamina 40 mg/Kg) seguida de punção 

intracardíaca com agulha de 40 x 1,6 mm. 

Todo soro extraído de cada animal foi 

alíquotado em microtubos de 1,5 mL e 

armazenado a -20°C.  

 

No entanto, apesar de utilizadas a mesma 

técnica de produção de anticorpos e 

processamento das lâminas, o método de 

imuno-histoquímica utilizado foi eficiente 

apenas para a marcação de A. seminis. 

 

Análise estatística 

 

Dados que apresentaram distribuição normal 

(circunferência escrotal, comprimento e 

largura testicular) foram analisados por 

ANOVA seguido do teste de Dunnett de 

múltiplas comparações. Dados não 

paramétricos (consistência testicular, 

comprimento e largura caudas dos 

epididídimos) foram analisados por Kruskal 

Wallis, seguido do teste de Dunn de 

comparações múltiplas. As frequências de 

amostras positivas para A. seminis e H. 

somni foram comparadas pelo teste exato de 

Fisher. Foi considerada diferença estatística 

quando P < 0,05. As análises foram feitas 

com o programa GraphPad InStat, versão 

3.05 (GraphPad InsStat Software, Inc. San 

Diego, EUA). 

 

RESULTADOS 

 

Achados clínicos 

 

Imediatamente antes da infecção 

experimental (Tempo 0), todos os carneiros 

utilizados nas duas infecções experimentais 

apresentavam-se clinicamente saudáveis, 

sem lesões palpáveis em testículos ou 

epidídimos. Além disso, todos os animais 

foram negativos para infecção por B. ovis, A. 

seminis e H. somni por cultura bacteriológica 

de sêmen, sangue, urina e lavado prepucial, 

assim como negativos para infecção por B. 

ovis por IDGA. 

 

Durante todo o período experimental, não 

houve alteração da circunferência escrotal 

nos dois grupos experimentais (Figura 1). 

No entanto, a consistência testicular 

diminuiu aos 35 dpi nos animais infectados 

por A. seminis, enquanto que o grupo 

infectado por H. somni apresentou 

diminuição da consistência testicular já aos 

21 dpi (Figura 2). A consistência testicular 

de ambos os grupos de carneiros infectados 

permaneceu reduzida até o final do período 

experimental. 
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Figura 1. Circunferência escrotal de carneiros experimentalmente infectados com Actinobacillus 

seminis (n=10) ou Histophilus somni (n=10) durante 42 dias de infecção. Os valores de cada ponto 

representam média e erro padrão. 

 

 

Figura 2. Consistência testicular de carneiros experimentalmente infectados com Actinobacillus 

seminis (n=10) ou Histophilus somni (n=10) durante 42 dias de infecção. Os valores de cada ponto 
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representam média. Asteriscos indicam diferença estatística (P < 0,05) quando comparados aos 

valores pré-infecção (Tempo 0) pelo teste de Dunn de múltiplas comparações (* infecção por A. 

seminis; ** infecção por H. somni). 

 

Não houve diferença entre a média das 

medidas dos testículos direitos e esquerdos 

dentro de cada grupo experimental e, 

portanto, os valores apresentados são 

referentes à média de ambos os testículos de 

10 animais por grupo (Figura 3). A infecção 

por A. seminis não causou alteração nas 

medidas testiculares em nenhum momento 

do período experimental. Por outro lado, a 

infecção por H. somni resultou em redução 

pontual do comprimento testicular aos 28 

dpi e aumento da largura testicular já aos 7 

dpi (Figura 3). A largura testicular média 

permaneceu aumentada durante todo o 

período experimental. 

 

  

Figura 3. Comprimento e largura testiculares de carneiros experimentalmente infectados por 

Actinobacillus seminis ou Histophilus somni durante 6 semanas de infecção. Pontos representam 

média e erro padrão de 10 animais para cada grupo. (*) indicam diferença significativa (P < 0,05), 

pelo teste de Dunnet de múltiplas comparações, para infecção por H. somni em relação ao valor 

pré-infecção (tempo 0). 

 

As medidas das caudas dos epidídimos 

direitos permaneceram inalteradas durante 

todo o curso das duas infecções 

experimentais (Figura 4). No entanto, as 

medidas das caudas dos epidídimos 

esquerdos (i.e. sítio de inoculação) 

aumentaram significativamente (P < 0,05) já 

aos 7 dpi em ambas as infecções. Na 

infecção por A. seminis, o comprimento das 

caudas dos epidídimos esquerdos 
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permaneceu aumentado até 28 dpi, 

retornando ao valor pré-inoculação aos 35 

dpi, e depois aumentando novamente aos 42 

dpi (Figura 4A), enquanto a largura 

permaneceu aumentada até 21 dpi, 

retornando para os valores originais aos 28 

dpi (Figura 4B). Por outro lado, durante a 

infecção por H. somni, o comprimento e 

largura das caudas dos epidídimos esquerdos 

retornaram ao tamanho pré-infecção aos 21 

dpi (Figura 4A e B). 
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Figura 4. Comprimento (A) e largura (B) das caudas dos epidídimos de carneiros 

experimentalmente infectados com Actinobacillus seminis (n=10) ou Histophilus somni (n=10) 

durante o curso das infecções. Asteriscos indicam diferença significativa (P < 0,05) em relação 

ao valor pré-inoculação (tempo 0) pelo teste de Dunn de múltiplas comparações. (*infecção por 

A. seminis; ** infecção por H. somni). 

 

 

Isolamento bacteriano 

 

A inoculação experimental por A. seminis foi 

suficiente para resultar em infecção em 

todos os carneiros, a bactéria foi recuperada 

em amostras de todos os animais, no 

isolamento bacteriano, em pelo menos um 

momento da infecção. Por outro lado, a 

inoculação por H. somni resultou em 

infecção em oito dos 10 carneiros. A 

frequência de animais positivos na 

bacteriologia ao longo dos períodos 

experimentais está apresentado na Figura 5. 

Já na primeira semana após a inoculação foi 

possível a recuperação de ambas as bactérias 

em amostras de sêmen, urina e lavado 

prepucial (Figura 5). Não houve recuperação 

de A. seminis e H. somni em amostras de 

sangue. 
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Figura 5. Frequência (%) de carneiros positivos por isolamento bacteriano para Actinobacillus 

seminis (n=10) ou Histophilus somni (n=10) ao longo de 42 dias de infecção experimental. (A) 

sêmen; (B) urina; (C) lavado prepucial. 

 
A detecção de A. seminis em amostras de 

sêmen e de urina foi maior (P < 0,05) que a 

detecção de H. somni (Tabela 1). Por outro 

lado, H. somni foi isolado em número maior 
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de tecidos quando comparado ao isolamento 

de A. seminis (P < 0,05).  

 

Tabela 1. Frequência (%) absoluta e relativa de isolamento de Actinobacillus seminis e 

Histophilus somni em amostras de sêmen, sangue, urina e lavado prepucial de carneiros 

experimentalmente infectados ao longo de seis semanas de infecção. 

Amostra Actinobacillus seminis Histophilus somni 

Sêmen 70,0% (42/70) a 38,3% (23/70) b 

Sangue 0,0% (0/70) a 0,0% (0/70) a 

Urina 60,0% (36/70) a 40,0% (24/70) b 

Lavado prepucial 45,0% (27/70) a 35,0% (21/70) a 

a,b Letras diferentes na mesma linha, resultados diferem entre si pelo teste exato de Fisher (P < 

0,05). 

 
Nas infecções por A. seminis e H. somni, sete 

(7/10) e cinco (5/10) carneiros, 

respectivamente tiveram pelo menos um 

órgão positivo na bacteriologia. A. seminis 

foi recuperado principalmente das ampolas 

dos ductos deferentes (60%) e bexiga (50%), 

na infecção por H. somni os órgãos com 

maior percentual de amostras positivas 

foram as vesículas seminais esquerdas (50%, 

Figura 6A) e bexigas (40%) (Figura 7). 

Interessantemente, a recuperação de ambos 

os agentes no sítio de inoculação foi baixa, 

com 40% e 10% de caudas de epidídimo, 

esquerdas e direitas respectivamente, 

positivas para A. seminis e nenhuma cauda 

positiva para H. somni. A infecção por H. 

somni resultou em 30% de rins positivos 

(Figura 6B). Não houve recuperação dos 

agentes em amotras de baço, fígado, 

linfonodos inguinais e ilíacos.   
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Figura 6. Frequência (%) de detecção de Actinobacillus seminis e Histophilus somni por 

bacteriologia de tecidos de carneiros experimentalmente infectados após seis semanas de 

infecção. 

 

 

 

Alterações anatomo-histopatológicas  

 

A inoculação intraepididimária com A. 

seminis resultou em lesões macroscópicas 

localizadas apenas no sistema reprodutivo 

dos carneiros. As alterações observadas com 

maior frequência foram abscessos no 

epidídimo (7/10), aumento do volume de 

linfonodos inguinais (6/10) e ilíacos (5/10). 

