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RIO GRANDE DO SUL*
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Sivorse.- Um germe semelhante & brucela foi isolado em 9 dentre 25 carneiros que apre-
sentavam epididimite. Aparentemente, a mesma bactéria foi cultivada do contetido do estd-
mago de um dentre 17 ovinos natimortos. Foi possivel produzir 2 epididimite em condigbes
experimentais em todos os seis carneiros inoculados, usando para isso 5 culturas tomadas ao
acaso dentre as 9 isoladas bem como a cultura proveniente do natimorto.

Nos exames histopatologicos dos casos examinados, verificou-se tratar-se de processos
inflamatérios nitidamente granulomatosos, sem no entanto apresentarem especificidade.

INTRODUGAO

A epididimite tem sido observada em carneiros desde
muitos anos em algumas regides de criacio ovina.

Na Austrilia, Simmons e Hall (1853) isolaram uma
bactéria de epididimos infetados de carneiro, conse-
guindo transmitir a doenga. Descreveram-na como sen-
do um germe “semelhante i brucela”, mas ndo conse-
guiram classificd-lo. Buddle e Boyes (1953) estudaram
pormenorizadamente um coco-bacilo gram-negativo que
causava uma infeccio genital em ovinos na Nova Ze-
lindia e conclufram tratar-se de uma Brucella sp., pro-
vavelmente uma mutante de Brucells melitensis, Como
resultade déste e de trabalho subseqiiente, Buddle
{1958} concluiu que se deveria dar a0 germe em apré-
¢o uma denominagio especifica tendo proposto o nome
de Brucellz otis. Kennedy et al. (1956) isolaram ¢ mes-
mo tipo de bactéria de carneiros com epididimite nos
Estados Unidos. A semelhanga déste germe com Hemo-
philus sp. foi evidenciada. Meyer ¢ Cameron {1936)
estudaram esta bactéria e sugeriram sua classificagio no
género Neisseria, Van Rensburg et al. (1958} comuni-
caram o isolamento de uma bactéria, semelhante a bru-
cela, de carneiros com epididimite na Africa do Sul. Hart-
ley et al. (1954) infetaram ovelhas prenhes com essa
bactéria e conseguiram seu isolamento a partir das mem-
branas fetais infetadas bem como do contevido estoma-
cal e pulmdes do feto. McGowan et ¢l. {1961) também
reisolaram &sse germe das membranas fetais e de fetos
de ovelhas prenlgwres infetadas experimentalmente. Os ci-
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tados autores denominaram éste microrganismo de REQ
(ram epididymitis organism). Watts (1955) e Welling-
ton (1955), em estudos separados, comunicaram o iso-
lamento déste microrganismo a partic do leite de ove-
Thas infetadas.

Extensivos estudos sobre a epididimite ovina tém sido
levados a efefto mais recentemente na Argentina (Ce-
dro et al. 1963) e no Peru (Moro 1962). Baynes e
Simmons (1960) jsolaram uma bactéria, “Actinobacillus
seminis”, de carneiros com epididimite na Austrilia,
Aparentemente a mesma bacteria foi isolada posterior-
mente por Livingston e Hardy (1964) também de epi-

- didimos de ovinos infetados.

MaTtERianL E METopos

Inoculagdo do agente causal

Sémen, obtido por eletro-ejaculagio, e epididimos infe-
tados foram cultivados em apgar sangue ouw agar sbro,
consistindo em 1 volume de sangue ovino em solugio
de Alsever (Kabat & Mayer 1961) e 9 volumes de
meio base de agar sangue”. O agar sbro era composto
de 5 partes de sdro ovino préviamente esterilizado por
filtracio em filtro Seitz e 95 partes de meio base de
agar sangue. Os meios inoculados foram incubados a
87°C sob reduzida tensio de oxigénio em um desseca-
dor de vidro, As condigfes de microaerofilia foram pro-
duzidas pela colocagio de uma vela acesa dentro do
dessecador antes de seu fechamento hermético.

