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RESUMO

Objetivou-se com este trabalho, estudar os aspectos clinicos, epidemioldgicos, patoldgicos e
reprodutivos da infec¢do natural e experimental por Toxoplasma gondii em ovinos. No
primeiro, estudou-se a transmissdo venérea do 7. gondii através da infecc@o experimental via
sémen em 41 ovelhas soronegativas e divididas em trés grupos: G1: 15 fémeas inseminadas
com sémen contaminado com 6,5 X 10* taquizoitos; G2: 15 com 4 X 107 taquizoitos e G3: 11
fémeas inseminadas com sémen sem taquizoitos. Para a confirmagdo da infec¢do pelo T.
gondii foram realizados exames soroldgicos e deteccio do DNA parasitdrio no sangue, através
do PCR nested aos 0, 7, 14, 21, 28, 49, 63, 123 dias p6s infec¢do (p.i.). No G1 apenas 5/15
(33,3%) fémeas soroconverteram, enquanto que no G2 15/15 (100%) soroconverteram. Na
PCR nested observou-se que 14/15 (93,3%) das fémeas do G1 e 14/15 (93,3%) do G2 foram
positivas para 7. gondii e no G3 todas as amostras foram negativas. Os transtornos
reprodutivos foram diagnosticados através de exames ultra-sonograficos e observou-se que no
Gl, 9/15 (60%) apresentaram reabsor¢do embriondria e 40% delas mantiveram a gestacdo,
observando-se partos normais e distdcicos, natimortos e atonia uterina. No G2 observaram-se
reabsor¢des embriondrias em 15/15 (100%) das ovelhas e outras patologias como 2/24 (8,3%)
hidrometra, 2/24 (8,3%) mucometra e 2/24(8,3%) cistos foliculares. No G3, 8/11 fémeas
gestaram e pariram fetos vidveis. No exame histopatologico observaram-se lesdes
caracteristicas da toxoplasmose em placentas e PCR nested positiva em todos os 6rgéos dos
natimortos e placentas examinados. Em uma préxima etapa do estudo, as 24 ovelhas ndo
gestantes (G1 e G2) foram submetidas a estacido de monta controlada e destas 15/24 (62,5%)
emprenharam. Aquelas que ndo emprenharam apresentaram patologias reprodutivas como:
anestro (66,6%), cistos foliculares (11,1%), hidrometra e mucometra (22,2%). No segundo
experimento pesquisou-se a eliminagdo de 7. gondii no sémen de reprodutores ovinos
naturalmente infectados. Foram utilizados 65 reprodutores submetidos inicialmente a pesquisa
de anticorpos anti-7. gondii por meio da técnica de Imunofluorescéncia Indireta (IFI). Os
animais sorologicamente positivos foram submetidos a colheita de s€émen para detec¢do do
DNA parasitério. Na sorologia observaram-se 6/65 (9,2%) animais positivos. No PCR nested
de s€men 4/6 (66,6%) animais foram positivos. No terceiro experimento foram examinados
245 6rgaos de fetos abortados e natimortos, além de 28 placentas procedentes de ovelhas com
distdrbios reprodutivos. A necropsia foram coletados fragmentos de cérebro, cerebelo,
medula, pulmio, coracdo, bago, figado e placenta para realizacdo do PCR nested e exame
histopatoldgico. Na PCR nested foram confirmados trés fetos e dois natimortos (14,3%)
positivos para T. gondii em 6rgdos fetais e placentas, destacando-se o coracdo e a placenta
como 6rgdo de predilecdo. No exame histopatoldgico foram observadas lesdes macroscopicas
sugestivas da infeccdo por T. gondii em 2/35 (5,7%) das placentas, além de lesdes
caracteristicas da toxoplasmose nas placentas como infiltragdo nio supurativa, multiplos focos
de necrose e mineralizacdo, além da presenca de cistos teciduais. A partir dos resultados
obtidos, conclui-se que a inseminagdo utilizando sémen fresco experimentalmente
contaminado com diferentes doses de taquizoitos de T. gondii é capaz de infectar ovelhas e
provocar patologias reprodutivas, comprometendo a vida reprodutiva das fémeas. A deteccdo
da forma proliferativa do parasito no sémen de reprodutores naturalmente infectados por meio
da técnica da PCR nested, reforca a necessidade de intensificar os estudos sobre a
possibilidade da transmiss@o horizontal do parasito via s€émen na espécie ovina. Além disso,
constatou-se envolvimento de 7. gondii em fetos abortados e em placentas de ovinos
naturalmente infectados no Brasil; esses dados ndao haviam sido descritos anteriormente na
literatura.

