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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 
sêmen, punção e fragmentos de epidídimo, ducto deferen-
te, testículos e glândulas seminíferas de dois caprinos (ani-

mais 1 e 2) e dois ovinos (animais 3 e 4), e foram realizados 
exame histopatológico, cultivo microbiológico e diagnósti-
co molecular. O inóculo foi preparado com solução salina na 
diluição de 10⁻² correspondendo ao padrão 1,0 da escala 
de McFarland, com colônias previamente cultivadas de A. 
seminis e administrado no volume de 2 mL pelas vias intra-
-prepucial (animais 1 e 3) e na cauda do epidídimo (ani-
mais 2 e 4). Na avaliação clínica observou-se aumento uni-
lateral de consistência firme após 30 dias no epidídimo e 
testículo do animal 4 que continuou até o dia da eutanásia, 
bem como o animal 1 apresentou discreto aumento unila-
teral dos testículos. As lesões macroscópicas e microscópi-
cas observadas nos animais 3 e 4 foram compatíveis com 
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aquelas causadas pela infecção por A. seminis. A. seminis foi 
isolado de material de punção e sêmen de um ovino (ani-
mal 4). Conclui-se que o modelo de infecção experimental 
utilizando caprinos e ovinos comprovou a patogenicidade 
da amostra de A. seminis, isolada de um caprino no semiá-
rido brasileiro e reproduzida em um ovino, comprovando a 
predileção do agente pelo epidídimo, com quadro clinico, 
achados histopatológicos, isolamento bacteriano e diag-
nóstico molecular positivo.
TERMOS DE INDEXAÇÃO: Epididimite, Actinobacillus seminis, in-
fecção experimental.

INTRODUÇÃO
A epididimite ovina tem sido relatada como uma das prin-
cipais causas de prejuízos econômicos, pois interfere na 
fertilidade dos machos infectados, de maneira que tais per-
das não são percebidas facilmente em criações extensivas 
devido à falta de informação dos produtores sobre essa 
doença (Gomes 1991). Um dos principais agentes causais 
é Actinobacillus seminis, uma bactéria Gram-negativa da 
família Pasteurellaceae, cuja infecção se estabelece quando 
os machos ainda jovens alcançam a maturidade sexual, mas 
também diagnosticada em animais adultos. Clinicamente, a 
infecção por A. seminis caracteriza-se por alterações infla-
matórias crônicas que envolvem o epidídimo e o testículo 
(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 
possíveis fatores predisponentes pode estar associado ao 
estresse induzido por mudanças hormonais durante a ma-
turação sexual ou por deficiências nutricionais, ocasionan-
do o desenvolvimento de orquite e epididimite, principal-
mente em carneiros jovens (Hajtós et al. 1987).

O primeiro isolamento de A. seminis foi relatado por 
Baynes & Simmons (1960), na Austrália, em sêmen de ovi-
nos com epididimite. A partir daí, a bactéria foi isolada de 
ovinos em diversas ocasiões em vários países: Estados Uni-
dos da América (Livingston & Hardy 1964), África do Sul 
(Worthington & Bosman 1968), Nova Zelândia (Gumbrell 
& Smith 1974), Hungria (Hajtós 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 MÉTODOS
O projeto foi aprovado pelo Comitê de Ética 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 

reprodução e clinicamente sadios. Os animais foram previamen-
te testados para Brucella ovis pelo teste de imunodifusão em gel 
de ágar (IDGA) com kits comerciais produzidos pelo Instituto de 
Tecnologia do Paraná (TECPAR, Curitiba, Brasil); a técnica foi re-
alizada de acordo com as instruções do fabricante, utilizando-se 
antígeno de lipopolissacarídeos e proteínas 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 Veterinário da Uni-
versidade Federal de Campina Grande, em Patos, PB, Brasil. Os 
animais inicialmente foram adaptados em baias por período de 
15 dias e alimentados com feno de capim tifton e farelo de milho 
e trigo. Após esse período foram inoculados com Actinobacillus 
seminis (amostra SAAS01) (Santos et al. 2014). O inóculo foi pre-
parado com solução salina na diluição de 10⁻² correspondendo 
ao padrão 1,0 da escala de McFarland, com colônias 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 epidídi-
mo. Os animais foram analisados clinicamente por período de 12 
semanas, e na ocasião foram feitas punções na cauda do epidídi-
mo e coleta de sêmen por eletro-ejaculação a cada três semanas, 
totalizando quatro coletas. Após o tempo proposto, os animais 
foram eutanasiados após a sedação com xilazina (Copazine-Sche-
ring-Plough Coopers, Brasil) na dose de 0,5mg/kg de peso vivo 
e anestesia geral com tiopental sódico 2,5% (Cristália Produtos 
Químicos Farmacêuticos Ltda) na dose de 10mg/kg peso vivo, 
seguido por eletrocussão e submetidos à necropsia para coleta 
de fragmentos do corpo e cauda do epidídimo, ducto deferente, 
testículo e glândulas seminais. Essas amostras foram submetidas 
aos diagnósticos histopatológico, microbiológico e molecular. No 
momento da coleta do sêmen, foi utilizado eletro ejaculador es-
pecífico para pequenos ruminantes com ondas e amplitudes pa-
dronizadas, gel lubrificante, sob orientação de especialistas em 
reprodução animal.