Caracterizagio das bactérias

O tipo de coldnia foi estudado com o puxilio do teste
de acriflavina (Alton & Jones 1963). A bacterioscopia
foi executada com os seguintes métodos de coloragio:
Ziehl-Nielsen modificado (Edgard & Macdiarmid 1958),
Gram (Bier 1962) e Koster modificado (Buddle & Boyes
1953). Fermentages de glicose, inositol, lactose, mal-
tose, manitol, ramnose, sacarose e trealose foram deter-
minadas em meio de peptona com 10% de sdro ovino, A
concentragio dos ag¢icares respectivos nmo meio foi de
1%. A leitura final foi tomada apés uma semana de
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incubagio sob reduzida tensio de oxigénio a 37°C. Pro-
dugiio de indal e IS, os testes de vermelho de metila
e de Voges-Proskauer, redugio de nitratos, as provas de
catalase e urease foram estudadas segundo processos
padrio (Society of American Bacteriologists 1957).

Testes de sensibilidade aos antibidticos foram efetuados
sbbre o agar sangue com a utilizacio de discos comer-
ciais de alta concentragio, com 10 unidades de penici-
lina, 10 pg de estreptomicina, 30 pg de cloromicetina,
30 pg de kanamicina, 15 pg de eritromicina, 30 pg de
tetraciclina, 30 ng de novobiocina e 30 pug de neomicina,

Testes de firagdo de complemento

Para a preparacio do antigeno, semearam-se as bacté-
tias semelhantes a brucela em placas de Petri contendo
agar sangue ovino ou agar sdro ovino por 3 dias a 37°C
sob as condigdes microaerdbicas descritas acima. As bac-
térias foram obtidas por lavagem das placas com solu-
¢io salina fisioldgica estéril, usando-se 3 ml por placa.
Logo apés, a suspensio foi centrifugada aproximada-
mente a 8.000 x g a 5°C. O sobrenadante foi elimina-
do. O sedimento bacteriano foi ressuspense na volume
original de solugiio salina fisioldgica estéril sendo sub-
metido a fervura por 10 minutos. A suspensio foi a se-
guir centrifugada aproximadamente a 8.000 x g a 5°C,
O sobrenadante se constitui no antigeno para a fixagio
do complemento. Como apresentasse atividade anticom-
plementar na concentragio original, necessitou ser di-
Iuido a 1:5 em solugdo salina fisiclégica, e nesta dilui¢io
foi usado no teste final,

No teste de fixagdo de complemento foram incubados
0,2 m! do antigeno diluido em presenca do complemento
com 0,2 ml de séro a 37°C em banho-maria. Os scros
haviam sido préviamente aquecidos a 56°C por 30 mi-
nutos. O complemento foi titulado antes de cada teste.
Uma unidade de complemento em um volume de 0,15
ml foi aplicada, Apés a execugdo do “sistema de teste”,
que consistiu na incubagfo, por 30 minutos, do antigeno,
do sbra e do complemento, adicioncu-se o “sistema indi-
cador”, Este GMtimo compreendia uma mistura de vo-
tumes iguais de uma suspensfio de glébulos vermelhos
de ovino a 2,5% em solucdio salina e de hemolisina, 4
unidades por dose. 0,5 m! do sistema indicador foram
adicionados a cada tubo e a incubagio prosseguiu por
um. periode adicional de outros 30 minutos, ao fim do
qual o teste foi considerado terminado. Na fixacio de
complemento de um séro na diluigio 1:10 ou mais &
considerado positivo, ‘

Séro-aglutinagiio rdpida para Brucella

O antigeno para o teste de aglutinagio ripida em placa
de vidro (Hipblito & Freitas 1963) foi recebido do
Instituto de Pesquisas Veterindrias “Desidério Finamor”,
de Guaiba, Rio Grande do Sul.

