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The aim of this study was to evaluate, in sheep, the pathogenicity of an Actinobacillus
seminis strain isolated from a goat in Brazil. Samples of semen, puncture and fragments of
epididymis, deferent duct, testicles and seminal vesicles from two goats (animals 1 and 2)
and two sheep (animals 3 and 4) were used, and histopathological, microbiological cul-
ture and molecular diagnoses were performed. The inoculum was prepared with saline
solution at 102 dilution corresponding to 1.0 McFarland standard, with A. seminis colonies
previously cultured and administered on 2mL volume by intra-preputial (animals 1 and 3)
and epididymis tail (animals 2 and 4) routes. At clinical evaluation it were found unilateral
swelling of firm consistency after 30 days in epididymis and testicle from animal 4 that con-
tinued until the day of euthanasia, as well as animal 1 shown discrete unilateral swelling
of testicles. Gross and microscopic lesions in animals 3 and 4 were compatibles with that
caused by A. seminis infection. A. seminis was isolated from material of puncture and semen
of one sheep (animal 4). It is concluded that the experimental infection model using goats
and sheep has proved the pathogenicity of the A. seminis strain isolated from a goat in the
Brazilian semiarid and reproduced in a sheep, which confirm the prediletion of the agent
for epididymis, with clinical signs, histopathological findings, bacterial isolation and posi-
tive molecular diagnosis.

INDEXING TERMS: Epididymitis, Actinobacillus seminis, experimental infection.

RESUMO.- O objetivo deste trabalho foi avaliar a patogeni-
cidade, em ovinos, de uma cepa de Actinobacillus seminis
isolada de caprino no Brasil. Foram utilizadas amostras de
sémen, puncdo e fragmentos de epididimo, ducto deferen-
te, testiculos e glandulas seminiferas de dois caprinos (ani-
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mais 1 e 2) e dois ovinos (animais 3 e 4), e foram realizados
exame histopatolégico, cultivo microbioldgico e diagnosti-
co molecular. O indculo foi preparado com solugdo salina na
diluicio de 1072 correspondendo ao padrdo 1,0 da escala
de McFarland, com coldnias previamente cultivadas de A.
seminis e administrado no volume de 2 mL pelas vias intra-
-prepucial (animais 1 e 3) e na cauda do epididimo (ani-
mais 2 e 4). Na avaliacdo clinica observou-se aumento uni-
lateral de consisténcia firme apds 30 dias no epididimo e
testiculo do animal 4 que continuou até o dia da eutanasia,
bem como o animal 1 apresentou discreto aumento unila-
teral dos testiculos. As lesdes macroscdpicas e microscopi-
cas observadas nos animais 3 e 4 foram compativeis com
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aquelas causadas pela infeccdo por A. seminis. A. seminis foi
isolado de material de punc¢ido e sémen de um ovino (ani-
mal 4). Conclui-se que o modelo de infecgdo experimental
utilizando caprinos e ovinos comprovou a patogenicidade
da amostra de A. seminis, isolada de um caprino no semia-
rido brasileiro e reproduzida em um ovino, comprovando a
predilecdo do agente pelo epididimo, com quadro clinico,
achados histopatolégicos, isolamento bacteriano e diag-
noéstico molecular positivo.

TERMOS DE INDEXACAO: Epididimite, Actinobacillus seminis, in-
feccdo experimental.