As amostras de tecidos e de sêmen foram semeadas nos meios 
ágar sangue e ágar Brucella enriquecidos com sangue desfibrina-
do de carneiro na concentração de 5% do volume total. Todas as 
amostras foram incubadas em atmosfera contendo 10% de CO2 
bem como em aerobiose por período de cinco dias. As bactérias 
isoladas foram submetidas às provas bioquímicas de catalase, 
oxidase, nitrato, esculina, motilidade, maltose, xilose, galactose, 
lactose, manose e trealose, conforme Krieg & Holt (1984). Para o 
diagnóstico histopatológico, as amostras foram fixadas em forma-
lina a 10%, desidratadas, diafanizadas e incluídas em parafina. Os 
blocos foram cortados em micrótomo de 5µm e as lâminas cora-
das pela técnica de Hematoxilina-Eosina (HE).

Para o diagnóstico molecular por reação em cadeia pela po-
limerase (PCR), as amostras de sêmen, punção, fragmentos dos 
órgãos e cultivo foram submetidas à extração 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 região 16S 
do rRNA. As reações de amplificação foram realizadas em volume 
final de 12,5µL contendo 2,5µL de DNA genômico; 0,5µL de cada 
primer a 30µM; 2,5µL de água ultrapura (Mili-Q®, Darmstadt, Ale-
manha) e 6,25µL de Top Taq Master Mix (Qiagen®, Austin, EUA), 
de acordo com o protocolo do fornecedor. O perfil térmico das 
etapas de reações foi feito em termociclador XP Thermal Cycler 
(Bioxer Technology Co Ltda, Qingdao, China), consistindo de des-
naturação do DNA inicial a 94°C (1 min) e seguida de 35 ciclos a 
94oC por 30 segundos para a desnaturação, 55oC por 30 segundos 
para o anelamento, 72oC por 6 minutos para a extensão e extensão 
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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 estão apresentados os resultados de acordo 
com a espécie animal e via de inoculação. Na avaliação clí-
nica pode-se observar aumento unilateral de consistência 
firme após 30 dias no epidídimo e testículo do animal 4 que 
continuou até o dia da eutanásia. O animal 1 também apre-
sentou discreto aumento unilateral dos testículos aproxi-
madamente no mesmo período. Já o animal 3 apresentou 
apenas achados histopatológicos e o animal 2 não apresen-
tou alterações significativas.

Foi possível o isolamento de colônias pequenas (1 a 2 
mm), lisas, brilhantes e sem pigmento a partir de mate-
rial de punção e sêmen de um ovino (animal 4) colhido na 
3ª e 4ª coleta. Na coloração de Gram, foram identificadas 
bactérias com morfologia de bastonetes Gram negativas. O 
isolado foi catalase, oxidase, nitrato e esculina positivas e 
motilidade negativa, produção de ácido em maltose e xilo-
se, sem produção de ácido em galactose, lactose, manose 
e trealose. As características morfotintoriais e bioquímicas 
permitiram identificá-lo como sendo Actinobcillus seminis. 
Não 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, cabeça e corpo do epidídimo e peque-
no foco de exsudato pastoso de cor branco acinzentado no 
animal 4. Já no animal 3, observou-se fibrose, atrofia e mi-
neralização testicular e epididimal bilateral.