Palavras chaves: toxoplasmose ovina, s€men, infec¢do, aborto, diagndstico.



ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the clinical, epidemiological, parasitological and
reproductive aspects of the 7. gondii natural and experimental infection in sheep. Firstly,
Toxoplasma gondii venereal transmission via experimental infection was studied 41
seronegative sheep divided in three groups: G1, where 15 females were inseminated with
semen containing 6.5 X 10* tachyzoites; G2, where 15 females were inseminated with semen
containing 4 X 10 tachyzoites; and G3: 11 females inseminated with tachyzoite-free semen.
In order to confirm the 7. gondii infection via semen, serological tests were performed as well
as the DNA of the parasite was detected in the blood using nested PCR at 0, 7, 14, 21, 28, 49,
63 and 123 days post-infection (p.i.). In the G1 only 5/15 (33.3%) of the females
seroconverted, while in G2 15/15 (100%) seroconverted. Regarding nested PCR analysis, it
was observed that 14/15 (93.3%) of the females in the G1 and 14/15 (93.3%) from G2 were
positives for 7. gondii. On the other hand, in G3 all samples were negative. In addition, the
reproductive disturbances were diagnosed using ultrasound and it was observed that in G1,
9/15 (60%) presented embryonic reabsorption and 40% kept gestation, showing normal or
dystocic delivery, stillborns and uterine atony. In the G2, embryonic reabsorption was present
in 15/15 (100%) of the sheep associated with other pathologies such as 2/24 (8.3%)
hydrometra, 2/24 (8.3%) mucometra and 2/24(8.3%) follicular cysts. In the G3, 8/11 of
females kept gestation and delivered healthy fetuses. Besides, histopathology showed
toxoplasmosis-like lesions in placentas as well as nested PCR was positive for all organs from
stillborn and placenta examined. In the next step of the study, 24 non-pregnant sheep (G1 and
G2) were submitted to controlled mating season and 15/24 (62.5%) got pregnant while 9/24
(37.5%) did not. Those who did not get pregnant presented reproductive pathologies such as
anestrous (66.6%), follicular cysts (11.1%), hydrometra and mucometra (22.2%). Next, it was
investigated the elimination of Toxoplasma gondii in semen from naturally infected males. In
this regard, 65 males were submitted to anti-7. gondii antibody screening using Indirect
Immunofluorescence (IFI). Animals serologically positive were submitted to semen collection
for parasite DNA detection. In the serological test 6/65 (9.2%) of the animals were positive.
In the nested PCR using semen 4/6 (66.6%) of the animals were also positive. In the third
series of experiments, 245 organs from stillborns and 28 placentas from sheep with
reproductive disturbances were evaluated. Following necropsy, brain, cerebellum, spinal cord,
lungs, heart, spleen, liver and placenta were harvest for nested PCR and histopathology.
Nested PCR confirmed three fetuses and 2 stillborns (14.3%) positive for T. gondii in fetal
organs and placenta, where heart and placenta were the most affected ones. Histopathology
evidenced macroscopic damage suggesting 7. gondii infection in 2/35 (5.7%) of the placentas,
and toxoplasmosis-like damage in placentas with non-supurative infiltration, several necrosis
focuses associated to tissue cysts. In conclusion, insemination using fresh semen
experimentally contaminated with different doses of tachyzoites from 7. gondii is capable of
infecting sheep and produce reproductive pathologies, compromising the reproductive life of
females. The detection of the proliferative form of the parasite in semen from males naturally
infected by nested PCR reinforces the need for intensifying studies about the possibility of
horizontal transmission of the parasite via semen in sheep. In addition, we reported the
involvement of 7. gondii in aborted fetuses and placentas of sheep naturally infected in Brazil;
these data have not been described earlier in the literature.