INTRODUCAO

A epididimite ovina tem sido relatada como uma das prin-
cipais causas de prejuizos econdmicos, pois interfere na
fertilidade dos machos infectados, de maneira que tais per-
das nado sdo percebidas facilmente em criagdes extensivas
devido a falta de informacdo dos produtores sobre essa
doenca (Gomes 1991). Um dos principais agentes causais
é Actinobacillus seminis, uma bactéria Gram-negativa da
familia Pasteurellaceae, cuja infeccdo se estabelece quando
os machos ainda jovens alcangam a maturidade sexual, mas
também diagnosticada em animais adultos. Clinicamente, a
infeccdo por A. seminis caracteriza-se por alteracoes infla-
matorias cronicas que envolvem o epididimo e o testiculo
(Bezerra et al. 2012). A patogenia é incerta, mas sugere-se
que A. seminis seja um micro-organismo oportunista pre-
sente na cavidade prepucial capaz de colonizar as partes
profundas do trato genital (Dibarrat et al. 2006). Um dos
possiveis fatores predisponentes pode estar associado ao
estresse induzido por mudangas hormonais durante a ma-
turacao sexual ou por deficiéncias nutricionais, ocasionan-
do o desenvolvimento de orquite e epididimite, principal-
mente em carneiros jovens (Hajtds et al. 1987).

O primeiro isolamento de A. seminis foi relatado por
Baynes & Simmons (1960), na Australia, em sémen de ovi-
nos com epididimite. A partir dai, a bactéria foi isolada de
ovinos em diversas ocasides em varios paises: Estados Uni-
dos da América (Livingston & Hardy 1964), Africa do Sul
(Worthington & Bosman 1968), Nova Zelandia (Gumbrell
& Smith 1974), Hungria (Hajtés et al. 1987), Argentina (Ro-
bles et al. 1990), Reino Unido (Heath et al. 1991) e Espanha
(Puente-Redondo et al. 2000). No Brasil, existem apenas
cinco relatos de isolamento de A. seminis em ovinos (Schrei-
ner et al. 1992, Gomes et al. 2001, Gregory et al. 2009, Be-
zerra et al. 2012) e um em caprinos (Santos et al. 2014).

Tendo em vista que recentemente foi efetuado o primei-
ro isolamento de A. seminis em caprinos no Brasil (Santos
et al. 2014), o objetivo do presente trabalho foi avaliar, em
ovinos, a patogenicidade da cepa (denominada SAAS01)
isolada previamente em caprinos.

MATERIAL E METODOS

0 projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da Universidade Federal de Campina Grande através do protocolo
CEP 249/2015.

Foram selecionados quatro animais, sendo dois caprinos (ani-
mais 1 e 2) e dois ovinos (animais 3 e 4), machos com idade de

reproducdo e clinicamente sadios. Os animais foram previamen-
te testados para Brucella ovis pelo teste de imunodifusdo em gel
de agar (IDGA) com Kkits comerciais produzidos pelo Instituto de
Tecnologia do Parana (TECPAR, Curitiba, Brasil); a técnica foi re-
alizada de acordo com as instrugdes do fabricante, utilizando-se
antigeno de lipopolissacarideos e proteinas de B. ovis, amostra
Reo 198 onde todos os animais foram negativos na pesquisa de
anticorpos anti-B. ovis.

O experimento foi realizado no Hospital Veterinario da Uni-
versidade Federal de Campina Grande, em Patos, PB, Brasil. Os
animais inicialmente foram adaptados em baias por periodo de
15 dias e alimentados com feno de capim tifton e farelo de milho
e trigo. Ap6s esse periodo foram inoculados com Actinobacillus
seminis (amostra SAAS01) (Santos et al. 2014). O indculo foi pre-
parado com solugdo salina na diluigdo de 1072 correspondendo
ao padrdo 1,0 da escala de McFarland, com col6nias previamente
cultivadas de A. seminis e administrado no volume de 2mL por via
intra-prepucial em dois animais, sendo um caprino e um ovino, e
os dois animais restantes foram inoculados na cauda do epididi-
mo. Os animais foram analisados clinicamente por periodo de 12
semanas, e na ocasido foram feitas pung¢des na cauda do epididi-
mo e coleta de sémen por eletro-ejaculagdo a cada trés semanas,
totalizando quatro coletas. Ap6s o tempo proposto, os animais
foram eutanasiados apds a sedagdo com xilazina (Copazine-Sche-
ring-Plough Coopers, Brasil) na dose de 0,5mg/kg de peso vivo
e anestesia geral com tiopental sddico 2,5% (Cristalia Produtos
Quimicos Farmacéuticos Ltda) na dose de 10mg/kg peso vivo,
seguido por eletrocussdo e submetidos a necropsia para coleta
de fragmentos do corpo e cauda do epididimo, ducto deferente,
testiculo e glandulas seminais. Essas amostras foram submetidas
aos diagnosticos histopatolégico, microbiolégico e molecular. No
momento da coleta do sémen, foi utilizado eletro ejaculador es-
pecifico para pequenos ruminantes com ondas e amplitudes pa-
dronizadas, gel lubrificante, sob orientacdo de especialistas em
reproducdo animal.