Seis carneiros apresentaram abscessos na 

cauda do epidídimo esquerdo (sítio de 

inoculação) (Figura 7A e B) e apenas um 

carneiro apresentou abscesso na cauda do 

epidídimo direita. Abscessos variaram de 0,5 

a 5,0 cm de diâmetro. O testículo esquerdo 

de quatro (4/10) carneiros apresentava-se 

com tamanho e consistência reduzidos, e um 

carneiro apresentou atrofia testicular 

esquerda associada à fibrose difusa da túnica 

vaginal (Figura 7C). Também foi observado 

o espessamento de túnica vaginal (4/10), 

aumento de glândulas vesiculares (3/10), 

além do aumento de glândula bulbouretral 

esquerda em um carneiro. Houve periorquite 

fibrinosa em dois carneiros. Um carneiro 

apresentou fibrose na cabeça do epidídimo 

esquerdo e, em outro, fibrose na cauda 

esquerda. Um carneiro apresentou edema na 

bolsa escrotal, adjacente à cauda do 

epidídimo esquerdo. Também foi observado 

material purulento e hemorragia em torno da 

cauda do epidídimo esquerdo em um 

carneiro (Figura 7D). 

 

Da mesma forma que o observado para A. 

seminis, os carneiros inoculados com H. 
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somni apresentaram alterações 

macroscópicas restritas ao trato genital. As 

principais lesões observadas no trato 

reprodutivo foram espessamento e aderência 

fibrosa da túnica albugínea com a túnica 

vaginal (6/10) e aumento de volume e 

abscessos na cauda do epidídimo esquerdo 

(5/10, Figura 8A), sendo em um carneiro 

associado a hematoma na túnica vaginal 

adjacente (1/10, Figura 8B). Também foram 

observados abscessos no corpo do epidídimo 

esquerdo (4/10, Figura 8C), deposição de 

fibrina no plexo pampiniforme (3/10) e nos 

testículos (3/10). Em cinco carneiros (5/10) 

foram observadas aderências multifocais 

entre testículos e túnica vaginal (Figura 8D). 

Também se observaram aderências entre 

cauda do epidídimo esquerda e túnica 

vaginal (2/10), testículo esquerdo com 

tamanho e consistência reduzidos (1/10), 

glândulas bulbouretrais diminuídas de 

tamanho e com consistência firme (1/10). 

Adicionalmente, foi observado aumento 

moderado dos linfonodos inguinais ou 

ilíacos esquerdos (2/10). 
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Figura 7. Carneiros experimentalmente infectados por Actinobacilus seminis. (A e B) Abscesso 

epididimário. (A) Cauda do epididímo esquerdo intensamente aumentado de volume com área 

focal elevada de coloração amarelada e (B) ao corte preenchido por fluido viscoso amarelado 

(purulento). (C) Atrofia testicular associada à fibrose difusa da túnica vaginal. Testículo esquerdo 

diminuído de volume e túnica vaginal espessada e firmemente aderida ao testículo. (D) 

Epididimite purulenta. Cauda do epididídimo circundada de material purulento associado à 

hemorragia. 
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Figura 8. Carneiros experimentalmente infectados por Histophilus somni. (A e B) Epididimite 

associada à atrofia testicular. Corpo e cauda de epidídimo esquerdo com intenso aumento de 

volume, túnica vaginal aderida e testículo ipsilateral intensamente diminuído de volume. (B) 

Hematoma na túnica vaginal na região adjacente à cauda do epidídimo esquerdo. (C) Abscesso 

epididimário. Corpo do epidídimo esquerdo com intenso aumento de volume, espessamento da 

parede e ao corte área focal com material viscoso amarelado. (D) Periorquite crônica. Aderências 

multifocais entre testículo e túnica vaginal. 
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Os tecidos examinados histologicamente 

foram: cabeça, corpo e cauda do epidídimo 

direito e esquerdo, testículo direito e 

esquerdo, vesícula seminal direita e 

esquerda, glândula bulbo uretral direita e 

esquerda, ampolas, glande, prepúcio, bexiga, 

rim, baço, fígado, linfonodo inguinal e 

linfonodo ilíaco interno, totalizando 21 

tecidos por carneiro. Alterações 

histopatológicas foram semelhantes entre as 

duas infecções experimentais, sendo 

observadas em 24,1% (49/203) dos tecidos 

avaliados de carneiros infectados com A. 

seminis e em 28,7% (60/209) dos tecidos dos 

carneiros infectados com H. somni. 

 

As lesões histológicas observadas nos 

grupos experimentais A. seminis e H. somni 

estão representadas nas Figuras 9 e 10, 

respectivamente. A técnica de imuno-

histoquímica utilizada não foi eficaz para a 

imunomarcação anti-H. somni nos tecidos 

avaliados e assim estão representadas apenas 

as imunomarcações anti-A. seminis. 

 

Na cauda do epidídimo foram observados: 

infiltrado linfo-histio-plasmocitário 

intersticial (Figura 9A) multifocal a difuso 

crônico, hiperplasia do epitélio ductal, 

infiltrado inflamatório mononuclear difuso 

(Figura 10A), cistos intra-epiteliais (Figura 

10B), infiltrado neutrofílico (microabcessos) 

ou misto intra-epitelial e/ou intra-lumenal. 

Também foram observados piogranulomas 

formados por neutrófilos, macrófagos, 

macrófagos epitelióides e/ou células 

gigantes multinucleadas, com área central de 

necrose contendo espermatozóides e/ou 

bactérias imunomarcadas (Figura 9C e D). 

As lesões observadas no corpo do epidídimo 

foram: infiltrado mononuclear multifocal 

intersticial ou perivascular e pequenos 

granulomas espermáticos (Figura 10C).  

 

As lesões testiculares foram caracterizadas 

por degeneração (Figura 9B), no grupo 

experimental A. seminis havia 4/10 carneiros 

com degeneração testicular do lado 

esquerdo, escore médio 0,9 e no grupo 

experimental H. somni havia 5/10 animais 

afetados, escore médio 0,9).  

 

Na vesícula seminal, observou-se infiltrado 

inflamatório linfo-histio-plasmocitário 

multifocal intersticial, infiltrado neutrofílico 

intra-epitelial e infiltrado neutrofílico e 

histiocitário intra-lumenal (Figura 9E), com 

imunomarcação dentro de citoplasma de 

macrófagos no lume glandular (Figura 9F). 

Nas ampolas dos ductos deferentes foram 

observados infiltrado inflamatório 

intraluminal e intersticial difuso (Figura 

10D), infiltrado intersticial plasmocitário 

discreto a intenso e intraepitelial ou 

intraluminal neutrofílico multifocal e 

hiperplasia glandular. 

 

Observou-se na mucosa prepucial infiltrado 

plasmocitário multifocal discreto a 

moderado na submucosa e microabscessos 

intraepiteliais. Na bexiga foi observado e 

infiltrado linfo-histiocitário multifocal 

discreto na mucosa e infiltrado linfocítico 

perivascular multifocal discreto na 

submucosa. Dentre os órgãos linfóides 

avaliados, linfonodo inguinal, ilíaco e baço, 

hiperplasia linfóide foi a alteração mais 

frequente nos dois grupos. A distribuição, 

frequência e intensidade das alterações 

inflamatórias estão sumarizadas nas Tabelas 

2 e 3. 
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Figura 9. Carneiros experimentalmente infectados por Actinobacillus seminis. (A) Cauda de 

epidídimo, infiltrado linfo-histio-plasmocitário intersticial intenso focal. HE 200X. (B) Testículo, 

degeneração intensa com redução das camadas do epitélio seminífero, Bouin 400X (C) Cauda 

epidídimo, granuloma espermático, HE 200X. (D) Cauda de epidídimo, imunomarcação livre e 

em citoplasma de células inflamatórias do granuloma, Spretoavidina-peroxidase 600X. (E) 

Vesícula seminal, infiltrado inflamatório intersticial e intraluminal, HE 400X. (F) Vesícula 

seminal, imunomarcação dentro de citoplasma de macrófagos no lume glandular (seta), 

Spretoavidina-peroxidase 600X. 
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Figura 10. Carneiros experimentalmente infectados por Histophilus somni. (A) Cauda do 

epidídimo, infiltrado inflamatório mononuclear difuso, HE 100X. (B) Cauda do epidídimo, 

múltiplos cistos no epitélio epididimário e infiltrado inflamatório mononuclear multifocal, HE 

100X. (C) Corpo do epidídimo, granuloma espermático, HE 400X. (D) Ampola do ducto 

deferente, infiltrado inflamatório intraluminal e intersticial difuso, HE 200X. 
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Tabela 2. Distribuição, frequência e intensidade de lesões inflamatórias em órgãos de carneiros experimentalmente infectados com 

Actinobacillus seminis. 

Tecido Cb

E 

Cb

D 

Co

E 

Co

D 

Cd

E 

Cd

D 

VS

E 

VS

D 

Bu

E 

Bu

D 

Am

p 

Bex Ri

m 

Pr

e 

Gla Lil Lin Baç

o 

Animais  1/10 0/10 4/9 0/10 9/9 1/10 5/9 1/10 1/10 0/10 5/10 5/1

0 

1/10 6/7 0/1

0 

0/1

0 

0/1

0 

3/10 

Mediana

*  

0,2 0,1 1,0 0,1 2,4 0,3 1,4 0,3 0,2 0,1 1,1 0,6 0,3 1,4 0,1 0,0 0,0 0,5 

*Score da lesão inflamatória 0=ausente, 1=discreto, 2=moderado, 3=intenso. Cb= Cabeça epidídimo, Co= Corpo do epidídimo, Cd= Cauda do epidídimo, 

VS= Vesícula seminal, Bu= Bulbouretal, Amp= Ampolas, Bex= Bexiga, Pre= Prepúcio, Gla= Glande, Lil= Linfonodo ilíaco, Lin= Linfonodo inguinal, E= 

esquerdo, D=direito.  