RESULTADOS

Isolamento das bactérias

Foram isoladas bactérias semelhantes z brucela de 8
epididimos provenientes de 24 carneiros que apresenta-

vam lesdes clinicas de epididimite. LesGes macroscépicas

tipicas sdo mostradas na Fig. 1. Os cameiros procediam
de fazendas situadas nos municipios de Bagé e Jagua!
rio, Rio Grande do Sul. As modificaces patolégicas
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serio descritas em outro trabalho. O sémen de todos
os 24 cameiros era necrospérmico ou azoospérmico e
continha muitos leucéeitos. Em aditamento, o agente
semelhante a brucela foi isolado do sémen de wm car-
neiro com epididimite internado na Clinica Veteriniria
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. O séro
sangiiineo déste animal deu resultado positivo quando
submetido ao teste de fixagiio de complemento, Aparen-
temente a mesma bactéria foi cultivada a partir do con-
tetdo estemacal de um dos 17 ovinos natimortos, pro-
cedentes de uma fazenda préxima de Bagé.

Fic. 1, Epididimite ovina, Lesdo macroscdpica iipica.

Caracteristicas da bactéria semelhante a brucela

As bactériag eram imdveis, coco-bacilos isolados ou em
pares, gram-negativos e resistentes a descoloragio com
acidos fracos ma coloragiio de Ziehl-Nielsen modificada
(Edgar & Macdiarmid 1936). Quando tratadas pelo
método de Koster modificado (Buddle & Boyes. 1953}
tomaram a coloragdo rosa. O crescimento se verificou
apenas nos meios contendo sangue ou séro e sob condi-
coes de microaerofilia. As colonias eram visiveis apds
incubaciio de 2 dias a 37°C e mediam aproximadamen-
te 0,5 mm. Apds 5 dias de incubagiic aumentaram em
tamanho até 1,5 mm de didmetro. Apresentavam-se con-
vexas e de cdr branco-acinzentada. No teste de acrifla-
vina o resultado foi positivo.

As bactérias semelhantes a brucela nio produziram
dcido a partir da glicose, inositol, lactose, maltose, ma-
nita, ramnocse, sacarose e trealose. Também nio reduzi-
ram os nitratos nem produziram gis sulfidrico e indol.
Os testes da urease, do vermelho de metila e de Voges-
-Proskauer foram negativos. O teste da catalase fol for-
temente positivo.

As bactérias mostraram-se resistentes aos seguintes an-
tibiéticos: penicilina, cloromicetina, kanamicina, eritro-
micina, tetraciclina, novobiocina e neomicina.

Mostrararn-se sensiveis 3 estreptomicina e cloromice-
tina. .

A inoculagio por via intraperitonial nio provocou mo-
dificagGes patologicas visiveis na cobala.

As bactérias nfo foram aglutinadas por sére bovino
positivo para Brucella abortus ao titulo de 1:800, na pro-
va ripida, em placa de vidro. .

Reproducdo da doenga

A epididimite fol provocada experimentalmente pela
inoculagio do germe semelhante a brucela em todos cs
seis carneiros utilizados para a prova. A infeecfio expe-
rimental foi estabelecida pela inoculagio de aproxima-
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damente 10* bactérias em 1 ml de éolugéo fisiologica
em cada epididimo. O nimero de bactérias foi determi-
nado préviamente pela cultura de uma suspensio bacte-
riana do germe em estudo, diluida 10 vézes e semeada
em duplicata em agar sangue ovino. Cinco das seis cul-
turas usadas para a infec¢fio experimental foram isoladas
de diferentes carneiros e a sexta do contetido estomacal
de feto ovino abortado. Os animais infetados apresenta-
ram epididimite dentro de uma semana da incculagfo.
O germe semelhante a brucela foi reisolado do sémen
de todos os seis carneiros infetados, oito semanas apés
a infecgiio experimental, Foi possivel a cultura a partir
do sémen de um animal cinco meses apds a inoculagho.
Os soros de todos os animais infetados continham anti-
corpos de fixagio de complemento da diluigio 1:10 e
em diluigSes maiores. Os anticorpos persistiram por mui-
tos meses. De outro lado, o séro nio aglutinou o anti-
geno B. gbortus no teste ripido, em placa de vidro.