Key-words: toxoplasmosis in sheep, semen, infection, abortion, diagnose.
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1. INTRODUCAO

O rebanho ovino no Brasil estd entre os maiores do mundo com um efetivo de mais de
16 milhdes de cabegas. Na regido Nordeste, concentram-se aproximadamente 9 milhdes do
rebanho nacional e o Estado de Pernambuco ocupa o quarto lugar deste ranking (IBGE,
2008). Contudo, na maioria das exploragdes no Nordeste Brasileiro, a produtividade ainda é
baixa (SIMPLICIO et al., 2001) e os problemas sanitirios e nutricionais limitam o potencial
da cadeia produtiva (VIEIRA et al., 1998). Destaca-se dentre os principais entraves, as
doencas infecto-contagiosas que sdo as principais responsdveis por elevadas perdas
econdmicas (PINHEIRO et al., 2000).

Nos ovinos, Toxoplasma gondii (T. gondii) € descrito como um dos principais
responséveis por problemas reprodutivos em rebanhos no mundo. Os transtornos acontecem
quando a fémea se infecta durante a gestacdo, podendo ocorrer desde reabsor¢des
embriondrias iniciais e abortos até fetos malformados e crias debilitadas e fracas, variando de
intensidade de acordo com a fase gestacional da fémea (DUBEY, 1986; BUXTON, 1998;
WEISSMANN, 2003).

As vias de infec¢do de maior acorréncia para essa espécie sdo a adquirida que ocorre
pela ingestdo do oocisto esporulado e tem seu ciclo comum a qualquer outro coccideo e a
congénita que ¢ transmitida pela via transplacentéria durante a fase de parasitemia na fémea
gestante (LAUAR, 1995; DUBEY, 1996).

Quando o animal ¢é infectado, os taquizoitos se disseminam e multiplicam na
circulagdo sanguinea e linfatica alcancando todos os tecidos e drgdos, inclusive fluidos,
excrecoes e secrecoes (WONG; REMINGTON, 1993). Estudos vém destacando a detecgdo e
isolamento do taquizoito de 7. gondii no leite e sémen devido a sua facilidade de transmissao
através da amamentacdo e estacdo de monta, respectivamente (LUZON et al., 1997b).

Embora o ciclo de vida de T. gondii seja conhecido desde o final da década de 60,
muitos aspectos relacionados a infeccio ainda necessitam ser esclarecidos (BASTIEN, 2002).
Desde 1978, quando Spence et al. isolaram 7. gondii em amostras seminais de
ovinos, a possivel transmissdo através de s€émen na fase aguda da infec¢do € motivo de
estudos devido a sua repercussdo no manejo sanitdrio e reprodutivo dos rebanhos, assim como

nas biotécnicas aplicadas a reprodugao.
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2. OBJETIVOS
2.1 GERAL
Estudar os aspectos clinicos, epidemioldgicos, patoldgicos e reprodutivos da infeccio

natural e experimental em ovinos.

2.2 ESPECIFICOS

Confirmar a transmissao horizontal (venérea) e vertical (transplacentéria) do 7. gondii
em ovinos experimentalmente infectados por 7. gondii;

Descrever os sinais clinico-reprodutivos (falhas reprodutivas) na infecgdo
experimental de ovelhas com sémen contaminado com taquizoitos de 7. gondii;

Calcular as perdas embriondrias e fetais, por meio de exames ultra-sonograficos,
comparando-se os resultados obtidos nos grupos infectados e controle;

Pesquisar anticorpos anti-7. gondii e DNA parasitirio em amostras séricas e sangue
total, em ovelhas experimentalmente infectadas com sémen contaminado;

Detectar a eliminacdo de taquizoitos de 7. gondii no sémen de reprodutores
naturalmente infectados por meio da técnica da PCR;

Diagnosticar a participacdo de 7. gondii em fetos, natimortos e placentas na infeccio
natural em ovelhas com disttrbios reprodutivos no estado de Pernambuco;

Identificar os 6rgdos dos fetos e natimortos mais frequentemente parasitados através
da técnica da PCR nested,

Avaliar a sensibilidade da PCR nested na deteccdo de T. gondii no sangue de ovelhas

experimentalmente infectadas com taquizoitos via s€émen.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1 Toxoplasmose Ovina