 

Tabela 3. Distribuição, frequência e intensidade de lesões inflamatórias em órgãos de carneiros experimentalmente infectados com Histophilus 

somni. 

Tecido Cb

E 

Cb

D 

Co

E 

Co

D 

Cd

E 

Cd

D 

VS

E 

VS

D 

Bu

E 

Bu

D 

Am

p 

Bex Ri

m 

Pr

e 

Gla Lil Lin Baç

o 

Animais  2/10 3/10 5/10 0/10 9/10 0/10 6/10 0/10 3/10 2/10 5/10 4/1

0 

2/10 9/9 3/1

0 

1/1

0 

1/1

0 

2/10 

Mediana

*  

0,2 0,4 1,0 0,0 2,1 0,1 1,4 0,2 0,6 0,6 1,1 0,6 0,3 1,6 0,4 0,2 0,2 0,3 

*Score da lesão inflamatória 0=ausente, 1=discreto, 2=moderado, 3=intenso. Cb= Cabeça epidídimo, Co= Corpo do epidídimo, Cd= Cauda do epidídimo, 

VS= Vesícula seminal, Bu= Bulbouretal, Amp= Ampolas, Bex= Bexiga, Pre= Prepúcio, Gla= Glande, Lil= Linfonodo ilíaco, Lin= Linfonodo inguinal, E= 

esquerdo, D=direito.  
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DISCUSSÃO 

 

Este é o primeiro estudo comparativo 

realizado entre as infecções por A. seminis e 

H. somni, trazendo informações importantes 

para o melhor entendimento sobre sua 

patologia e servindo como subsídio para 

estudos relacionados a seu diagnóstico em 

ovinos. Apesar de ambos os agentes serem 

encontrados na microbiota prepucial de 

carneiros saudáveis (Burgess, 1982; Walker 

e Leamaster, 1986), neste trabalho foi 

demonstrado que os dois microrganismos 

são igualmente capazes de causar lesões no 

trato reprodutivo de ovinos 

experimentalmente inoculados.  

 

Mesmo com a inoculação sendo via intra-

epididimária, ambos agentes causaram 

infecção em diferentes órgãos do trato 

genito-urinário, chegando a colonizar 

bexigas, glândulas bulbouretrais, vesículas 

seminais, ampolas dos ductos deferentes e, 

no caso de H. somni, os rins e testículos. 

Entretanto, nenhum dos dois agentes 

apresentou dispersão via hematógena, uma 

vez que não foram isolados em amostras de 

baço, fígado, linfonodos inguinais e ilíacos, 

além de não ter ocorrido bacteremia 

detectável em nenhum momento durante as 

duas infecções experimentais.  

 

As lesões macro e microscópicas mais 

intensas foram encontradas no sítio de 

inoculação (i.e. cauda do epididídimo 

esquerdo). Para ambos os agentes, além dos 

epidídimos, os tecidos com reações 

inflamatórias mais intensas foram as 

vesículas seminais esquerdas, ampolas dos 

ductos deferentes e prepúcio.  

 

Carneiros inoculados com A. seminis por via 

intra-epididimária, também podem 

apresentar vesiculite, ampolite e 

bulbouretrite (Al katib e Dennis, 2007). No 

entanto, no presente estudo, mesmo sendo 

isolados das bulbouretrais, A. seminis e H. 

somni não produziram reações inflamatórias 

evidentes nesse órgão.  

 

Dentre os principais achados clínicos, pode-

se destacar a acentuada diminuição da 

consistência testicular observada nos dois 

grupos experimentais, que foi associado 

histologicamente à degeneração testicular. 

Em alguns cortes histológicos o quadro de 

degeneração foi tão acentuado que foram 

observados túbulos seminíferos contendo 

apenas células de Sertoli, o que impacta 

diretamente a fertilidade do animal. As 

alterações testiculares e epididimárias 

causadas pela inoculação por A. seminis já 

podem ser notadas 24 horas após a 

inoculação (Al Katib e Dennis, 2008). 

Decorrida uma semana, as alterações são 

ainda mais perceptíveis ao exame clínico. 

Por outro lado, em casos crônicos, a 

consistência testicular pode aumentar de 

maneira irreversível como reflexo de atrofia 

e fibrose intersticial (Al Katib e Dennis, 

2007; Bezerra et al., 2012). A ausência de 

reação inflamatória nos testículos e o 

isolamento bacteriano apenas no grupo 

infectado por H. somni, em apenas dois 

testículos (2/20), juntamente com a falta de 

imunomarcação para ambos os agentes, 

pode ser indicativo de que ambas as 

bactérias comprometam os testículos de 

forma secundária, como reflexo da 

inflamação dos epidídimos. 

 

Apesar de não ter havido diferença 

estatística entre o tamanho médio dos 

testículos direito e esquerdo, um carneiro 

infectado por H. somni apresentou intensa 

redução do comprimento testicular esquerdo 

e aumento do comprimento e largura da 

cauda do epidídimo ipsilateral, que 

refletiram em acentuada assimetria 

facilmente detectável ao exame clínico. O 

aumento do comprimento e largura das 

caudas dos epidídimos observados já na 

primeira semana após a inoculação, nos dois 

grupos experimentais, estão de acordo com 

outros estudos (Al Katib e Dennis, 2008) e 

são compatíveis com processo inflamatório 

agudo. Nos dois grupos experimentais, a 

largura das caudas dos epidídimos tenderam 
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a voltar aos valores normais entre a terceira 

e quarta semana após a inoculação.  

 

No geral, os achados anatomo-patológicos 

foram semelhantes aos observados em casos 

de infecção natural (Claxton e Everett, 1966; 

Low e Grahan, 1985; Bezerra et al., 2012), 

para ambas as infecções experimentais.  

 

A excreção dos agentes ocorreu de forma 

intermitente, em todas as amostras 

biológicas testadas, corroborando com os 

achados de diversos estudos (Laws et al, 

1972; Webb et al., 1980; Worthington et al., 

1985, West e Bruce, 1991; Xavier et al., 

2010). 

 

A baixa frequência de isolamento bacteriano 

em amostras de cauda de epidídimo sugere a 

cronificação das infecções, que dificultou o 

isolamento bacteriano dos dois agentes 

(Bezerra, 2012).  

 

A maior frequência de detecção de A. 

seminis do que H. somni em amostras de 

urina foi compatível com o maior número de 

bexigas positivas para A. seminis por 

isolamento bacteriano. Ficou confirmado 

que A. seminis e H. somni podem sobreviver 

também no trato urinário, sendo a urina uma 

importante fonte de eliminação dos agentes 

causadores de epididimite, o que reforça seu 

uso para fins de diagnóstico (Xavier et al., 

2010; Costa et al., 2012).  

 

CONCLUSÃO 

 

A. seminis e H. somni são capazes de causar 

infecção em ovinos, colonizando diferentes 

órgãos do trato genito-urinário, sendo 

indistinguíveis por exame clínico, necropsia 

ou histopatologia. Por outro lado, como as 

infecções são muito semelhantes, fica 

evidenciada a importância do uso de técnicas 

complementares de diagnóstico direto para 

confirmação do agente etiológico. 
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CAPÍTULO III: 

PCR MULTIPLEX ESPÉCIE-

ESPECÍFICO PARA O 

DIAGNÓSTICO DAS INFECÇÕES 

POR BRUCELLA OVIS, ACTINOBACILLUS 

SEMINIS E HISTOPHILUS SOMNI EM 

CARNEIROS 
 

INTRODUÇÃO 

 

A epididimite infecciosa ovina é causada 

principalmente pelas bactérias Brucella ovis, 

Actinobacillus seminis e Histophilus somni 

(Burgess, 1982). A. seminis é componente da 

microbiota normal da mucosa prepucial de 

carneiros saudáveis que, sob condições de 

stress do hospedeiro, pode causar infecção 

ascendente levando a epididimite e orquite, 

particularmente em carneiros jovens 

(Burgess, 1982; Carvalho Júnior et al., 

2010). A infecção por A. seminis 

frequentemente progride 

assintomaticamente durante os primeiros 

estágios, podendo não ser diagnosticada até 

que a doença esteja completamente 

instalada. H. somni, previamente descrito 

como Haemophilus somnus, Haemophilus 

agni e Histophilus ovis, está naturalmente 

presente na mucosa prepucial de bovinos, 

caprinos e ovinos como componente da flora 

normal (Walker e Leamaster, 1986). 

Similarmente ao A. seminis, H. somni 

também pode agir como um patógeno 

oportunista, mas, além da epididimite, a 

infecção pode resultar em outras 

manifestações clínicas, como vaginite, 

pneumonia, meningoencefalite, mastite, 

sinovite, septicemia e outras desordens 

reprodutivas (Ward et al., 1995; Diaz-

Aparicio et al., 2009). Em ovinos, essa 

bactéria causa infecção semelhante à 

brucelose ovina por B. ovis (Burgess, 1982; 

Walker e Leamaster, 1986), que é 

caracterizada por epididimite uni ou bi-

lateral e orquite que estão associados à 

subfertilidade ou infertilidade, dependendo 

da intensidade das lesões.  