As amostras de tecidos e de sémen foram semeadas nos meios
agar sangue e agar Brucella enriquecidos com sangue desfibrina-
do de carneiro na concentracdo de 5% do volume total. Todas as
amostras foram incubadas em atmosfera contendo 10% de CO,
bem como em aerobiose por periodo de cinco dias. As bactérias
isoladas foram submetidas as provas bioquimicas de catalase,
oxidase, nitrato, esculina, motilidade, maltose, xilose, galactose,
lactose, manose e trealose, conforme Krieg & Holt (1984). Para o
diagnostico histopatolégico, as amostras foram fixadas em forma-
lina a 10%, desidratadas, diafanizadas e incluidas em parafina. Os
blocos foram cortados em micrétomo de 5um e as laminas cora-
das pela técnica de Hematoxilina-Eosina (HE).

Para o diagndstico molecular por reacdo em cadeia pela po-
limerase (PCR), as amostras de sémen, pun¢do, fragmentos dos
orgdos e cultivo foram submetidas a extracdo de DNA utilizando-
-se Kit comercial “Qiagen DNA EasyBloodandTissues Kit” (Qia-
gen®, Austin, USA), seguindo o protocolo do fabricante. Os pri-
mers utilizados foram SRJAS1 (CTTATCTTTCTTAAGCCCTGAC) e
SRJAS2 (AAGAAAAAGACGAAGAGACATT) segundo Appuhamy et
al. (1998b), que amplificam fragmento com 436pb da regido 16S
do rRNA. As reagdes de amplificacdo foram realizadas em volume
final de 12,5pL contendo 2,5uL de DNA genomico; 0,5uL de cada
primer a 30uM; 2,5uL de 4gua ultrapura (Mili-Q®, Darmstadt, Ale-
manha) e 6,25uL de Top Taq Master Mix (Qiagen®, Austin, EUA),
de acordo com o protocolo do fornecedor. O perfil térmico das
etapas de reagdes foi feito em termociclador XP Thermal Cycler
(Bioxer Technology Co Ltda, Qingdao, China), consistindo de des-
natura¢do do DNA inicial a 94°C (1 min) e seguida de 35 ciclos a
94°C por 30 segundos para a desnaturagdo, 55°C por 30 segundos
para o anelamento, 72°C por 6 minutos para a extensao e extensao
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Quadro 1. Resultados da inoculagao experimental de amostra de Actinobacillus
seminis (amostra SAASO1) isolada de caprino

Identificacdo  Espécie Via de Sinais Cultivo e Achados PCR
do animal inoculacgdo clinicos isolamento histopatolégicos
1 Caprino Intra-prepucial + - - -
2 Caprino Cauda do epididimo - - - -
3 Ovino Intra-prepucial - - + -
4 Ovino  Cauda do epididimo + + + +

final de 1 minuto a 72°C, de acordo com Appuhamy et al. (1998a).
Os produtos amplificados foram analisados por eletroforese em
gel de agarose a 1,2%. As bandas de DNA foram visualizadas sob
luz UV.