Indmeras sdo as doengas infecciosas que afetam o desempenho reprodutivo dos
pequenos ruminantes. Dentre elas, destaca-se a toxoplasmose que é uma enfermidade
parasitaria com implicacdes reprodutivas (BLEWETT; WATSON, 1984; UNDERWOOQOD;
ROOK, 1992). Uma das falhas reprodutivas mais importantes causadas pela toxoplasmose
ovina é o abortamento (DUBEY; SCHMITZ, 1981; LUZON et al., 1997b; PEREIRA-
BUENO et al., 2004). O parasito responsavel por essa doenca é T. gondii, protozodrio com
reproducdo intracelular obrigatéria, podendo ser encontrado nos diferentes fluidos e tecidos

dos animais infectados (NICOLLE; MANCEAUX, 1908; DUBEY et al., 1995).

3. 2 Etiologia, Ciclo biologico e Patogenia

Toxoplasma gondii foi descrito primeiramente em 1908, simultaneamente por
Splendore no Brasil em coelhos e por Nicolle & Manceaux na Tunisia, em um roedor africano
(gondii) utilizado para pesquisa de Leishmaniose. E classificado como um protozodrio de
ciclo de vida facultativamente heteroxeno, cuja infeccdo é de cardter cosmopolita e pode
infectar uma infinidade de espécies, incluindo mamiferos, répteis, anfibios e aves, sendo
considerada uma das parasitoses mais frequentes no homem e animais homeotérmicos
(FRENKEL, 1990a; LUZON et al., 1997a; TENTER et al., 2000; KOMPALIC-CRISTO et
al., 2005). Entretanto, entre os animais de producdo, os suinos e ovinos sdo as espécies mais
acometidas seguida pelos caprinos e leporinos (DUBEY; THULLIEZ, 1993).

Em ovinos, a primeira descri¢do do agente ocorreu em 1942 por Olafson e Monlux,
nos Estados Unidos. Desde entéo, diversos trabalhos demonstraram a importancia econdmica
da infeccdo toxopldsmica nesta espécie como causa de abortos e natimortos (FREYRE et al.,
1997; ENTRICAN; WHEELHOUSE, 2006).

T. gondii pertence ao REINO Protista, SUBREINO Protozoa, FILO Apicomplexa,
CLASSE Sporozoea, SUBCLASSE Coccidia, ORDEM Eucoccodiida, SUBORDEM
Eimeriina, FAMILIA Sarcocystidae, SUBFAMILIA Toxoplasmatinae, GENERO
Toxoplasma, ESPECIE (tinica) gondii (FORTES, 1997). Possui trés linhagens clonais
predominantes: tipo I, II e III classificadas de acordo com a viruléncia em camundongos,
dividindo-se em virulentas e avirulentas. As virulentas se multiplicam rapidamente no
hospedeiro e causam infec¢do aguda, enquanto que as avirulentas apenas formam cistos

levando a infeccdo cronica (DARDE et al.,, 1992; JOHNSON, 1997). As cepas tipo I sdo
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muito virulentas para camundongos, causando niveis significativos de parasitemia que podem
aumentar o risco da transmissdo transplacentdria ou severidade de infec¢do nos fetos em
desenvolvimento. As do tipo Il causam uma infec¢@o cronica e produgdo de cistos teciduais,
enquanto que as do tipo Il ocorrem na maioria das espécies sdo subclinicas e causam
infecgdes cronicas, embora haja uma recombinacdo entre as trés linhagens (HOWE; SIBLEY,
1995; DARDE, 2004). Dubey (2009b) relata que a linhagem clonal tipo II é a mais
predominante entre as cepas ja isoladas em ovinos no mundo.

O parasito é obrigatoriamente intracelular e moével, invade as células nucleadas e
multiplica-se por divis@o bindria simples e endodiogenia sob as formas de taquizoitos (forma
de multiplicacdo rdpida), bradizoitos (forma de multiplicagdo lenta), no interior dos cistos
teciduais e esporozoitos presentes nos oocistos esporulados (LUZON et al., 1997a; TENTER,
1998; MEIRELES, 2001).