Ao exame histopatológico foi observada, no animal 3, 
área focal de necrose na glândula vesical contendo restos 
de espermatozoides e material eosinofílico circundado por 
intensa reação inflamatória granulomatosa (Fig.1) consti-
tuída por macrófagos epitelioides e células gigantes multi-
nucleadas (Fig.2), além de alguns linfócitos, plasmócitos e 
raros neutrófilos, limitada por cápsula de tecido conjuntivo 
fibroso. Algumas células gigantes apresentavam-se fagoci-
tando o material eosinofílico e restos de espermatozoides. 
No animal 4 foi observada presença de infiltrado inflama-
tório multifocal na glândula vesical com número discreto 
de neutrófilos, muitos degenerados, na luz das glândulas. 
Em algumas áreas esse infiltrado inflamatório foi obser-
vado na lâmina própria e entre as glândulas (intersticial), 
além de áreas de necrose epitelial. No corpo do epidídimo 
foi observada grande quantidade de neutrófilos, alguns 
degenerados, na luz do ducto epididimário. Em algumas 
áreas havia material finamente granular e basofílico carac-

terístico de agregados bacterianos e infiltrado inflamatório 
neutrofílico com necrose focal do epitélio glandular (Fig.3). 
No testículo, observaram-se áreas multifocais e discretas 
de necrose com raras células inflamatórias polimorfonu-
cleares.

Foi amplificado DNA de A. seminis a partir de sêmen 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).

Fig.2. Glândula seminal do animal 3 apresentando material eo-
sinofílico circundado por infiltrado inflamatório constituído 
por macrófagos epitelioides (cabeças de setas) e células gi-
gantes multinucleadas (seta). HE, obj.40x.

Fig.1. Glândula seminal do animal 3 apresentando área de necrose 
central circundada por inflamação granulomatosa. HE, obj.20x.

Quadro 1. Resultados da inoculação experimental de amostra de Actinobacillus 
seminis (amostra SAAS01) isolada de caprino

	Identificação	 Espécie	 Via de	 Sinais	 Cultivo e	 Achados	 PCR
	 do animal		  inoculação	 clínicos	 isolamento	 histopatológicos

	 1	 Caprino	 Intra-prepucial	 +	 -	 -	 -
	 2	 Caprino	 Cauda do epidídimo	 -	 -	 -	 -
	 3	 Ovino	 Intra-prepucial	 -	 -	 +	 -
	 4	 Ovino	 Cauda do epidídimo	 +	 +	 +	 +
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DISCUSSÃO
Clinicamente, a infecção por Actinobacillus seminis caracte-
riza-se por alterações inflamatórias crônicas que envolvem 
o epidídimo e o testículo (Bezerra et al. 2012). Estas alte-
rações foram devidamente comprovadas quando da avalia-
ção clínica dos quatro animais reprodutores das espécies 
caprina e ovina, e o animal 4 apresentava quadro clínico 
de orquite e epididimite unilateral com consistência firme, 
achados confirmados também por Al-Katib & Denis (2007) 
e Moustacas et al. (2014) em trabalho de infecção experi-
mental, que confirma a predileção do A. seminis pela cauda 
do epidídimo. Deve ser destacado que as alterações clinicas 
estão associadas à baixa concentração, baixa motilidade e a 
não viabilidade espermática, além da presença de neutró-
filos no sêmen, que comprometem a taxa de fertilidade dos 
reprodutores, e em regiões sem histórico de diagnóstico da 

infecção os prejuízos econômicos podem ser ainda maiores 
devido à dificuldade de identificação dos sintomas.

Os achados relacionados às lesões macroscópicas ob-
servadas quando da necropsia do animal 4 vem ao encon-
tro aos relatos descritos por outros autores, que descre-
veram lesões caracterizadas por aumento de volume da 
cauda do epidídimo, de um ou de ambos os testículos, mas 
a cabeça e o corpo também podem estar afetados, espes-
samento da túnica albugínea, epididimite, orquite, atrofia 
e diminuição na consistência testicular, além de abscessos 
na cauda do epidídimo (Al-Katib & Denis 2007, Moustacas 
et al. 2014), no testículo 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 ilíacos internos. O quadro de lesões deve ser consi-
derado no diagnóstico das epididimites infecciosas agudas, 
embora a sua etiologia só possa ser definida por meio do 
exame bacteriológico ou técnicas moleculares, pois outras 
bactérias podem causar lesões semelhantes (Bezerra et al. 
2012). No animal 3, embora não tenha sido possível detec-
tar a presença de isolados bacterianos, lesões como atrofia, 
fibrose e mineralização testicular e epididimal bilaterais 
são compatíveis com o quadro crônico da enfermidade, o 
que dificulta o isolamento bacteriano.

