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The aim of this paper was to study the Toxoplasma gondii shedding in the semen of
naturally infected rams. Sixty-five rams were initially submitted to anti- T. gondii antibody
detection by indirect immunofluorescence (IIF). Serologically positive rams were then
submitted to semen collection for T. gondii DNA detection. In the serology, 6/65 (9.2%)
rams were positive, while in the nested PCR of semen there were 4/6 (66.6%) positive
rams. It can be concluded that detection of the proliferative form of T. gondiiin semen of
naturally infected rams by the nested PCR technique reinforces the need to investigate

possible horizontal transmission of this parasite via semen in sheep.

INDEX TERMS: Toxoplasmosis, sheep, semen, nested PCR, transmission.

RESUMO.- O objetivo deste trabalho foi estudar a elimina-
¢cao de Toxoplasma gondiino sémen de carneiros natural-
mente infectados. Foram utilizados 65 reprodutores subme-
tidos inicialmente a pesquisa de anticorpos anti-T. gondii
por meio da técnica de imunofluorescéncia indireta (IFl). Os
carneiros sorologicamente positivos foram submetidos a
colheita de sémen para detec¢éo do DNA de T. gondii. Na
sorologia observaram-se 6/65 (9,2%) carneiros positivos,
enquanto no PCR nested de sémen 4/6 (66,6%) carneiros
foram positivos. Conclui-se que a deteccéo, por meio da
técnica da PCR nested, da forma proliferativa de T. gondii
no sémen de carneiros naturalmente infectados, reforga a
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necessidade de se pesquisar sobre a possibilidade da trans-
missao horizontal do parasito via sémen na espécie ovina.

TERMOS DE INDEXA(;AO: Toxoplasmose, sémen, PCR
nested, transmissao.

INTRODUCAO

Em ovinos, Toxoplasma gondii é descrito como um dos
principais responsaveis por problemas reprodutivos em
rebanhos no mundo. Os transtornos ocorrem quando a fé-
mea se infecta durante a gestacédo, podendo ocorrer des-
de reabsor¢cbes embrionarias iniciais e abortos até fetos
malformados e crias debilitadas e fracas, dependendo da
fase gestacional (Dubey 1986, Underwood & Rook 1992,
Weissmann 2003).

A inseminacao artificial possibilita que um expressivo
numero de fémeas concebam num curto intervalo de tem-
po. No entanto, ainda pouco se sabe sobre o risco da trans-
missao de agentes patogénicos pelo sémen (congelado
ou diluido a fresco) com graves repercussdes na producéo
e comercializagé@o desses rebanhos (Andrioli et al. 2006).

O taquizoito de T. gondii ja foi identificado no sémen
ovino pelo bioensaio por Spence et al. (1978), Blewett et al.
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(1982) e Teale et al. (1982). Recentemente, Lopes et al.
(2009) infectaram experimentalmente carneiros e detecta-
ram o parasito no sémen através da PCR e imuno-histoqui-
mica. O objetivo deste trabalho foi estudar a eliminagéo de
T. gondiiem reprodutores ovinos naturalmente infectados

MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 65 carneiros de diferentes racas e idades,
procedentes de propriedades localizadas nas regides da Zona
da Mata e Agreste do Estado de Pernambuco, Nordeste do
Brasil. Para a pesquisa de anticorpos anti-Toxoplama gondii
no soro foi utilizada a técnica de Imunofluorescéncia Indireta
(IF1), utilizando-se anticorpos anti-lgG-ovina conjugado ao
isotiocianato fluoresceina (FITC conjugated-donkey anti-sheep
IgG- whole molecular®). Diluigdes do soro na razdo quatro (1:64
a 1:4096) foram testadas e reagdes na diluicdo 1:64 ou maior
foram consideradas positivas (Camargo 1974).

Os animais sorologicamente positivos foram submetidos a
colheita de sémen pelo método de eletroejaculagdo. O sémen
foi avaliado de acordo com as caracteristicas macro e micros-
copicas conforme o Colégio Brasileiro de Reprodugao Animal
(CBRA 1998).