O ciclo bioldgico (Figura 1) € constituido por duas fases: enteroepitelial (fase sexual) e
extraintestinal (fase assexuada). O ciclo enteroepitelial se desenvolve exclusivamente no
epitélio intestinal do hospedeiro definitivo (felideos). Inicia-se pela ingestdo de cistos
presentes na musculatura. Posteriormente, a parede do cisto é dissolvida por enzimas
proteoliticas no estdmago e intestino delgado e o parasito € liberado, penetra nos enterdcitos
da mucosa intestinal do animal e replica-se dando origem a vdrias geragcdes através da
reproducdo assexuada. Apos cinco dias dessa infeccdo, inicia-se o processo de reproducio
sexuada, em que os merozoitos formados na reproducdo assexuada dio origem aos gametas.
Os gametas masculino (microgameta) e feminino (macrogameta), descendentes do mesmo
parasito ou de dois diferentes, fundem-se dando origem ao ovo ou zigoto, que apds se unir a
parede cistica d4 origem ao oocisto. Este € expulso nas fezes apds nove dias (cada gato
expulsa mais de 500 milhdes de oocistos em cada defecacdo) e esporulam no ambiente
transformando-se em esporozoitos infectantes através de divisdo meidtica (esporulacdo). Apds
alguns dias sdo formado dois esporocistos elipsoidais cada um com quatro esporozoitos
(DUBEY; FRENKEL, 1972; DUBEY, 1994). Esta ¢ a forma altamente resistente a
desinfetantes e pode permanecer vidvel por cinco anos em condi¢des adequadas de ambiente
numa temperatura -20°C a 37°C, desde que ndo exposto a luz solar direta e condicdes
razoaveis de umidade relativa (DUBEY; FRENKEL, 1972; AZEVEDO et al., 1983;
SAWADOGO et al., 2005). A descoberta do oocisto como forma de resisténcia no ambiente

tornou possivel explicar a alta prevaléncia mundial da toxoplasmose (DUBEY, 2009a).
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Ciclo bioldgico do Toxoplasma gondii
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Figura 1 - Ciclo bioldgico de T. gondii
Fonte: traduzido e modificado de Tulliez (1996).

O ciclo extraintestinal ocorre em todas as espécies de sangue quente, incluindo o
homem e o gato, sendo este ultimo conhecido como hospedeiro completo (BONAMETTI et
al., 1997; VERONESI; FOCACCIA, 1996). Para os hospedeiros intermedidrios sdo citadas
na literatura duas formas de transmissdo: a adquirida e a congénita. No primeiro caso, o
animal se infecta por via oral por meio da ingestdo do oocisto esporulado presente nas fezes
dos gatos e que contaminam alimentos e dgua. Os oocistos esporulados sdo ativados em
taquizoitos, também conhecido como forma livre ou trofozoito. Quando ingeridos pelo
hospedeiro intermedidrio multiplicam-se por mitose, principalmente nos macréfagos, células
musculares e cerebrais. Os taquizoitos na circulagdo sanguinea e linfatica atingem todos os
orgios e tecidos do hospedeiro (WONG; REMINGTON, 1993; LUZON et al., 1997). Apéds
ruptura da célula, os parasitos saem para o exterior e invadem novas células. Na maioria dos
casos, nesta fase, o sistema imunoldgico € ativado e destrdi todos os parasitos livres, contudo
ndo detecta aqueles que encistaram. Este estagio do parasito apresenta forma de arco com uma
extremidade afilada e outra arredondada e constitui a forma menos resistente do parasito,
sendo facilmente destruido pelas condi¢cdes adversas do meio, suco géstrico, desidratagcdo ou

variagdes osmoticas (NEVES, 1985; BARRAGAN; SIBLEY, 2003).
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Os cistos contém os bradizoitos e sdo formados por estruturas fortes e resistentes,
cheias de liquidos onde o parasito se reproduz lentamente. Crescem e podem afetar
negativamente as estruturas onde se localizam como musculos, cérebro, coracdo ou retina.
Permanecem vidveis no hospedeiro por muitos anos (DUBEY, 1994; LUZON et al., 1997a) e
possuem membranas duplas, sendo resistentes as enzimas proteoliticas e ao resfriamento a
4°C por 30 dias, entretanto, sdo inativados apds congelamento a — 20°C ou aquecimento a +
65°C e sob radiacdo ionizante (NEVES, 1985; DUBEY et al., 1986; DINIZ et al., 1991;
KOTULA etal., 1991; AMATO NETO et al., 1995).