RESULTADOS

No Quadro 1 estdo apresentados os resultados de acordo
com a espécie animal e via de inoculagdo. Na avaliac¢do cli-
nica pode-se observar aumento unilateral de consisténcia
firme apés 30 dias no epididimo e testiculo do animal 4 que
continuou até o dia da eutanasia. O animal 1 também apre-
sentou discreto aumento unilateral dos testiculos aproxi-
madamente no mesmo periodo. Ja4 o animal 3 apresentou
apenas achados histopatolégicos e o animal 2 ndo apresen-
tou alteragdes significativas.

Foi possivel o isolamento de colonias pequenas (1 a 2
mm), lisas, brilhantes e sem pigmento a partir de mate-
rial de pungdo e sémen de um ovino (animal 4) colhido na
32 e 42 coleta. Na coloracdo de Gram, foram identificadas
bactérias com morfologia de bastonetes Gram negativas. O
isolado foi catalase, oxidase, nitrato e esculina positivas e
motilidade negativa, producdo de adcido em maltose e xilo-
se, sem producdo de acido em galactose, lactose, manose
e trealose. As caracteristicas morfotintoriais e bioquimicas
permitiram identifica-lo como sendo Actinobcillus seminis.
Nao houve crescimento bacteriano sugestivo de A. seminis
em materiais dos animais 1, 2 e 3.

Na necropsia, foram observados aumento de volume
unilateral da cauda, cabeca e corpo do epididimo e peque-
no foco de exsudato pastoso de cor branco acinzentado no
animal 4. Ja no animal 3, observou-se fibrose, atrofia e mi-
neralizacdo testicular e epididimal bilateral.

Ao exame histopatoldgico foi observada, no animal 3,
area focal de necrose na glandula vesical contendo restos
de espermatozoides e material eosinofilico circundado por
intensa reagdo inflamatoéria granulomatosa (Fig.1) consti-
tuida por macréfagos epitelioides e células gigantes multi-
nucleadas (Fig.2), além de alguns linfécitos, plasmdcitos e
raros neutroéfilos, limitada por capsula de tecido conjuntivo
fibroso. Algumas células gigantes apresentavam-se fagoci-
tando o material eosinofilico e restos de espermatozoides.
No animal 4 foi observada presenca de infiltrado inflama-
torio multifocal na glandula vesical com nimero discreto
de neutrdfilos, muitos degenerados, na luz das glandulas.
Em algumas areas esse infiltrado inflamatdrio foi obser-
vado na lamina proépria e entre as glandulas (intersticial),
além de areas de necrose epitelial. No corpo do epididimo
foi observada grande quantidade de neutréfilos, alguns
degenerados, na luz do ducto epididimario. Em algumas
areas havia material finamente granular e basofilico carac-
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Fig.1. Glandula seminal do animal 3 apresentando area de necrose
central circundada por inflamagdo granulomatosa. HE, obj.20x.

Fig.2. Glandula seminal do animal 3 apresentando material eo-
sinofilico circundado por infiltrado inflamatério constituido
por macroéfagos epitelioides (cabecas de setas) e células gi-
gantes multinucleadas (seta). HE, obj.40x.

teristico de agregados bacterianos e infiltrado inflamatério
neutrofilico com necrose focal do epitélio glandular (Fig.3).
No testiculo, observaram-se areas multifocais e discretas
de necrose com raras células inflamatérias polimorfonu-
cleares.

Foi amplificado DNA de A. seminis a partir de sémen do
animal 4. O produto amplificado da amostra revelou frag-
mento do tamanho indicado ao descrito para os primers
utilizados para A. seminis (Fig.4).
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Fig.3. Corpo do epididimo do animal 4 contendo infiltrados de
neutdfilos, alguns degenerados e agregados bacterianos (seta)
distendendo a luz do ducto com necrose epitelial focal (cabeca
de seta) e neutrofilos intersticiais. HE, obj.20x.

