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RESUMO

Histophilus somni (Haemophilus somnus) é um importante patógeno que pode desencadear quatro diferentes
tipos de manifestações: doença respiratória, meningoencefalopatia trombótica (TEM), artrite e distúrbios reprodutivos. A
via de infecção geralmente é a respiratória, porém nos distúrbios reprodutivos, pode ser transmitido através de muco
prepucial, sêmen e secreções vaginais contaminadas causando metrite, infertilidade, morte embrionária precoce, abortamento
ao redor dos 6 a 9 meses de gestação por morte fetal ou placentite, vulvovaginite granular e orquiepidimite crônica. O
presente trabalho tem por objetivo relatar o isolamento e detecção pela Reação da Polimerase em Cadeia (PCR) de Histophilus
somni de um feto bovino abortado e de um aspirado uterino de duas receptoras de embrião da raça Red Angus, oriundas de
gado de corte da região de Campo Grande-MS. Trata-se do primeiro caso no Brasil de isolamento de H. somni  de aborto
bovino, demonstrando a importância do diagnóstico diferencial mais abrangente. Além disto, ressalta-se também o risco
sanitário de transmissão de  H. somni por transferência de embriões.

Descritores: Histophilus somni, Haemophilus somnus,  abortamento, morte embrionária, bovino.

ABSTRACT

Histophilus somni (Haemophilus somnus) is an important pathogen that may produce four different kinds of
diseases: respiratory disease, thromboembotic meningoencephalopathy (TEM), arthritis and reproductive disorders. Al-
though infection generally occurs by respiratory route, in reproductive disorders it may also be transmitted by means of
prepucial mucus, semen and contaminated vaginal secretions. The objective of the present trial was to report an abortion
and an embryonic death caused by Histophilus somni, affecting two recipients of Red Angus, from a beef cattle herd in
Campo Grande-MS, Brazil. This was the first case of H. somni isolation from bovine aborted foetus in Brazil, which shows
the importance of a more extensive differential diagnosis procedures. The role of H. somni  in embryo transfer still requires
further studies.
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INTRODUÇÃO

Histophilus somni (Haemophilus somnus) é
um importante patógeno que pode desencadear qua-
tro diferentes tipos de manifestações: doença respira-
tória, meningoencefalopatia trombótica (TEM), artrite
e distúrbios reprodutivos; além de  otite, conjuntivite,
cegueira, mastite e septicemia [1,6,11,13]. Essas ma-
nifestações clínicas podem ocorrer no mesmo animal,
sendo a nervosa (TEM) freqüentemente fatal. Na fê-
mea se observam descargas vulvares, metrite,
vulvovaginite granular, infertilidade por morte embrio-
nária precoce, abortamento por morte fetal e placentite
ao redor de 6-9 meses de gestação, podendo ocorrer
retenção de placenta; enquanto no macho ocorre
balanopostite e sêmen muco-purulento. Por outro lado,
pode ser isolado do trato urogenital de até 90% de
machos e 28% de fêmeas sadias, comportando-se
como microrganismo comensal [3,13,27]. A via de in-
fecção geralmente é a respiratória através de
aerossóis, porém nos distúrbios reprodutivos pode ser
transmitido através de  urina, sêmen, muco prepucial
e secreção cérvico- vaginal contaminada [11,13].

Este  trabalho tem por objetivo relatar o isola-
mento e detecção por PCR de Histophilus somni de
um aspirado uterino contendo embrião (50 dias) e de
um feto de seis meses de gestação, provenientes de
duas receptoras de embrião da raça Red Angus, de
um rebanho da região de Campo Grande-MS.

MATERIAIS E MÉTODOS

Um rebanho de corte, de manejo extensivo, da raça
Red Angus, proveniente da região de Campo Gran-
de–MS, vacinado contra IBR, BVD e leptospirose,
que utiliza TE, apresentou perda embrionária (50 dias)
e abortamento de feto com  6 meses de gestação
em duas receptoras, num mesmo período. Para inves-
tigação dos possíveis agentes etiológicos, os materiais
fetais e aspirado uterino foram submetidos aos
processamentos bacteriológico, virológico,  parasitá-
rio e molecular (PCR).