 

As infecções por tais agentes geralmente são 

irresponsivas a antibioticoterapia (Heath et 

al., 1991), resultando em perdas econômicas 

significativas devido a falhas reprodutivas e 

descarte de reprodutores (Carpenter et al., 

1987). 

 

O diagnóstico da infecção por B. ovis é 

baseado em exame clínico, sorologia e 

bacteriologia de sêmen (Burgess, 1982; 

Santos et al., 2005). Diagnóstico molecular 

com amostras de sêmen, baseado na 

amplificação do DNA de Brucella spp., 

também pode ser utilizado (Manterola et al., 

2003; Saunders et al., 2007). Além disso, foi 

desenvolvida recentemente a técnica de PCR 

(reação em cadeia da polimerase) espécie-

específica para o diagnóstico direto da 

infecção por B. ovis (Xavier et al., 2010). 

Testes sorológicos não estão disponíveis 

para o diagnóstico das infecções por A. 

seminis e H. somni e, dessa forma, o 

diagnóstico é comumente baseado em 

avaliação clínica e bacteriologia de sêmen, 

embora a PCR espécie-específica seja 

proposta atualmente como um método de 

diagnóstico alternativo (Appuhamy et al., 

1998; Saunders et al., 2007).  

 

Considerando a importância do diagnóstico 

diferencial, principalmente em estudos 

epidemiológicos ou programas de 

erradicação (Bricker, 2002), o objetivo do 

presente estudo foi desenvolver e validar 

uma técnica de PCR multiplex, com 

iniciadores espécie-específicos, para 

detecção simultânea de B. ovis, A. seminis e 

H. somni em amostras biológicas de ovinos. 
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MATERIAL E MÉTODOS 
 

Coleta de amostras 

 

Para a realização do estudo, foram utilizadas 

560 amostras de sêmen, sangue, urina e 

lavado prepucial, provenientes do estudo 

prévio descrito no Capítulo II, sendo 70 

amostras de cada material biológico, das 

duas infecções experimentais. Fragmentos 

de cauda, corpo e cabeça de ambos os 

epidídimos, testículos, ampolas dos ductos 

deferentes, vesículas seminais, glândulas 

bulbo-uretrais, linfonodos inguinais e 

ilíacos, prepúcio, glande, baço, fígado, rins e 

bexiga, no total de 420 amostras, foram 

coletados após as infecções experimentais 

realizadas previamente (Capítulo II) e 

acondicionados em tubos de 50 mL 

contendo 2 mL de PBS estéril e macerados 

com o auxílio de homogeneizador e 

fragmentos adicionais acondicionados em 

tubos criogênicos, imediatamente 

congelados em nitrogênio líquido e 

armazenados a -80°C até a extração de 

DNA.  

 

Como controle negativo foram utilizadas 

amostras de sêmen (n = 37), sangue (n = 11), 

urina (n = 18) e lavado prepucial (n = 8) de 

carneiros clinicamente saudáveis, livres de 

B. ovis por sorologia (IDGA) e com histórico 

de fertilidade. Adicionalmente, amostras de 

epidídimos foram obtidas de carneiros 

clinicamente saudáveis (n = 20), 

provenientes de abatedouro local.  

 

Para a avaliação da técnica de PCR 

multiplex, amostras biológicas de ovinos 

experimentalmente infectados por B. ovis 

foram obtidas de um estudo prévio (Xavier 

et al., 2010; Carvalho Júnior et al., 2012). 

 

Cultura bacteriológica 

 

Para o isolamento de A. seminis, 100 µL de 

cada amostra (homogeneizados de tecidos, 

sêmen, sangue, urina e lavado prepucial) 

foram plaqueados em meio GC (meio base 

do Agar chocolate, Bectron Dickinson, 

EUA), suplementado com 1% de 

hemoglobina bovina (Sigma-Aldrich, 

Brasil), sem antibióticos e incubadas a 37°C 

por 48h. Para a detecção de H. somni, 0,5% 

de extrato de levedura (Invitrogen, Brasil) 

foi adicionado ao meio e as placas incubadas 

sob atmosfera com 5% CO2. Colônias foram 

confirmadas por PCR espécie-específico 

para cada agente (Appuhamy et al., 1998; 

Saunders et al., 2007; Xavier et al., 2010).  

 

Extração de DNA  

 

A extração de DNA foi realizada pelo 

método da proteinase K e fenol/clorofórmio 

como descrito previamente (Matrone et al., 

2009). Brevemente, foram utilizados 0,5 mL 

de sangue e sêmen para a extração de DNA. 

A este volume, foram adicionados 0,5 mL de 

tampão TE (10 mM Tris-HCl pH 8,0, 1 mM 

EDTA, pH 8,0) seguido de repetidas 

centrifugações a 13.000 x g por 5 minutos (3 

a 4 vezes) e descarte do sobrenadante, até 

que este ficasse translúcido. Após lavagens, 

o precipitado foi re-suspendido em tampão 

Tris-EDTA (10 mM Tris-HCl pH 8,0, 25 

mM EDTA pH 8,0, 100 mM NaCl), com 

incubação em termobloco a 80°C por 10 

minutos e depois acrescentados 50 µL de 

SDS a 10% (BioAgency, Brasil) e 10 µL de 

proteinase K (20 mg/mL) (Invitrogen, 

Brasil), seguidos de incubação a 37°C por 

24h. Após a segunda incubação, foram 

adicionados 500 μL de fenol equilibrado 

(GE Healthcare, Brasil) seguido de 

centrifugação a 13.000 x g por 5 minutos. 

Então, 400 μL do sobrenadante foram 

transferidos para um novo microtubo de 1,5 

mL, seguido da adição de 400 μL de fenol-

clorofórnio (1:1). As amostras foram 

submetidas a uma nova centrifugação a 

13.000 x g por 5 minutos, seguida de 

transferência de 300 μL da fase aquosa para 

um novo microtubo de 1,5 mL e adição de 

300 μL de álcool isopropílico. Em seguida, 

as amostras foram homogeneizadas por 

inversão e mantidas a -20°C por 12 a 18 

horas. Para a precipitação do DNA, as 
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amostras foram centrifugadas a 13.000 x g 

por 30 minutos. O precipitado de DNA 

formado foi lavado com 1000 μL de etanol a 

70% seguida de centrifugação a 13.000 x g 

por 20 minutos. O precipitado final foi 

ressuspendido em 30 µL de tampão TE e 

incubado a 56ºC por 30 minutos. O material 

foi estocado a -20ºC até a realização da PCR. 

 

Amostras de urina e lavado prepucial foram 

congeladas e armazenadas a -20°C 

imediatamente após a coleta. Para a 

extração, foram descongelados 1,0 mL de 

cada amostra, nas quais foram adicionados 

0,5 mL de tampão TE seguido de uma 

centrifugação a 13.000 x g por 15 minutos. 

O restante do procedimento foi semelhante 

ao descrito para sêmen e sangue. 

 

Para a extração de DNA dos órgãos, os 

fragmentos armazenados em criotubos a -

80°C foram descongelados e macerados com 

o auxílio de lâmina de bisturi estéril. O 

material foi suspendido em 0,8 mL de 

tampão TE e o restante do procedimento foi 

realizado da mesma forma que o descrito 

para amostras de sêmen e sangue, com 

exceção da ressuspensão do precipitado 

final, que foi em 200 µL de tampão TE. 

 

Ao final de todas as extrações, a pureza e 

concentração de DNA das amostras foram 

estimadas por espectrofotometria 

(SmartSpec, BioRad, EUA), medindo-se a 

densidade óptica a 260 nm para DNA e a 280 

nm para proteínas. 

 

PCR simples 

 

A PCR simples foi realizada utilizando 

iniciadores previamente descritos para 

detecção de A. seminis (Senso 5’-

CTTATCTTTCTTAAGCCCTGAC-3’ and 

Anti-senso 5’-

AAGAAAAAGACGAAGAGACATT-3’, 

Appuhamy et al., 1998) e H. somni (Senso 

5’-GAAGGCGATTAGTTTAAGAG-3’ e 

Anti-senso 5’-

ACTCGAGCGTCAGTATCTTC-3’, 

Saunders et al., 2007). As reações de PCR 

foram realizadas utilizando 15 µL de PCR 

supermix comercial (Invitrogen, SP, Brasil), 

10 µM de cada iniciador, e 1–3 µL de DNA-

molde correspondente a 200–500 ng de 

DNA por reação. Os parâmetros de ciclagem 

foram os previamente descritos para cada 

alvo (Appuhamy et al., 1998; Saunders et al., 

2007) e estão sumarizados na Tabela 4. 