As amostras de 1 mL de sémen foram submetidas a extra-
¢do de DNA com DNeasy® Blood & Tissue Kit5, utilizando-se o
protocolo do fabricante. O DNA extraido foi analisado e
quantificado em gel de agarose a 0,8%, com marcador de peso
molecular 1Kb corado com brometo de etidio, visualizado em
luz ultravioleta e fotodocumentado para verificacao de sua
qualidade. Apds as extragdes dos DNAs, as reacdes de ampli-
ficagdo foram realizadas em um volume final de 12,5mL con-
tendo: 2,5puL de DNA gendmico; 0,5uL de cada primer & 10uM
(TOXO-C1 e TOXO- N1); 2,5uL de Agua Mili-Q ultrapura e
6,25uL de PCR Master Mix5 (mistura para PCR) de acordo com
o protocolo do fornecedor. O perfil térmico das etapas de rea-
¢oes foram feitas em um termociclador MJ96G7, e seguido de
acordo com o protocolo descrito em Spalding et al. (2006). O
produto amplificado de 197pb correspondente ao DNA de T.
gondii foi detectado por eletroforese em gel de agarose a 2%
corado com brometo de etideo, visualizado através de luz ul-
travioleta e fotodocumentado.

Todas as amostras negativas e controles da PCR foram
submetidos a PCR nested, utilizando-se 1pL do produto do
PCR simples adicionado a mistura de reagdo em um volume
final de 12,5mL contendo 0,5uL de cada primer a 10pM (TOXO-
C2 e TOXO-N2); 4,75uL de Agua Mili-Q ultrapura e 6,25uL de
PCR Master Mix® de acordo com o protocolo do fornecedor. O
ciclo das reacbes foi adaptado do protocolo descrito em
Spalding et al. (2006) e consistiu de uma desnaturacao do
DNA inicial a 95°C (4min) e seguida de 35 ciclos a 95°C por 1
minuto para a desnaturagao, 62°C por 30 segundos para o
anelamento, 72°C por 1 minuto para a extensao e um periodo
de extensao final de 10 minutos a 72°C. O produto amplificado
de 97pb referente a T. gondii foi detecta por eletroforese em

4 FITC conjugated-donkey anti-sheep IgG- whole molecular, SIGMA-
Aldrich, PO Box 14508, St Louis, Missouri, USA.

5 DNeasy® Blood & Tissue Kit , QIAGEN GmbH, Strasse 1, 40720
Hilden, Germany.

6 PCR Master Mix, Promega, 2800 Woods Hollow Road, Madison,
Wisconsin, USA.

7 Peltier Thermal Cycler MJ96G, Biocycle Co. Ltd, Hangzhou, China.
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gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio e visualiza-
do através de luz ultravioleta e fotodocumentados. Os dois
pares de primers utilizados sé&o derivados do gene B1 corres-
pondentes aos nucleotideos 694-714, 887-868, 757-776 e 853-
831 (Burg et al. 1989, Spalding et al. 2006).

RESULTADOS

Das 65 amostras de sangue total analisadas, 6 (9,2%) fo-
ram consideradas positivas com titulos variados. Detec-
tou-se DNA de Toxoplasma gondiiem amostras seminais
de 4/6 (66,6%) dos animais reagentes na IFl. No Quadro 1
é demonstrado a correlagé@o entre a reacao soroldgica e
deteccao no sémen.

Quadro 1. Resultados dos animais sorologicamente
positivos (IFl) e deteccao do DNA parasitario (PCR
nested) nas amostras de sémen total

Ovino/exame 07M 24M 40M 44M 47M  59M
Reacédo sorolégica 1:64 1:256 1:256 1:512 1:256 1:128
(IFI)

Deteccao DNA -a + + + + -

(PCR nested)

@ - Resultado negativo; + Resultado positivo.