Na epididimite subaguda a crônica, as lesões histológi-
cas causadas pelo A. seminis geralmente consistem de ede-
ma e fibrose intersticial do epidídimo, oclusão dos ductos 
epididimários com ausência de espermatozoides, reação 
inflamatória predominantemente linfoplasmocitária in-
tersticial multifocal no testículo, mineralização de alguns 
túbulos seminíferos, necrose e inflamação piogranulomato-
sa no epidídimo e testículo, redução ou ausência de esper-
matozoides nos túbulos seminíferos, áreas de vacuolização 
do epitélio com pouca evidência de espermatogênese, além 
de atrofia tubular com retenção espermática e formação de 
granulomas (Baynes & Simmons 1960, Tonder 1973, Puen-
te-Redondo et al. 2000, Gomes et al. 2001, West 2004). Na 
infecção aguda, as lesões descritas por West (2004) cor-
respondem a necrose, descamação do epitélio e alterações 
císticas dos túbulos da parte afetada do epidídimo, infiltra-
ção por neutrófilos, e alguns macrófagos e linfócitos, e de-
generação e necrose de neutrófilos e espermatozoides. Os 
achados microscópicos observados nos animais 3 e 4 estão 
semelhantes com os citados na literatura.

A ausência de crescimento bacteriano sugestivo para 
A. seminis em materiais dos animais 1, 2 e 3, a despeito 
que no animal 3 tenha sido possível verificar lesões como 
atrofia, fibrose e mineralização testicular e epidídimal bi-
lateral compatíveis com quadro crônico da enfermidade e 
no animal 1 a ausência de isolamento bacteriano, achados 
histológicos e amplificação de material genético em contra 
posição a presença de sinais clínicos, vem reforçar os acha-
dos de Moustacas et al. (2014) ao relatarem que houve bai-
xa frequência de isolamento bacteriano a partir do sitio de 
inoculação e sugere que a cronicidade da infecção na cauda 
do epidídimo pode interferir na recuperação da bactéria.

Analisando-se os indicadores de produção, há relatos 

Fig.4. Análise de PCR para Actinobacillus seminis. C- = controle ne-
gativo; M = marcador de tamanho molecular de 100pb; 1 = 
sêmen do animal 4; 2 = fragmento de testículo do animal 3; 3 
= fragmento de testículo do animal 2; 4 = fragmento de testí-
culo do animal 1; 5 = fragmento de epidídimo do animal 4; 6 = 
fragmento de epidídimo do animal 3; 7 = fragmento de epidí-
dimo do animal 2; 8 = fragmento de epidídimo do animal 1; 9 
= fragmento de glândula seminal do animal 4; 10 = fragmento 
de glândula seminal do animal 3; 11 = fragmento de glându-
la seminal do animal 2; 12 = fragmento de glândula seminal 
do animal 1; 13 = colônias de cultivo de material de punção 
testicular do animal 4; 14= fragmento da glândula seminal do 
animal 1; 15 = fragmento da glândula seminal do animal 2; C+ 
= controle positivo.

Fig.3. Corpo do epidídimo do animal 4 contendo infiltrados de 
neutófilos, alguns degenerados e agregados bacterianos (seta) 
distendendo a luz do ducto com necrose epitelial focal (cabeça 
de seta) e neutrófilos intersticiais. HE, obj.20x.
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que revelam deficiências sanitárias em relação à criação de 
pequenos ruminantes na região semiárida do Nordeste do 
Brasil (Pinheiro et al. 2000), demonstrando a necessidade 
de minimização dos prejuízos provocados pelas perdas re-
produtivas. Em particular, destacam-se as características 
da infecção por A. seminis, cujos efeitos não são perceptí-
veis nem mensuráveis (Gomes 1991), especialmente em 
criações extensivas ou por produtores não alertados para 
a importância econômica da doença (Bezerra et al. 2012).

O 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-
mação por diagnóstico molecular se reveste de importância 
em função do que representa a atividade da caprinovincul-
tura no contexto da cadeia produtiva e seus impactos econô-
micos para a região semiárida do Nordeste do Brasil, visto 
que a infecção foi reproduzida em ovino com cepa isolada 
de caprino. Diante disso, o A. seminis deve ser considerado 
como diagnóstico diferencial em casos de epididimite em 
pequenos ruminantes, especialmente na região Nordeste 
do Brasil, onde a criação consorciada de caprinos e ovinos 
é uma prática amplamente adotada e o agente já foi isolado 
em ovinos (Bezerra et al. 2012) e em caprinos (Santos et 
al. 2014), podendo ser esse modelo de criação decisivo na 
contaminação cruzada entre ovinos e caprinos.

CONCLUSÃO
Conclui-se que o modelo de infecção experimental utili-
zando caprinos e ovinos comprovou a patogenicidade da 
amostra de Actinobacillus seminis, isolada de um caprino no 
semiárido brasileiro e reproduzida em um ovino, compro-
vando a predileção do agente pelo epidídimo, com quadro 
clinico, achados histopatológicos, isolamento bacteriano e 
diagnóstico molecular positivo.
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