Água ultra-pura estéril foi utilizada em 

substituição ao DNA-molde como controle 

negativo. DNA genômico extraído de 

culturas puras de A. seminis e H. somni foi 

utilizado como controle positivo. A análise 

dos produtos amplificados foi feita por 

eletroforese em gel de agarose (Invitrogen, 

SP, Brasil) a 1%, em cuba horizontal com 

tampão de corrida TBE (50 mM de Tris, 50 

mM de ácido bórico, 2,5 mM de EDTA, pH 

8,0) 1X. As bandas foram comparadas com 

o padrão de peso molecular 1Kb DNA 

Ladder (Invitrogen, Brasil) e foram 

consideradas positivas aquelas com o peso 

molecular esperado para cada par de 

iniciadores utilizado, sendo 436 e 313 pares 

de bases (pb) para A. seminis e H. somni, 

respectivamente. 

 

PCR multiplex 

 

Para a PCR multiplex, foram utilizados 

iniciadores espécie-específicos previamente 

validados para detecção de B. ovis (Senso 5’-

GCCTACGCTGAAACTTGCTTTTG-3’ 

and Anti-senso 5´-

ATCCCCCCATCACCATAACCGAAG-

3’), os quais amplificam produto de 228 pb 

(Xavier et al., 2010). Os iniciadores para A. 

seminis e H. somni foram os mesmos 

utilizados para a PCR simples. Foi 

adicionado a reação 2 mM de MgCl2 e a 

temperatura de anelamento utilizada foi de 

55°C, resultando em produtos para os três 

alvos sem afetar a especificadade da 

amplificação.  

 

As reações de PCR multiplex foram 

realizadas para um volume final de 31 µL, 

sendo 22 µL de PCR supermix (Invitrogen, 
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Brasil), 2 mM de MgCl2, 25 µM de cada 

iniciador e 200-500 ng de DNA alvo. Os 

parâmetros de ciclagem foram 94°C por 2 

min, seguido de 35 ciclos de 94ºC por 30s, 

55°C por 30s e 72°C por 1 min e extensão 

final a 72°C por 6 min. Os produtos de PCR 

foram separados por eletroforese em gel de 

agarose a 1,8% (Invitrogen, Brasil). Os 

produtos amplificados foram 218 pb, 436 pb 

e 313 pb para B. ovis, A. seminis e H. somni, 

respectivamente. 

 
Tabela 4. Condições de ciclagem utilizadas para a PCR simples e PCR multiplex para o 

diagnóstico das infecções por Brucella ovis, Actinobacillus seminis e Histophilus somni em 

ovinos. 

Brucella ovis     

Ciclos Passo Temperatura  Tempo 

1 Desnaturação inicial 94°C 5 min 

 Desnaturação 94°C 30s 

30 Anelamento 60°C 30s 

 Extensão 72°C 1 min e 30s 

1 Extensão final 72°C 10 min 

    

Actinobacillus seminis     

Ciclos Passo Temperatura  Tempo 

1 Desnaturação inicial 95°C 4 min 

 Desnaturação 94°C 30s 

40 Anelamento 55°C 45s 

 Extensão 72°C 45s 

1 Extensão final 72°C 7 min 

    

Histophilus somni e PCR multiplex     

Ciclos Passo Temperatura  Tempo 

1 Desnaturação inicial 94°C 2 min 

 Desnaturação 94°C 30s 

35 Anelamento 55°C 30s 

 Extensão 72°C 1 min 

1 Extensão final 72°C 6 min 

        

 
Sensibilidade e especificidade da PCR 

multiplex  

 

A sensibilidade da PCR multiplex foi 

avaliada através de reações contendo 0,2 ng, 

2 ng, 20 ng e 200 ng de DNA genômico 

extraído de culturas puras de B. ovis (ATCC 

25840), A. seminis (ATCC 15768) e H. 

somni (3384Y), resultando em 64 

associações de diferentes concentrações de 

DNA de cada agente. 

 

Para investigar possíveis influências da 

amostra biológica na eficiência de 

amplificação do DNA, amostras de sêmen 

que são a principal via de eliminação dos 

microrganismos causadores de epididimite 

foram contaminadas em diluição seriada de 
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suspensão bacteriana contendo de 106 a 100 

UFC/mL de sêmen para cada agente. 

Adicionalmente, para confirmar a 

capacidade do ensaio de detectar os três 

agentes simultâneamente, três diferentes 

amostras positivas de cada infecção 

experimental foram misturadas e submetidas 

a extração de DNA e PCR multiplex 

conforme já descrito. 

 

A especificidade da PCR multiplex foi 

testada com DNA genômico de espécies 

bacterianas que podem potencialmente 

causar epididimite em ovinos, incluindo B. 

ovis (ATCC 25840), A. seminis (ATCC 

15768), H. somni (3384Y), Staphylococcus 

aureus (ATCC 12600), Manheimia 

haemolitica (D0614057), Corynebacterium 

pseudotuberculosis (D0507204) e 

Arcanobacterium pyogenes (D0602705) 

assim como microrganismos 

filogeneticamente relacionados a B. ovis, 

como o Ochrobactrum anthropi (ATCC 

49188). As reações de PCR foram realizadas 

como já descrito. 

 

Análise estatística 

 

A frequência de amostras positivas por PCR 

e bacteriologia foram comparadas pelo teste 

exato de Fisher utilizando o programa 

GraphPad Instat, versão 3.10 e diferenças 

foram consideradas significativas quando P 

< 0,05. A concordância entre os métodos de 

diagnóstico foi avaliada pelo teste Kappa 

utilizando o programa GraphPad Quick 

Calcs. 

 

RESULTADOS 
 

Infecção experimental por Actinobacillus 

seminis 

 

A inoculação experimental por A. seminis 

resultou em infecção de todos os carneiros 

desafiados, uma vez que A. seminis foi 

detectado por PCR simples ou bacteriologia 

em pelo menos um momento do curso da 

infecção experimental em todos os carneiros 

(Anexo I). No momento pré-inoculação 

(Tempo 0) oito (8/10) carneiros foram 

positivos para A. seminis por PCR simples 

em amostras de DNA extraídas de sêmen e 

dentre esses animais positivos, um (1/8) foi 

positivo para PCR de sangue e dois (2/8) 

para PCR de lavado prepucial. Nenhuma das 

amostras pré-inoculação foi 

bacteriologicamente positiva. 

 

A frequência de detecção de A. seminis em 

sêmen e sangue por PCR foi 

significativamente maior (P < 0,05) do que a 

frequência de positividade por cultivo 

bacteriano (Tabela 5). Por outro lado, não 

foram observadas diferenças significativas 

(P > 0,05) entre bacteriologia e PCR quando 

realizados em amostras de urina e lavado 

prepucial. Todas as amostras utilizadas 

como controle negativo foram negativas 

para A. seminis por ambas as técnicas (i.e. 

PCR e bacteriologia). Adicionalmente, a 

concordância entre as técnicas e os valores 

de Kappa foram melhores para amostras de 

sêmen e urina (Tabela 5).  
 

A avaliação dos tecidos provenientes dos 

carneiros experimentalmente infectados 

demonstrou que 90% (9/10) deles foram 

positivos para a infecção por A. seminis tanto 

por bateriologia quanto por PCR aos 45 dpi 

(Figura 11). A. seminis foi detectado em 

17,2% (36/210) e 20,5% (43/210) de 

amostras de tecidos por bacteriologia e PCR, 

respectivamente. As ampolas dos ductos 

deferentes e a bexiga foram os órgãos com 

maior percentual de amostras positivas por 

bacteriologia com 60% (6/10) e 50% (5/10), 

respectivamente. No entanto, por PCR, A. 

seminis foi detectado com maior frequência 

em amostras de corpo de epidídimo e 

testículos esquerdos (50% cada). 

Notavelmente, A. seminis não foi detectado 

em nenhuma amostra de baço, fígado, 

linfonodos inguinais e ilíaco.
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Tabela 5. Frequência (%) de detecção de Actinobacillus seminis por PCR e bacteriologia de sêmen, sangue, urina e lavado prepucial de carneiros 

experimentalmente infectados após 6 semanas de infecção e carneiros não-infectados e concordância entre os métodos (%) e valores de Kappa. 

Amostra Carneiros infectados Carneiros não infectados Concordância 

(%)* 

Kappa* 

 Bacteriologia PCR Bacteriologia PCR  
 

Sêmen 60,0% (42/60) a 90,0% (55/60) b 
0,0% (0/27) a 0,0% (0/37) a 

79,3 
0,59 

Sangue 0,0% (0/60) a 77,1% (53/60) b 
0,0% (0/11) a 0,0% (0/11) a 

25,4 
0,00 

Urina 51,4% (36/60) a 48,6 % (34/60) a 
0,0% (0/8) a 0,0% (0/18) a 

67,7 
0,35 

Lavado prepucial 38,6% (27/60) a 50,0% (33/60) a 
0,0% (0/8) a 0,0% (0/8) a 

55,9 
0,11 

a,b Letras diferentes na mesma linha indicam diferença estatística significante (P < 0,05) pelo teste exato de Fisher. 

* Valores de teste Kappa considerando amostras do período experimental e controle negativo.  ** Resultados cumulativos de amostras coletadas semanalmente 

durante todo o curso da (até 42 dpi). 
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Figura 11. Frequência de amostras de órgãos positivos por bacteriologia e PCR para 

Actinobacillus seminis em ovinos expoerimentalmente infectados após seis semanas de infecção.  