ORI 120 13 14 15, C+

Fig.4. Andlise de PCR para Actinobacillus seminis. C- = controle ne-
gativo; M = marcador de tamanho molecular de 100pb; 1 =
sémen do animal 4; 2 = fragmento de testiculo do animal 3; 3
= fragmento de testiculo do animal 2; 4 = fragmento de testi-
culo do animal 1; 5 = fragmento de epididimo do animal 4; 6 =
fragmento de epididimo do animal 3; 7 = fragmento de epidi-
dimo do animal 2; 8 = fragmento de epididimo do animal 1; 9
= fragmento de glandula seminal do animal 4; 10 = fragmento
de glandula seminal do animal 3; 11 = fragmento de glandu-
la seminal do animal 2; 12 = fragmento de glandula seminal
do animal 1; 13 = coldnias de cultivo de material de puncio
testicular do animal 4; 14= fragmento da glandula seminal do
animal 1; 15 = fragmento da glandula seminal do animal 2; C+
= controle positivo.

DISCUSSAO

Clinicamente, a infec¢do por Actinobacillus seminis caracte-
riza-se por alteracdes inflamatodrias cronicas que envolvem
o epididimo e o testiculo (Bezerra et al. 2012). Estas alte-
racoes foram devidamente comprovadas quando da avalia-
¢do clinica dos quatro animais reprodutores das espécies
caprina e ovina, e o animal 4 apresentava quadro clinico
de orquite e epididimite unilateral com consisténcia firme,
achados confirmados também por Al-Katib & Denis (2007)
e Moustacas et al. (2014) em trabalho de infeccdo experi-
mental, que confirma a predilecao do A. seminis pela cauda
do epididimo. Deve ser destacado que as alteragdes clinicas
estdo associadas a baixa concentracdo, baixa motilidade e a
ndo viabilidade espermatica, além da presenca de neutro-
filos no sémen, que comprometem a taxa de fertilidade dos
reprodutores, e em regides sem historico de diagnéstico da

infecgdo os prejuizos econdmicos podem ser ainda maiores
devido a dificuldade de identificagdo dos sintomas.

Os achados relacionados as lesdes macroscépicas ob-
servadas quando da necropsia do animal 4 vem ao encon-
tro aos relatos descritos por outros autores, que descre-
veram lesOes caracterizadas por aumento de volume da
cauda do epididimo, de um ou de ambos os testiculos, mas
a cabeca e o corpo também podem estar afetados, espes-
samento da tinica albuginea, epididimite, orquite, atrofia
e diminuicdo na consisténcia testicular, além de abscessos
na cauda do epididimo (Al-Katib & Denis 2007, Moustacas
et al. 2014), no testiculo e no saco escrotal, exsudato puru-
lento, pastoso ou granular, branco acinzentado, ou material
calcificado pode ser encontrado unilateral ou bilateralmen-
te (West 2004, Foster & Lads 2007, Moustacas et al. 2014).
Ainda pode ser encontrado aumento dos linfonodos ingui-
nais e iliacos internos. O quadro de lesdes deve ser consi-
derado no diagnéstico das epididimites infecciosas agudas,
embora a sua etiologia s6 possa ser definida por meio do
exame bacterioldgico ou técnicas moleculares, pois outras
bactérias podem causar lesdes semelhantes (Bezerra et al.
2012). No animal 3, embora ndo tenha sido possivel detec-
tar a presenca de isolados bacterianos, lesdes como atrofia,
fibrose e mineralizacdo testicular e epididimal bilaterais
sdo compativeis com o quadro cronico da enfermidade, o
que dificulta o isolamento bacteriano.