DISCUSSAO

A ocorréncia de formas infectantes de Toxoplasma gondii
ja foi anteriormente demonstrada no sémen de humanos
infectados (Martinez-Garcia et al. 1996), bovinos (Scarpelli
et al. 2009), suinos (Moura et al. 2007), caninos (Arantes
et al. 2009), caprinos (Dubey & Sharma 1980) e ovinos
(Spence et al. 1978, Blewett et al. 1982, Teale et al. 1982,
Lopes et al. 2009), originando discussdes sobre outras
possiveis formas de transmissao do parasito uma vez que
se desconhece a importancia relativa da via venérea.

Nesse estudo observou-se que 0s animais com 0s
maiores titulos de anticorpos foram aqueles que apresen-
taram T. gondiino sémen através da PCR nested, desta-
cando-se os titulos 256 e 512 que sao relativamente bai-
X0s quando comparados aqueles relatados por Lopes et
al. (2009) que trabalharam com carneiros experimentalmen-
te infectados e observaram titulos de 4056 associado a
deteccao do parasita no sémen.

A presenca de patdgenos no sémen é um achado rele-
vante, pois abre discussao sobre a possibilidade de trans-
missao venérea, implantando repercussao no manejo e nas
biotécnicas reprodutivas atualmente aplicadas, principal-
mente quanto a inseminacao artificial (I1A) por ser cada
vez mais utilizada por produtores de ovinos no Brasil (Hare
1985, Philpott 1994, Andrioli et al. 2006).

Nesse estudo nao foi possivel estimar a fase da infec-
¢ao quando os animais iniciaram a eliminar o parasita no
sémen, pois as amostras foram obtidas em um unico mo-
mento. Sabe-se que em ovinos, o primeiro relato desta eli-
minacao, ocorreu nos dias 7, 14, 20, 25 e 32 p.i. (Spence et
al. 1978). Ja Teale et al. (1982) detectaram o parasita em
50% dos machos infectados apenas em duas ocasides 16
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e 26 dias p.i. Em outro estudo realizado por Lopes et al.
(2009), T. gondiifoi detectado no sémen através da bioprova
e PCR em dias variados (5-70 dias p.i). Em bovinos, Scarpelli
etal. (2009) também detectaram o parasita no sémen atra-
vés da bioprova a partir do dia 7 até 84 dias p.i., sendo o
periodo mais longo j& observado na infec¢éo experimental.

Os ovinos utilizados neste estudo apresentavam-se
assintomaticos no momento da coleta do sémen. De acor-
do com Terpsidis et al. (2009), a infeccao toxoplasmica
também pode causar altera¢des androlégicas e reproduti-
vas no macho, independentemente da espécie acometida.
Estes autores ao infectarem ratos Wistar comprovaram
alteragdes nos parametros reprodutivos e androlégicos,
principalmente em relagdo a motilidade, concentracao e
morfologia espermatica. No presente estudo, apenas 12,3%
animais apresentaram o exame androldgico insatisfatorio,
embora ao analisar os animais infectados apenas um ani-
mal mostrou um exame androldgico reprovado. Este ani-
mal apresentou diminui¢cdo no volume do ejaculado, moti-
lidade e vigor espermatico e aumento das patologias (mor-
foldgicas) espermaticas. Contudo ndo se pode atribuir esse
achado como consequéncia da infeccao natural, pois al-
guns animais ndo infectados também apresentaram esse
mesmo padrao espermatico. Para comprovar a influéncia
desse parasita nos achados do exame androldgico de car-
neiros é necessario reproduzir experimentalmente a infec-
¢ao e acompanhar os animais em diferentes tempos para
se concluir sobre esses parametros. Sobre esse aspecto,
Teale et al. (1982) e Lopes et al. (2009) relataram diminui-
¢ao no volume do ejaculado, da motilidade e do vigor es-
permatico em carneiros infectados.

A deteccao de formas proliferativas de T. gondiino sé-
men de reprodutores naturalmente infectados por meio da
PCR nestedrefor¢a a necessidade de intensificar os estu-
dos sobre a possibilidade da transmissao horizontal do
parasita via sémen na espécie ovina.
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