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The aim of the study was to detect genomic DNA of Toxoplasma gondii in testicle and
epididymis samples from rams sold in abattoirs in the state of Pernambuco, Northeast Bra-
zil. Fifty (50) blood serum samples were collected, as well as 50 testicle and epididymis
samples. Indirect Immunofluorescence (IIF) was used during screening of the rams. The
Polymerase Chain Reaction (PCR) was used with animals that were positive in serology.
Our results confirmed that 24% (12/50) of the rams were positive in IIF. Genomic DNA
was detected in the epididymis at 8.3% (1/12) of the animals. The molecular identity of
the amplified products was confirmed through sequencing. This paper reports the first
occurrence of T. gondii DNA in the reproductive organs of naturally infected rams in Brazil.

INDEX TERMS: Toxoplasmosis, reproductive organs, rams, sheep, Polymerase Chain Reaction (PCR).

RESUMO.- Objetivou-se com esse estudo detectar o DNA
gendmico de T gondii em amostras de testiculo e epididi-
mo de ovinos comercializados em abatedouros do Estado
de Pernambuco Regido Nordeste do Brasil. Foram coleta-
das 50 amostras de soro sanguineo, 50 amostras de testi-
culos e 50 de epididimos. Para a triagem dos animais foi
utilizada a técnica de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI)
e posteriormente empregou-se a Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR) nos animais positivos na sorologia. Ob-
servou-se 24% (12/50) dos animais positivos na RIFI e o
DNA genomico foi detectado no epididimo em 8,3% (1/12)
das amostras. A identidade molecular dos produtos am-
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plificados foi confirmada por sequenciamento. Relata-se a
primeira ocorréncia da presenca do DNA de T gondii em
6rgdos do sistema reprodutivo de carneiros naturalmente
infectados no Brasil.

TERMOS DE INDEXACAO: Toxoplasmose, 6rgios de reprodutivos,
carneiros, ovinos, PCR.

INTRODUCAO

Orebanho ovino no Brasil esta entre os dez maiores do mun-
do com um efetivo de mais de 17,4 milhdes de cabegas e na
Regido Nordeste concentram-se aproximadamente 56,7%
do rebanho nacional, ocupando o Estado de Pernambuco o
quarto lugar do ranking nacional (IBGE 2010). Contudo, na
maioria das explora¢des no Nordeste Brasileiro, a produti-
vidade ainda é baixa sendo causada principalmente devido
aos problemas de sanidade animal (Simplicio et al. 2001).
A toxoplasmose é uma importante zoonose de distribui-
¢do mundial que causa diversos transtornos reprodutivos
em varios hospedeiros intermediarios. O parasito respon-
savel por essa doenga é Toxoplasma gondii, um protozoario
com reproducdo intracelular obrigatéria, podendo ser en-
contrado nos diferentes exsudatos dos animais infectados
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(Nicolle & Manceaux 1908, Dubey et al. 1980, 1995, Dubey
& Sharma 1980, Uggla 1986, Underwood & Rook 1992, Lu-
zon et al. 1997a, Tenter et al. 2000, Kompalic-Cristo et al.
2005).

Em ovinos, a primeira descri¢do do agente ocorreu por
Olafson & Monlux (1942) nos Estados Unidos, e desde en-
tdo, inimeros trabalhos demonstram a importancia eco-
nomica da infeccdo nesta espécie como causa de abortos
e natimortos, além de servirem de fonte de infecgio para o
homem e embora seu ciclo de vida seja conhecido desde o
final da década de 1960, muitos aspectos relacionados a in-
feccdo por T. gondii ainda precisam ser esclarecidos (Freyre
et al. 1997, Bastien 2002).

Estudos epidemiolégicos recentes realizados em Per-
nambuco por Peixoto et al. (2006), demonstraram que a in-
feccdo por T gondii encontra-se disseminada nos rebanhos
de ovinos, estando diretamente relacionada com falhas re-
produtivas, demonstrando a necessidade de se intensificar
os estudos sobre a importancia da transmissao horizontal
do parasito para contribuir com as investiga¢des epidemio-
légicas, clinicas e reprodutivas na infeccdo pelo T gondii
nesta espécie.