Bacteriológico: Foram pesquisadas bactérias aeróbias
e microaerófilas considerando-se como possíveis cau-
sas de abortamento, os microrganismos  isolados em
cultura pura ou  preponderantes [7, 21]. Fragmentos de
cada órgão (pulmão, fígado, rim e baço) do feto foram
processadas em aparelho homogeneizador (Stomacher
80) por dois minutos. Cem µl deste material, do conteú-
do abomasal fetal e do aspirado uterino contendo em-

brião foram individualmente investigados, através de
diversos protocolos descritos na literatura (isolamento
e PCR), para os seguintes microorganismos: Brucella
spp e Leptospira spp. [7,25]; Campylobacter spp.
[7,14]; Histophilus somni (Haemophilus somnus)
[2,28]; Mycoplasma spp. e Ureaplasma diversum
[4,18]. Para cultivo de aeróbios (Staphylococcus
aureus, Streptococcus spp), enterobactérias
(Escherichia coli, , Salmonella spp.)  e Arcobacter
spp. [7,26]. Os cultivos foram identificados de acordo
com o agente suspeito, segundo Bergey’s Manual of
Systematic Bacteriology [12]. Para Histophilus somni,
também foi utilizado o sistema de identificação API-
ZYM (Bio-Merieux) empregando-se estirpe padrão
ATCC 43625 como controle [8, 27].

Virológico: uma alíquota do aspirado uterino e uma
suspensão a 20% (p/v) de órgãos (pulmão, fígado, rim,
coração, cérebro e baço) do feto foi processada para
isolamento e detecção por PCR dos vírus Herpes Ví-
rus bovino-1 (BHV-1), Herpes Vírus Bovino-5 (BHV-
5) e Diarréia Viral Bovina (BVDV) [21, 23, 24].

Parasitológico: Uma suspensão a 20% (p/v) do cére-
bro fetal foi processada para  verificar a presença de
taquizoítos e cistos de N. caninum e Toxoplasma
gondii [19,20].

A detecção dos produtos amplificados pelas PCRs foi
realizada por eletroforese em gel de agarose a 2%,
corado com brometo de etídeo, visualizado em
transiluminador U.V. e fotografado em câmera digital
(Kodak digital Science DC-40 Camera).

RESULTADOS

O diagnóstico diferencial apresentou resulta-
dos negativos para Brucella spp., Leptospira spp.,
Campylobacter spp., Mycoplasma spp., Ureaplasma
diversum, Arcobacter spp., IBR, BVD, Toxoplasma
gondii e Neospora caninum tanto no cultivo como
na PCR em todas os materiais.

A partir das amostras do feto (6 meses) foi
possível o isolamento e identificação  em cultura pura
de Histophilus somni (Figuras 1 e 2), mas não do
aspirado uterino; entretanto pela PCR  foram revela-
dos fragmentos amplificados de 400 pb, como mostra
a Figura 3, nas amostras de conteúdo abomasal e do
pool de órgãos deste feto e ainda do aspirado uterino
contendo embrião. As colônias isoladas do feto foram
confirmadas como sendo  Histophilus somni também
pela PCR.
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Figura 1. Crescimento de Histophilus somni em BHI ágar
mostrando  zona de clareamento em torno das colônias.
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Figura 2. Sistema de identificação API-Zym - Bio Merieux:
1. Estirpe padrão ATCC 43625; 2. Estirpe de Histophilus
somni isolada do feto abortado de 6 meses.

Figura 3. Resultados obtidos através da amplificação por
PCR para detecção de Histophilus somni: 1) Marcador DNA
Ladder (100 bp); 2) Conteúdo abomasal do feto abortado
aos 6 meses de gestação; 3) Aspirado uterino contendo
embrião de 50 dias de gestação; 4) Controle positivo
Histophilus somni (Haemophilus somnus – ATCC 43625);
5) Controle negativo.

DISCUSSÃO

As infecções por microrganismos (vírus, bac-
térias, protozoários) podem resultar em mortalidade
embrionária direta, ao afetarem o embrião ou conta-
minarem o ambiente intra-uterino. Indiretamente, o
embrião pode sucumbir por efeitos sistêmicos devido
a septicemias, viremias ou toxemias [10].

Em vários países, e principalmente na Améri-
ca do Norte a TEM, tem sido mais descrita em gado
de corte do que leiteiro e geralmente em animais cria-
dos a pasto;  com envolvimento de fator sazonal, ocor-
rendo mais no outono e inverno. Nesses países há
evidências de que a taxa de infecção em bovinos seja
relativamente alta, com  morbidade em grupos afeta-
dos de 2-5%, eventualmente chegando a 30%.  Em
animais clinicamente doentes e não tratados a morta-
lidade atinge 100% [11].