Histopatologia

A intensidade das alteracBes encontradas ao exame histo-
patolégico é variivel de caso para easo e, mesmo, den-
tro de cada caso. As lesdes sio observadas tanto no es-
troma (tecido intertubular) como nos tibulos, especial-
mente no epitélio tubular,

No estroma, as alteragdes mails constantes consistem
na presenga de aglomerados de células mononucleares
(linfécitos e plasmécitos) localizados em geral nas ca-
madas adjacentes ao epitélio tubular. Os capilares san-
giilneos, nestes locais, apresentam dilatagfes ligeiras, e,
muitas vézes, nota-se um edema local com localizagio
perivascular. Em outros locais hi presenga de pibcitos,
em quantidades varidveis, formando actmulos em geral
de pequenas dimensdes. Quando é&stes pidcitos infiltram
as paredes dos tibulos ocasionam a destruicio de seun
epitélio do que resulta o extravasamento do contetdo
tubular para o intersticio produzindo af granulomas ines-
Eecificos a que Jubb e Kennedy (1963) chamaram de
granulomas ~ esperméaticos”. Estes granulomas evoluem
para fibrose intensa e vio até a formacio de um tecido
cleatricial.

Para o lado dos tdbulos, nota-se, em quase todos os
casos, a presenga de cistos epitelials, degeneracio hi-
drépica das células epiteliais ¢ hiperplasia papilar. Mui-
tas vézes é patente a estagnacio do contetido tubular
ocasionada provivelmente pela intensa fibrose observada
no estroma. Qutras vézes, na presenca de actmulos de
pidcitos, o epitélio mostra-se destruide, ocasionando o
extraivasamento do conteddo tubular para o tecido inters-
ticial,

Discussio

Os estudos descritos revelaram que o germe semelhan-
te a brucela foi a causa da epididimite ovina no Rio
Grande do Sul. E de interésse epizootiolégico salientar
que, aparentemente, a mesma bactéria foi isolada do
contetido gistrico de um feto natimorto, Tal fato indica
que a ovelha pode abrigar a bactéria em seus orgios
genitais e pode ainda abortar como resultado de uma
infecglio provocada por éste microrganismo.

Se o germe isolado, semelhante a brucela, pertence
ao género Brucells é ponto ainda discutivel.

Nao houve reacfio cruzada com B. abortus. Além dis-
so, a bactéria isolada do epididimo infetado ndo de-
compds a uréia. O género Hemophilus (Kennedy et al.
1856) e Actinobacillus seminis apresentam importincia
para o diagnéstico diferencial. As caracterfsticas da bac-
téria passiveis de determinagio com os recursos dispo-
nivels foram apontadas. Embora possam ser fteis para
estudos comparativos futuros, nio sdo suficientes para
uma classificacio definitiva do germe encontrado por
nos.
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Apstract.- Blobel, H., Fernandes, J.C.T., Mies Filho, A., Ramos, A.A. & Trein, E.J. 1972,
Etiology of ovine epididymitis in Rio Grande do Sul. Pesq. agropec. bras., Sér, Vet.,, 7:1-4,
{Inst. Pesq. Agropec. Sul, Caixa Postal E, Pelotas, RS, Brazil)

Brucella-like bacteria were isolated from nine out of 25 rams with epididymitis.
Cultured stomach contents of one out of 17 stillborn lambs yielded bacteria that were ap-
parently identical. Epididymitis was produced in all of six experimentally infected rams
using five cultures randomly selected from the nine cultures isolated from rams and the
bacteria isolated from the stillborn lambs. This was accepted as evidence that the brucella-
-like bacteria were the cause of ovine epididymitis in Rio Grande do Sul.

Histopathologic examination showed inflammatory changes with granulomatous charac-
teristics, however, without specificity.
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