 

Infecção experimental por Histophilus 

somni  

 

A inoculação intra-epididimária por H. 

somni resultou em infecção em 80% (8/10) 

dos ovinos, desde que H. somni foi detectado 

por PCR simples ou bacteriologia em pelo 

menos um momento durante o curso da 

infecção (Anexo II), os quais foram todos 

bacteriologicamente e PCR negativos antes 

da infecção.  

 

Bacteriologia e PCR resultaram em 38,3% e 

58,3% de positividade (P < 0,05), 

respectivamente, em amostras de sêmen 

(Tabela 6), com 82,9% de concordância 

entre as técnicas, considerado como bom. 

No entanto, não houve detecção de H. somni 

por bacteriologia nem PCR em nenhuma das 

60 amostras de sangue coletadas, enquanto 

que 10% dessas amostras foram positivas 

por PCR (P < 0,05). Não foram observadas 

diferenças significativas (P > 0,05) entre 

bacteriologia e PCR quando realizados com 

amostras de urina e lavado prepucial. Além 

disso, todas as amostras utilizadas como 

controle negativo para H. somni foram 

negativas por ambas as técnicas, PCR e 

cultivo bacteriano (Tabela 6). 

 

Após seis semanas de infecção, foi possível 

detectar H. somni tanto por bacteriologia 

quanto por PCR em diversos órgãos, 

particularmente no trato reprodutivo (Figura 

12). H. somni foi isolado por cultivo 

bacteriano com maior frequência das 

vesículas seminais esquerdas (50%, 5/10) e 

bexiga (40%, 4/10). Já por PCR, os tecidos 

com maior percentual de amostras positivas 

foram caudas dos epidídimos esquerdas 

(60%, 5/10) e testículos esquerdos (50%, 

5/10). Considerando todos os tecidos, a 
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bacteriologia foi positiva em 28,1% (59/210) 

e a PCR em 29,5% (62/210) das amostras, 

sem diferença estatística (P > 0,05) entre os 

métodos. 
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Tabela 6. Frequência (%) de detecção de Histophilus somni por PCR e bacteriologia de sêmen, sangue, urina e lavado prepucial de carneiros 

experimentalmente infectados após seis semanas de infecção e carneiros não infectados, e concordância entre os métodos (%) e valores de 

Kappa. 

Amostra Carneiros infectados Carneiros não infectados Concordância 

(%)* 

Kappa* 

 Bacteriologia PCR 
Bacteriologia PCR 

 
 

Sêmen 38,3% (23/60) a 58,3% (35/60) b 
0,0% (0/27) a 0,0% (0/37) a 86,2 0,70 

Sangue 0,0% (0/60) a 10,0% (6/60) a 
0,0% (0/11) a 0,0% (0/11) a 91,4 0,00 

Urina 40,0% (24/60) a 23,3% (14/60) a 
0,0% (0/8) a 0,0% (0/18) a 73,5 0,36 

Lavado Prepucial 35,0% (21/60) a 30,0% (18/60) a 
0,0% (0/8) a 0,0% (0/8) a 72,1 0,32 

a,b Letras diferentes na mesma linha indicam diferença estatística significante (P < 0,05) pelo teste exato de Fisher. 

* Valores de teste Kappa considerando amostras do período experimental e controle negativo.  ** Resultados cumulativos de amostras coletadas semanalmente 

durante todo o curso da (até 42 dpi). 
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Figura 12. Frequência de amostras de órgãos positivos por bacteriologia e PCR para Histophilus 

somni em ovinos experimentalmente infectados após seis semanas de infecção. 

 
Sensibilidade e especificidade da PCR 

multiplex 

 

A sensibilidade analítica da PCR multiplex 

foi avaliada utilizando apenas DNA 

genômico bacteriano dos três agentes, em 

diferentes concentrações. Dentre as 64 

combinações de DNA testadas, algumas 

resultaram em diminuição da sensibilidade 

do teste (Anexo III). Mesmo em 

concentrações equimolares, utilizando 

apenas 0,2 ng DNA de cada agente por 

reação, a amplificação do DNA de H. somni 

foi inibida (Figura 13). A inibição da reação 

multiplex também ocorreu quando a 

concentração de DNA de um dos agentes foi 

100 vezes maior que a dos outros dois 

microrganismos. Portanto, quando a 

concentração de DNA genômico de A. 

seminis e B. ovis ou H. somni e B. ovis foram 

de 200 ng por reação, e a do terceiro agente 

de 2 ng por reação, houve inibição da 

amplificação do DNA do terceiro agente. No 

entanto, mesmo quando as concentrações de 

DNA de A. seminis e H. somni foram 100 

vezes maiores, a amplificação de DNA de B. 

ovis não foi inibida. 
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Figura 13. Eletroforese em gel de agarose de produtos da PCR multiplex para detecção de 

Brucella ovis, Actinobacillus seminis e Histophilus somni com DNA genômico extraído de 

culturas puras. M: marcador de peso molecular; NC: controle negativo sem DNA genômico.  

 
Os resultados da PCR multiplex em 

amostras de sêmen artificialmente 

contaminadas, com diluição seriada de cada 

um dos três agentes isoladamente, estão 

apresentados na Tabela 7. Comparada à PCR 

simples, a PCR multiplex apresentou o 

mesmo limite de detecção para B. ovis (104 

UFC/mL). No entanto, o limite de detecção 

para A. seminis diminuiu 10 vezes (101 para 

102 UFC/mL). A PCR multiplex não 

detectou o DNA de H. somni em amostras de 

sêmen artificialmente contaminadas. Em 

contraste, o mesmo método de PCR 

multiplex detectou o DNA de B. ovis, A. 

seminis e H. somni simultâneamente em três 

amostras distintas de misturas de sêmem 

provenientes de carneiros 

experimentalmente infectados (Tabela 8). 

 
Tabela 7. Sensibilidade analítica da PCR simples e multiplex em sêmen contaminado com 00 a 

106 UFC/mL de Brucella ovis, Actinobacillus seminis ou Histophilus somni.  

   UFC/mL de sêmen 

  100 101 102 103 104 105 106 

PCR  simples B. ovis - - - - + + + 

A. seminis - + + + + + + 

 H. somni - - - + + + + 

PCR 

multiplex 

B. ovis - - - - + + + 

A. seminis - - + + + + + 

 H. somni - - - - - - - 

+ : positivo; -: negativo 
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Tabela 8. Detecção simultânea do DNA de Brucella ovis, Actinobacillus seminis e Histophilus 

somni por PCR multiplex em combinações de amostras de sêmen* provenientes de carneiros 

experimentalmente infectados. 

Amostras de sêmen  PCR multiplex 

 B. ovis A. seminis H. somni 

Mistura 1 + + + 

Mistura 2 + + + 

Mistura 3 + + + 

Controle negativo - - - 

*Amostras de sêmen positivas por PCR simples para cada agente. 

+ : positivo; -: negativo 

 
A PCR multiplex espécie-específica foi 

igualmente eficaz (P > 0,05; pelo teste exato 

de Fisher) quando comprada à PCR simples 

para a detecção do DNA dos três agentes em 

amostras de sêmen provenientes de carneiros 

experimentalmente infectados. A PCR 

multiplex resultou em amplificação em 87% 

(13/15) das amostras positivas para B. ovis, 

87% (13/15) das positivas para A. seminis e 

73% (11/15) das amostras positivas para H. 

somni. Adicionalmente, todas as 27 amostras 

utilizadas como controle negativo foram 

negativas na PCR multiplex. 

 

No presente estudo foi demonstrado que a 

PCR multiplex com iniciadores espécie-

específicos não amplifica DNA de outras 

espécies de bactérias que podem 

potencialmente causar epididimite como S. 

aureus, M. haemolytica, C. 

pseudotuberculosis e A. pyogenes, nem o 

DNA de espécie filogeneticamente 

relacionada à B. ovis, como O. anthropi 

(Tabela 9).  
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Tabela 9. Especificidade da PCR simples e multipex com diferentes espécies bacterianas relacionadas à epididimite ovina ou filogeneticamente 

similares a Brucella ovis. 

Espécie bacteriana PCR simples PCR multiplex 

 B. ovis A. seminis H. somni  

Brucella ovis (ATCC 25840) + - - + 

Actinobacillus seminis (ATCC15768) - + - + 

Histophilus somni (3384Y) - - + + 

Staphylococcus aureus (ATCC 12600) - - - - 

Manheimia haemolitica (D0614057) - - - - 

Corynebacterium pseudotuberculosis (D0507204) - - - - 

Arcanobacterium pyogenes (D0602705) - - - - 

Ochrobactrum antropi (ATCC 49188) - - - - 

+ : positivo; -: negativo 
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DISCUSSÃO 
 

A PCR multiplex desenvolvida no presente 

estudo foi baseada em ensaios prévios 

espécie-específicos para B. ovis (Xavier et 

al., 2010), A. seminis (Appuhamy et al., 

1998) e H. somni (Saunders et al., 2007). 

Apesar de Saunders et al. (2007) terem 

desenvolvido a PCR multiplex para detecção 

de B. ovis, A. seminis e H. somni, o presente 

ensaio de PCR multiplex é a primeira técnica 

espécie-específica. 