Na epididimite subaguda a cronica, as lesoes histologi-
cas causadas pelo A. seminis geralmente consistem de ede-
ma e fibrose intersticial do epididimo, oclusdo dos ductos
epididimarios com auséncia de espermatozoides, rea¢do
inflamatéria predominantemente linfoplasmocitaria in-
tersticial multifocal no testiculo, mineralizacdo de alguns
tubulos seminiferos, necrose e inflamagio piogranulomato-
sa no epididimo e testiculo, reducdo ou auséncia de esper-
matozoides nos tubulos seminiferos, areas de vacuolizagio
do epitélio com pouca evidéncia de espermatogénese, além
de atrofia tubular com reten¢do espermatica e formacao de
granulomas (Baynes & Simmons 1960, Tonder 1973, Puen-
te-Redondo et al. 2000, Gomes et al. 2001, West 2004). Na
infeccdo aguda, as lesdes descritas por West (2004) cor-
respondem a necrose, descamacao do epitélio e alteragdes
cisticas dos tabulos da parte afetada do epididimo, infiltra-
¢do por neutrdfilos, e alguns macréfagos e linfocitos, e de-
generacdo e necrose de neutréfilos e espermatozoides. Os
achados microscopicos observados nos animais 3 e 4 estdo
semelhantes com os citados na literatura.

A auséncia de crescimento bacteriano sugestivo para
A. seminis em materiais dos animais 1, 2 e 3, a despeito
que no animal 3 tenha sido possivel verificar lesdes como
atrofia, fibrose e mineralizacdo testicular e epididimal bi-
lateral compativeis com quadro cronico da enfermidade e
no animal 1 a auséncia de isolamento bacteriano, achados
histoldégicos e amplificacdo de material genético em contra
posicdo a presenca de sinais clinicos, vem reforgar os acha-
dos de Moustacas et al. (2014) ao relatarem que houve bai-
xa frequéncia de isolamento bacteriano a partir do sitio de
inoculacgdo e sugere que a cronicidade da infeccdo na cauda
do epididimo pode interferir na recuperacdo da bactéria.

Analisando-se os indicadores de producdo, ha relatos
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que revelam deficiéncias sanitarias em relacdo a criacio de
pequenos ruminantes na regido semiarida do Nordeste do
Brasil (Pinheiro et al. 2000), demonstrando a necessidade
de minimizacdo dos prejuizos provocados pelas perdas re-
produtivas. Em particular, destacam-se as caracteristicas
da infeccdo por A. seminis, cujos efeitos ndo sdo percepti-
veis nem mensuraveis (Gomes 1991), especialmente em
criagdes extensivas ou por produtores ndo alertados para
a importancia econdmica da doenga (Bezerra et al. 2012).
0 isolamento de A. seminis em um animal experimental-
mente inoculado com uma cepa oriunda do primeiro isola-
mento em caprinos no Brasil (Santos et al. 2014), e confir-
magao por diagnéstico molecular se reveste de importancia
em funcdo do que representa a atividade da caprinovincul-
tura no contexto da cadeia produtiva e seus impactos econo-
micos para a regido semiarida do Nordeste do Brasil, visto
que a infec¢do foi reproduzida em ovino com cepa isolada
de caprino. Diante disso, o A. seminis deve ser considerado
como diagndstico diferencial em casos de epididimite em
pequenos ruminantes, especialmente na regido Nordeste
do Brasil, onde a criacdo consorciada de caprinos e ovinos
é uma pratica amplamente adotada e o agente ja foi isolado
em ovinos (Bezerra et al. 2012) e em caprinos (Santos et
al. 2014), podendo ser esse modelo de criacao decisivo na
contaminacdo cruzada entre ovinos e caprinos.

CONCLUSAO

Conclui-se que o modelo de infeccdo experimental utili-
zando caprinos e ovinos comprovou a patogenicidade da
amostra de Actinobacillus seminis, isolada de um caprino no
semiarido brasileiro e reproduzida em um ovino, compro-
vando a predilecdo do agente pelo epididimo, com quadro
clinico, achados histopatolégicos, isolamento bacteriano e
diagndstico molecular positivo.
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