Moraes et al. (2010a) estudaram a infecgao natural por
T gondii em carneiros e observaram 9,2% de positivos na
sorologia e na PCR nested, 66,6% das amostras de sémen
foram positivas. Concluiram que a deteccdo da forma pro-
liferativa de T gondii no sémen de carneiros naturalmente
infectados reforca a necessidade de se pesquisar a possi-
bilidade da transmissdo horizontal do parasito na espécie
ovina.

Objetivou-se com esse estudo detectar o DNA genémico
de T gondii em amostras de testiculo e epididimo de carnei-
ros naturalmente infectados e abatidos em matadouros no
Estado de Pernambuco, Brasil.

MATERIAL E METODOS

Amostras de soro sanguineo e de 6rgios do sistema re-
produtivo. Nos anos de 2010 e 2011 foram coletadas 50 amostras
de soro sanguineo, 50 amostras de epididimo e 50 de testiculo de
reprodutores ovinos de diferentes racas e idades em matadouros
no Estado de Pernambuco, Brasil. Os ovinos eram procedentes de
criagdes comerciais situadas na regido Agreste do estado de Per-
nambuco.

Sorologia. Utilizou-se a RIFI como triagem para detectar os
animais positivos que foram posteriormente utilizados para a rea-
lizagdo da PCR. Para a detec¢do de anticorpos IgG anti- Toxoplasma
gondii foi empregada a RIFI de acordo com o protocolo preconiza-
do por Camargo (1964), utilizando-se anticorpos anti-IgG-ovino
(Sigma®) conjugado ao isotiocianato de fluoresceina, com ponto
de corte 64, utilizando-se como antigeno, taquizoitos da cepa RH.
Em todas as reagdes foram incluidos controle positivo e negativo,
previamente conhecidos.

Exame molecular para deteccio de DNA de Toxoplasma
gondii. As amostras de testiculo e epididimo foram submetidas
a extracdo de DNA, utilizando-se Kit comercial Wizard Genomic
DNA Purification (Promega®), seguindo o protocolo do fabricante.
Os pares iniciadores utilizados foram TOX4 (CGCTGCAGGGAGGA-
AGACGAAAGTTG) e TOX5 (CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT)
segundo Homan et al. (2000), amplificando uma regido de 529
pares de base (pb). As reagdes de amplificagdo foram realizadas
em um volume final de 12,5uL contendo: 2,5uL de DNA gendémico;
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0,5uL de cada primer (TOX4 e TOX5) a 10uM; 2,5uL de Agua Mili-
-Q ultrapura e 6,25uL de Top Taq Master Mix (Quiagen®), de acor-
do com o protocolo do fornecedor. O perfil térmico das etapas de
reacgoes foi feito em um termociclador XP Thermal Cycler (Bioxer
Technology Co. Ltda), consistindo de uma desnaturagdo do DNA
inicial a 94°C (7min) e seguida de 35 ciclos a 94°C por 1 minuto
para a desnaturagdo, 60°C por 1 minuto para o anelamento, 72°C
por 1 minuto para a extensdo e extensdo final de 10 minutos a
72°C. Os produtos amplificados foram detectados por eletrofore-
se em gel de agarose a 2%, corados com Blue Green (LGC®), visua-
lizados através de luz ultravioleta e fotodocumentados. O controle
positivo utilizado na reagdo foi obtido por meio de suspensio de
lavados intraperitoneais de camundongos previamente infecta-
dos com a cepa RH.

Para o sequenciamento, os produtos amplificados foram pu-
rificados empregando kit comercial GFXTM PCR DNA e kit de pu-
rificacdo de bandas em gel de agarose GE Healthcare. Utilizou-se
o sequenciador ABI PRISM 3100 (Applied Biosystems), as reac-
¢des foram realizadas em ambas as cadeias utilizando iniciadores
(TOX4 e TOX5) de acordo com o Big Dye Terminator v3.1 Cycle
Sequencing Kit (Applied Biosystems) e as condi¢des de polimeri-
zacdo foram realizadas em placas de 96 pocos de acordo com as
instrucdes do fabricante. As sequéncias foram analisadas através
BIOEDIT e MEGA 5 software e comparadas com o banco de dados
do NCBI usando BLAST.