Atualmente, com o avanço do uso da  transfe-
rência de embriões (TE) a histofilose bovina na forma
reprodutiva tem merecido maiores preocupações quan-
to ao potencial de risco de transmissão desse agente. O
risco sanitário associado com TE depende não somente
dos animais doadores (oócito e sêmen) mas do meio
ambiente ao qual os gametas são expostos (meios de
cultura, condições de estocagem e transferência), como
também  às receptoras. Estas, geralmente pouco
focadas nos aspectos sanitários [9] e de seleção, levan-
do-se mais em conta condição corporal e custo da aqui-
sição, principalmente quando se trata de grandes lotes
de TE. O uso da vacinação contra IBR, BVD e
leptospirose das doadoras e receptoras,  como única
medida sanitária  sem que outras ações sejam tomadas,
tem se mostrado insuficiente. Como se observa, outros
agentes não contemplados nas vacinas comerciais po-
dem conduzir a prejuízos, colocando em risco a eficiên-
cia da TE no rebanho. Os procedimentos  preventivos
aplicados ao sêmen, às doadoras e receptores propos-
tos pela International Embryos Transfer Society (IETS)
e Office International Des Epizooties (OIE) visam
minimizar os riscos de transmissão ao embrião [22],
entretanto a eficiência destes métodos está diretamen-
te relacionada à observância do cumprimento de forma
correta de todas as etapas.

Uma proposta para o monitoramento das con-
dições sanitárias da TE, que está sendo realizada no
rebanho,  seria a análise laboratorial de  pelo menos
duas amostras representantes das duas etapas mais
importantes: 10 mL do primeiro lavado uterino para a

           1                 2                  3                   4                   5
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colheita do embrião da doadora, que traria evidencias
sanitárias da doadora e 10 mL do conteúdo da placa de
procura de embriões, contendo embriões degenerados
e óvulos não fecundados, que enfocaria a eficiência dos
procedimentos referentes ao lote de embriões a ser
transferido.

No presente relato, o abortamento ocorrido em
duas receptoras da mesma propriedade mostra ter
havido falha, quer seja na utilização de doadores (oócito
e sêmen) ou nas receptoras infectados, quer seja na
ineficiência ou escape nos procedimentos de lavagem
praticados; os quais, não puderam ser esclarecidos,
pois amostras das doadoras e das receptoras não fo-
ram enviadas para a análise laboratorial, depois de es-
tabelecido o diagnóstico.

A presença e a capacidade de transmissão de
Histophilus somni pelo sêmen contaminado já foram
descritas [10]. O estudo da influência direta por tres
horas do cultivo do H. somni sobre o  sêmen in natura,
demonstrou perda progressiva da motilidade com gran-
de número de  espermatozóides mortos e adesão do
H. somni adjacente à cabeça, à peça intermediária e
ao flagelo[5].

 A inoculação intra-uterina de H. somni em no-
vilhas produziu mais embriões degenerados, com menor
período de sobrevivência  nos co-cultivos,  maior núme-
ro de cistos foliculares e menor proporção embrião/cor-
po lúteo após a super ovulação e portanto, menor coleta
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de embriões das novilhas inoculadas quando compara-
das às fêmeas do grupo controle, demonstrando que
H. somni afeta a atividade ovariana [15-17].  Outro
estudo  já comprovou  o elevado risco de contamina-
ção do oócito pelo enorme  potencial de ligação à zona
pelúcida [9].  O efeito in vitro do H. somni sobre à
zona pelúcida intacta, também já foi estudado [29], e
os resultados demostraram que de 42 embriões expos-
tos, 10 foram bacteriologicamente positivos, enquanto
nenhum dos tratados com antibióticos. No entanto, to-
dos os embriões iniciaram processo de degeneração
após 18 horas de exposição, o  que sugere que  H.
somni apresenta papel importante na infertilidade. Este
agente adere à zona pelúcida, mas é sensível aos anti-
bióticos usados nos meios de colheita, lavagem e culti-
vo, incubados por 2 horas [29]. Deve-se ressaltar que
o diagnóstico da histofilose reprodutiva pode ser preju-
dicado pela baixa sensibilidade dos métodos bacterio-
lógicos, o que explicaria a restrita taxa de isolamento
relatada na literatura,  sendo aconselhável nestes ca-
sos, a associação de outras técnicas de diagnóstico mais
sensíveis e específicas como a PCR [28].

CONCLUSÃO

A importância deste trabalho reveste–se no
alerta do diagnóstico dos primeiros casos de
abortamento com isolamento de Histophilus somni
no Brasil em fêmeas bovinas  receptoras de embrião.
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