 

O método desenvolvido neste estudo foi 

comprovado como uma ferramenta de 

diagnóstico eficiente em casos de 

epididimite ovina, que é uma enfermidade 

infecto-contagiosa que pode afetar carneiros 

jovens e maduros, e na maioria dos casos 

está associada com infecções por B. ovis, A. 

seminis ou H. somni. Geralmente, o 

diagnóstico definitivo dessas infecções é 

baseado no isolamento bacteriano, o qual 

pode ser difícil devido à ausência de meio 

seletivo e à variedade morfológica e 

bioquímica das culturas de A. seminis e H. 

somni (Ward et al., 1995; Appuhamy et al., 

1998). Cabe ressaltar que testes sorológicos 

estão disponíveis para o diagnóstico apenas 

da infecção por B. ovis (Xavier et al., 2011), 

embora a sorologia possua limitações 

amplamente documentadas nesses casos 

(Xavier et al., 2011; Costa et al., 2012). 

Além disso, o crescimento de bactérias 

contaminantes no sêmen, urina e lavado 

prepucial podem sobrepor o crescimento dos 

patógenos, que possuem crescimento mais 

fastidioso. Dessa forma, ensaios de PCR são 

considerados como alternativas para superar 

as limitações da bacteriologia (Bricker, 

2002), especialmente se a técnica de PCR é 

direta e identifica a espécie do agente. 

 

Notavelmente, no caso de B. ovis, o método 

de PCR multiplex desenvolvido no presente 

estudo é baseado na amplificação de 

sequências localizadas na ilha de 

patogenicidade 1 de B. ovis (Silva et al., 

2011), que está ausente em outras espécies 

de Brucella que infectam os animais 

domésticos (Tsolis et al., 2009). Assim, o 

método desenvolvido neste trabalho permite 

a diferenciação entre as infecções por B. ovis 

e B. melitensis, pois esses microrganismos 

são igualmente capazes de infectar pequenos 

ruminantes. No entanto, enquanto B. ovis é 

considerada não patogênica a humanos, B. 

melitensis é a espécie de maior potencial 

zoonótico entre todas as espécies de 

Brucella (Xavier et al., 2009). Além disso, 

rebanhos identificados como positivos para 

B. ovis utilizando o método de PCR 

multiplex espécie-específico desenvolvido 

neste estudo podem ser posteriormente 

investigados, utilizando uma técnica mais 

sensível recentemente desenvolvida de PCR 

nested espécie-específico (Costa et al., 

2013). 

 

Em ambas as infecções experimentais 

realizadas neste estudo, a PCR simples e a 

bacteriologia combinadas foram utilizadas 

para assegurar que os carneiros foram 

realmente infectados após a inoculação. 

Amostras biológicas coletadas durante as 

duas infecções também foram utilizadas para 

validar o ensaio de PCR multiplex 

desenvolvido neste estudo. Mesmo sem 

qualquer sinal clínico de epididimite ou 

orquite, oito (8/10) carneiros foram positivos 

por PCR de sêmen para A. seminis no 

momento pré-inoculação, mas nenhuma das 

amostras foi positiva por bacteriologia. É 

sabido que A. seminis é habitante natural da 

mucosa prepucial de ovinos jovens e sua 

presença não está necessariamente 

relacionada à doença, que pode se 

desenvolver quando o microrganismo age 

como um patógeno oportunista (Walker e 

Leamaster, 1986). Dessa forma, para o 

correto diagnóstico de epididimite induzida 

por A. seminis, independentemente do 

método laboratorial empregado, este deve 

sempre ser associado com exame clínico 

minuncioso (Burgess, 1982; Santos et al., 

2005). 
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Geralmente, a técnica de PCR tende a ser 

mais sensível que a bacteriologia (Saunders 

et al., 2007; Xavier et al., 2010), o que ficou 

evidenciado neste estudo, particularmente 

com amostras de sêmen e sangue. Em ambas 

as infecções experimentais realizadas, a 

bacteriologia detectou a agente causador. 

Embora a cultura de sangue seja considerada 

como padrão ouro para diagnóstico de 

diferentes infecções bacterianas, a mesma 

pode ser lenta e insuficientemente sensível 

em casos de microrganismos de crescimento 

fastidioso ou quando a carga bacteriana é 

baixa (Wing et al., 2000; Waterer e 

Wunderink, 2001; Peters et al., 2004). Para a 

detecção por PCR, apenas o DNA alvo e não 

organismos viáveis são requeridos para 

sucesso no diagnóstico. Isso explica, em 

partes, as diferenças de sensibilidade entre as 

duas técnicas utilizadas no presente estudo, 

que refletiram em baixa concordância entre 

os métodos com algumas das amostras 

biológicas testadas.  

 

Sêmen tem sido utilizado como amostra 

biológica de escolha para fins de diagnóstico 

de epididimite ovina (Burgess, 1982; 

Manterola et al., 2003; Saunders et al., 2007; 

Xavier et al., 2010). Como recentemente 

descrito para a infecção por B. ovis (Xavier 

et al., 2010), o presente estudo confirmou 

que a urina pode ser considerada como 

amostra alternativa para o diagnóstico direto 

das infecções por A. seminis e H. somni. 

Amostras de sangue não foram satisfatórias 

para detectar a infecção por H. somni e assim 

esta não deve ser utilizada para o diagnóstico 

de epididimite infecciosa ovina.  

 

O teste de sensibilidade analítica indicou que 

a PCR multiplex espécie-específica foi 

capaz de detectar o DNA de B. ovis, A. 

seminis e H. somni simultaneamente, sob 

diferentes condições, confirmando que o 

ensaio pode ser também efetivo para o 

diagnóstico de infecções mistas. 

Adicionalmente, o ensaio de PCR multiplex 

foi demonstrado como específico para as 

espécies alvo e não exibindo reações 

cruzadas com outros microrganismos que 

também podem causar epididimite 

infecciosa em ovinos.  

 

CONCLUSÃO 
 

A PCR multiplex espécie-específica 

desenvolvido neste estudo pode ser usada 

com sucesso no diagnóstico das infecções 

por B. ovis, A. seminis e H. somni em ovinos. 

Além disso, essa técnica pode ser uma 

alternativa prática ao isolamento bacteriano. 

Urina pode ser usada como amostra 

alternativa ao sêmen para extração de DNA 

e emprego da PCR multiplex descrita neste 

estudo.  
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ANEXO I - Resultados da infecção experimental por Actinobacillus seminis, por carneiro, ao 

longo das seis semanas de infecção. 

 

 

 

Carneiro 1 

D.P.I. 
Sêmen Sangue Urina Lavado 

BACT PCR BACT PCR BACT PCR BACT PCR 

7 + - - - - - - - 

14 + + - + + + + - 

21 + + - - + + + - 

28 + + - + + - - - 

35 + + - + + - + - 

42 - + - + - + - + 

+: positivo; -: negativo; DPI.: dias pós-infecção; BACT: bacteriologia. 

 

 

 

Carneiro 2 

D.P.I. 
Sêmen Sangue Urina Lavado 

BACT PCR BACT PCR BACT PCR BACT PCR 

7 + + - + + + - + 

14 + + - + + + - + 

21 + + - + - + - - 

28 + + - + - - - + 

35 + + - - + + + + 

42 + + - + - + - + 

+: positivo; -: negativo; DPI.: dias pós-infecção; BACT: bacteriologia. 

 

 

 

Carneiro 3 

D.P.I. 
Sêmen Sangue Urina Lavado 

BACT PCR BACT PCR BACT PCR BACT PCR 

7 + + - + - + - - 

14 + + - + + + + + 

21 + + - + - - - - 

28 + + - + - - + + 

35 + + - + + + + + 

42 + + - + - + - + 

+: positivo; -: negativo; DPI.: dias pós-infecção; BACT: bacteriologia. 
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Carneiro 4 

D.P.I. 
Sêmen Sangue Urina Lavado 

BACT PCR BACT PCR BACT PCR BACT PCR 

7 + + - + + + + + 

14 + + - + + - - - 

21 + + - + + + - + 

28 + + - + + + - + 

35 + + - + + + - + 

42 + - - + + + + - 

+: positivo; -: negativo; DPI.: dias pós-infecção; BACT: bacteriologia. 

 

 

 

 

 

Carneiro 5 

D.P.I. 
Sêmen Sangue Urina Lavado 

BACT PCR BACT PCR BACT PCR BACT PCR 

7 - + - + - - + - 

14 - + - + - + - + 

21 - + - + - + + + 

28 + + - + + + + + 

35 - + - + + - + + 

42 - + - - + + + - 

+: positivo; -: negativo; DPI.: dias pós-infecção; BACT: bacteriologia. 

 

 

 

 

 

Carneiro 6 

D.P.I. 
Sêmen Sangue Urina Lavado 

BACT PCR BACT PCR BACT PCR BACT PCR 

7 + + - - + - + - 

14 + + - + + - + - 

21 + + - + + + + + 

28 + + - + + - + + 

35 + + - + + + - + 

42 + + - + + + - + 

+: positivo; -: negativo; DPI.: dias pós-infecção; BACT: bacteriologia. 
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Carneiro 7 

D.p.i. 
Sêmen Sangue Urina Lavado 

BACT PCR BACT PCR BACT PCR BACT PCR 

7 + - - + + - + + 

14 + + - - + - + - 

21 + + - + + + + + 

28 + + - + + + + - 

35 + + - + + + + + 

42 + + - + - - + + 

+: positivo; -: negativo; DPI.: dias pós-infecção; BACT: bacteriologia. 