RESULTADOS

Na sorologia, foram detectados 12/50 (24%) amostras po-
sitivas. Na PCR realizada nas amostras de testiculo e epidi-
dimo dos doze animais positivos na sorologia, detectou-se
o DNA de T. gondii em uma amostra de epididimo (01/12),
correspondendo a 8,33%. A identidade molecular foi con-
firmada através do sequenciamento de fita dupla direta que
indicou 99,9% de similaridade com as sequéncias de DNA
de T gondii armazenados no GENBANK (DQ779196.1).

DISCUSSAO

Este estudo é pioneiro no que se refere a deteccdo de DNA
de Toxoplasma gondii em 6rgao reprodutivo (epididimo)
de carneiro naturalmente infectado. Outros estudos reali-
zados anteriormente utilizaram carneiros experimental-
mente infectados e demonstraram a presenca do parasito
em amostras seminais. Spence et al. (1978) realizaram o
primeiro isolamento de T gondii e mais tarde, Aganga et
al. (1988) recuperaram T. gondii em amostras de sémen de
100% dos carneiros infectados com a cepa TS-1. Teale et
al. (1982) também observaram o parasito em amostras de
sémen. Apesar desta observagio, até o momento ainda ndo
se comprovou a transmissdo do parasito via sémen na in-
feccdo natural.

A busca do parasito em 6rgdos reprodutivos de carnei-
ros naturalmente infectados realizado neste estudo foi esti-
mulada, em parte, pelos resultados obtidos na infecgido ex-
perimental realizada por Moraes et al. (2010b) e Moraes et
al. (2010c) que infectaram ovelhas com sémen contamina-
do com diferentes doses de T. gondii e observaram, através
de exames ultrassonograficos, transtornos reprodutivos
como reabsor¢des embrionarias, morte fetal e aborto. O es-
tudo comprovou a transmissdo do parasito via sémen expe-
rimentalmente contaminado em ovelhas e uma elevada fre-
quéncia de absor¢do embriondria, indicando a colonizagio
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precoce da placenta e embrido no inicio da gestacdo, o que
demonstrou que este aspecto deveria ser melhor investiga-
do na infec¢do natural. A presenca do DNA de T gondii em
orgdos reprodutivos é um resultado relevante e demonstra
a necessidade de outras investiga¢des sobre a repercussao
deste achado na infecgdo natural.

A deteccdo do DNA de T gondii no presente estudo ndo
indica necessariamente que este parasito estd viavel para
infectar ovelhas durante a cépula. Para comprovar esta hi-
potese e sua real importancia na reproducao desta espécie
é necessario avaliar a quantidade do parasito presente nes-
te 6rgdo e no sémen e sua viabilidade por meio de biopro-
va. Neste estudo isso nao foi possivel, pois os 6rgios foram
colhidos em matadouros o que dificultou a realizacdo de
coletas de amostras de sémen para a inoculagdo em camun-
dongos. Em caprinos experimentalmente infectados, San-
tana et al. (2010) isolaram T. gondii em amostras de sémen
e em amostras de tecido do sistema reprodutivo, utilizando
a técnica da PCR e bioprova e sugeriram a possibilidade de
transmissdo venérea deste coccideo nesta espécie. O isola-
mento (estudo da viabilidade) e quantificacdo de T gondii
no sistema reprodutor de ovinos (epididimo e sémen) na-
turalmente infectados podera sugerir a participacdo desta
via na transmissao do parasito nos rebanhos.

A presenca do DNA de T. gondii neste 6rgdo reprodutivo
na infeccdo natural de ovinos ainda necessita de estudos
mais detalhados para determinar possiveis alteracoes an-
drolégicas e reprodutivas. Sobre este aspecto, Terpsidis et
al. (2009) em estudos experimentais afirmaram que a in-
feccdo experimental por T gondii pode causar alteragoes
androlégicas e reprodutivas em camundongos. Lopes et al.
(2009) também identificaram patologias espermaticas em
carneiros experimentalmente infectados, contudo conclui-
ram que estas poderiam nao estar relacionadas a infeccdo
por T gondii.

Neste estudo ndo foi possivel estimar a fase da infec¢do
e se 0s animais estavam eliminando o parasito no sémen.
A detecgdo de T gondii em amostra de epididimo em ovino
naturalmente infectado estimula a realizacdo de estudos
sobre outras vias de transmissao nesta espécie.
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