 

 

 

 

 

Carneiro 8 

D.P.I. 
Sêmen Sangue Urina Lavado 

BACT PCR BACT PCR BACT PCR BACT PCR 

7 - - - + - - - - 

14 - + - + + - - + 

21 - + - + - - - - 

28 - + - + - - - - 

35 - + - + - - - - 

42 - + - - - - - + 

+: positivo; -: negativo; DPI.: dias pós-infecção; BACT: bacteriologia. 

 

 

 

 

 

Carneiro 9 

D.P.I. 
Sêmen Sangue Urina Lavado 

BACT PCR BACT PCR BACT PCR BACT PCR 

7 + + - + + - + - 

14 + + - + + - + - 

21 + + - + - + - + 

28 + + - + + + - + 

35 + + - + + + - + 

42 + + - + + + + + 

+: positivo; -: negativo; DPI.: dias pós-infecção; BACT: bacteriologia. 
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Carneiro 10 

D.P.I. 
Sêmen Sangue Urina Lavado 

BACT PCR BACT PCR BACT PCR BACT PCR 

7 - - - + - + - - 

14 - + - + - - - - 

21 - + - + - - - - 

28 - + - + - - - - 

35 - + - + + + - + 

42 - + - + - + - - 

+: positivo; -: negativo; DPI.: dias pós-infecção; BACT: bacteriologia. 
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ANEXO II - Resultados da infecção experimental por Histophilus somni, por carneiro, ao longo 

das seis semanas de infecção. 

 

 

Carneiro 11 

D.P.I. 

Sêmen Sangue Urina Lavado 

BACT PCR BACT PCR BACT PCR BACT PCR 

7 - - - + - - - - 

14 - - - - - - - - 

21 - - - - - - - - 

28 - - - - - - - - 

35 - - - - - - - - 

42 - - - - - - - - 

+: positivo; -: negativo; DPI.: dias pós-infecção; BACT: bacteriologia. 

 

 

Carneiro 12 

D.P.I. 

Sêmen Sangue Urina Lavado 

BACT PCR BACT PCR BACT PCR BACT PCR 

7 + + - + - - + - 

14 - + - - - - - + 

21 - + - - - - - - 

28 + + - - + - + + 

35 - - - - + - - - 

42 + + - - + - - - 

+: positivo; -: negativo; DPI.: dias pós-infecção; BACT: bacteriologia. 

 

 

 

Carneiro 13 

D.P.I. 

Sêmen Sangue Urina Lavado 

BACT PCR BACT PCR BACT PCR BACT PCR 

7 - + - - - - - - 

14 - - - - - - - - 

21 - - - - - - - - 

28 - - - - - - - - 

35 - - - - - - - - 

42 - - - - - - + + 

+: positivo; -: negativo; DPI.: dias pós-infecção; BACT: bacteriologia. 
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Carneiro 14 

D.P.I. 

Sêmen Sangue Urina Lavado 

BACT PCR BACT PCR BACT PCR BACT PCR 

7 - - - - + - - - 

14 - - - - - - - - 

21 - - - - - - - - 

28 - - - - - - - + 

35 - + - - - - - + 

42 - + - - - - - + 

+: positivo; -: negativo; DPI.: dias pós-infecção; BACT: bacteriologia. 

 

 

 

 

 

Carneiro 15 

D.P.I. 

Sêmen Sangue Urina Lavado 

BACT PCR BACT PCR BACT PCR BACT PCR 

7 - + - - - - - - 

14 - - - - - - - - 

21 - - - - - - - - 

28 - - - - - - - - 

35 - - - - - - - - 

42 - - - - - - - - 

+: positivo; -: negativo; DPI.: dias pós-infecção; BACT: bacteriologia. 

 

 

 

 

 

Carneiro 16 

D.P.I. 

Sêmen Sangue Urina Lavado 

BACT PCR BACT PCR BACT PCR BACT PCR 

7 + + - - + + - + 

14 + + - - - + + + 

21 + + - - + - + - 

28 + + - - + - + + 

35 + - - - + + - + 

42 + + - - + + - + 

+: positivo; -: negativo; DPI.: dias pós-infecção; BACT: bacteriologia. 
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Carneiro 17 

D.P.I. 

Sêmen Sangue Urina Lavado 

BACT PCR BACT PCR BACT PCR BACT PCR 

7 + + - + + - + - 

14 + + - - - - - - 

21 + + - - + - + - 

28 + + - - + + + + 

35 + + - - + - + + 

42 - + - - - + - - 

+: positivo; -: negativo; DPI.: dias pós-infecção; BACT: bacteriologia. 

 

 

 

 

 

Carneiro 18 

D.P.I. 

Sêmen Sangue Urina Lavado 

BACT PCR BACT PCR BACT PCR BACT PCR 

7 + + - + + + - + 

14 - + - - - - - - 

21 - - - - - - - - 

28 - - - - - - - - 

35 - - - - - - - - 

42 - + - - - - - - 

+: positivo; -: negativo; DPI.: dias pós-infecção; BACT: bacteriologia. 

 

 

 

 

 

Carneiro 19 

D.P.I. 

Sêmen Sangue Urina Lavado 

BACT PCR BACT PCR BACT PCR BACT PCR 

7 + + - + + + + + 

14 + + - - - + + + 

21 + + - - + - + - 

28 + + - - + - + - 

35 + + - - + - + - 

42 - - - - + + + - 

+: positivo; -: negativo; DPI.: dias pós-infecção; BACT: bacteriologia. 
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Carneiro 20 

D.P.I. 

Sêmen Sangue Urina Lavado 

BACT PCR BACT PCR BACT PCR BACT PCR 

7 + + - + + + + - 

14 - + - - - + - - 

21 + + - - + + + + 

28 + + - - + - + - 

35 + + - - + + + + 

42 - + - - + - + - 

+: positivo; -: negativo; DPI.: dias pós-infecção; BACT: bacteriologia. 
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ANEXO III - Resultados de sensibilidade analítica da PCR convencional multiplex, utilizando-

se DNA genômico de Brucella ovis, Actinobacillus seminis e Histophilus somni, em diferentes 

concentrações e combinações. 

DNA/reação  Resultado PCR multiplex 

B. ovis A. seminis H. somni B. ovis A seminis H. somni 

200ng 200ng 200ng + + + 

200ng 200ng 20ng + + + 

200ng 200ng 2ng + + - 

200ng 200ng 0,2ng + + - 

200ng 20ng 200ng + + + 

200ng 2ng 200ng + - + 

200ng 0,2ng 200ng + - + 

20ng 200ng 200ng + + + 

2ng 200ng 200ng - + + 

0,2ng 200ng 200ng - + + 

20ng 20ng 200ng + + + 

20ng 20ng 20ng + + + 

20ng 20ng 2ng + + + 

20ng 20ng 0,2ng + + - 

20ng 200ng 20ng + + + 

20ng 2ng 20ng + + + 

20ng 0,2ng 20ng + - + 

200ng 20ng 20ng + + + 

2ng 20ng 20ng + + + 

0,2ng 20ng 20ng - + + 

2ng 2ng 200ng + - + 

2ng 2ng 20ng + + + 

2ng 2ng 2ng + + + 

2ng 2ng 0,2ng + + + 

2ng 200ng 2ng + + - 

2ng 20ng 2ng + + + 

2ng 0,2ng 2ng + - + 

200ng 2ng 2ng + + + 

20ng 2ng 2ng + + + 

0,2ng 2ng 2ng - + + 

0,2ng 0,2ng 200ng - - + 

0,2ng 0,2ng 20ng - - + 

0,2ng 0,2ng 2ng - - + 

0,2ng 0,2ng 0,2ng + + + 

0,2ng 200ng 0,2ng - + - 
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DNA/reação Resultado PCR multiplex 

B. ovis A. seminis H. somni B. ovis A seminis H. somni 

0,2ng 20ng 0,2ng - + - 

0,2ng 2ng 0,2ng + + + 

200ng 0,2ng 0,2ng + - - 

20ng 0,2ng 0,2ng + - - 

2ng 0,2ng 0,2ng + + + 

2ng 20ng 200ng + + + 

0,2ng 20ng 200ng - + + 

20ng 2ng 200ng + - + 

0,2ng 2ng 200ng - - + 

20ng 0,2ng 200ng + - + 

2ng 0,2ng 200ng + - + 

2ng 200ng 20ng + + + 

0,2ng 200ng 20ng - + + 

20ng 200ng 2ng + + - 

0,2ng 200ng 2ng - + - 

20ng 200ng 0,2ng + + - 

2ng 200ng 0,2ng + + - 

200ng 20ng 2ng + + - 

200ng 20ng 0,2ng + + - 

200ng 2ng 20ng + + + 

200ng 2ng 0,2ng + + - 

200ng 0,2ng 20ng + - + 

200ng 0,2ng 2ng + - + 

0,2ng 2ng 20ng - + + 

2ng 0,2ng 20ng + - + 

0,2ng 20ng 2ng - + + 

20ng 0,2ng 2ng + - + 

0,2ng 0,2ng 2ng - - + 

2ng 20ng 0,2ng + + - 

20ng 2ng 0,2ng + + - 

 

  

 

 