Geralmente os ovinos sdo infectados na forma subclinica, contudo podem apresentar
febre moderada, anorexia e diarréia (DUBEY; FRENKEL, 1972; DUBEY, 1994). O
taquizoito é responsavel pela sintomatologia (REY, 2002) e os problemas maiores ocorrem na
transmissd@o congénita, quando as fémeas se infectam durante a gestacdo e transmitem o
parasito via transplacentaria aos fetos. Esta forma € a mais patogé€nica e esses taquizoitos
atravessam a barreira transplacentdria durante a fase de parasitemia materna causando
transtornos reprodutivos que variam de intensidade conforme a fase gestacional, o
desenvolvimento placentario, carga parasitdria e a viruléncia de 7. gondii (DUBEY, 1986;
BARBERAN; MARCO, 1997; LUZON et al., 1997a; KOMPALIC-CRISTO et al., 2005).

Em fémeas prenhes, durante a infec¢do aguda, ha invasdo da placenta com presenca de
taquizoitos livres e no interior dos trofoblastos, resultando em focos de necrose e
mineralizacdo nos cotilédones da placenta. As dreas intercotiledondrias geralmente
apresentam-se normais. As lesdes podem ser macro ou microscopicas e consistem em
manchas brancas ou miultiplas e nédulos de até 2 mm de didmetro que podem estar presentes
na placenta em aproximadamente metade dos casos confirmados. Estes focos podem estar
distribuidos ou condensados em alguns planos do cotilédone. Podem ainda ser confluentes e
nem todos os cotilédones sdo acometidos pelo mesmo grau de necrose (DUBEY, 1988;
FRENKEL, 1990b; JONES et al., 2000).

Os focos de necrose placentdria aumentam principalmente com o progresso da
gestacdo. Isto pode ocorrer, devido a uma resposta imune materna com a liberacdo de
citocinas, podendo de certa forma explicar a expansdo progressiva caracteristica das lesdes
placentérias que assume carater multifocal (ENTRICAN; WHEELHOUSE, 2006; BUXTON
et al., 2007). A colonizacdo da placenta origina diversos tipos de manifesta¢des clinicas em
funcdo do tempo transcorrido desde a concepgdo até a infeccdo por T. gondii. A infeccdo na
primeira metade da gestacdo causa maiores prejuizos, ocorrendo reabsor¢do embriondria e

morte fetal, seguida de aborto. Porém, ainda hd risco da transmissdo em fases mais tardias,
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onde pode ocorrer mumificagdo, malformacdo fetal, natimorto ou recém-nascido debilitado
conforme descrito na figura 2 (DUBEY, 1988; BARBERAN; MARCO, 1997;
WEISSMANN, 2003). Na infec¢do experimental em cabras, Dubey (1988) observou que a
parasitemia materna aparece na primeira semana apds a infec¢do, a placentaria na segunda

semana e a fetal ap6s a terceira semana.

0-70 dfas  70-i20dfas |
Cubricién i i -
MUERTE Muerte Supervivencia ~ SUPEVIVENCIA
FETAL fetal fetal FETAL 5
Abortos tempranos Corderos Corderos
Reabsorcién embrionaria Aborto débiles norm‘arlg;r hﬁa:
Sintomas & i s &
observados 3 i 3 3
Regéﬂirf?nm Ago:“” Mortalidad Corderos
¢ celo eros b a o
Esterilidad momificados perinatal asintomiticos

Figura 2 - Consequéncias da primoinfec¢do por T. gondii.

Fonte: Barberan e Marco (1997).

A ocorréncia de formas infectantes de 7. gondii tem sido demonstrada em secrecdes
e/ou excrecdoes de vdrios hospedeiros como urina de cdes (JACOBS et al., 1966) e
camundongos (ROCHA et al., 1993), saliva de coelho (TERRAGNA et al., 1981) e humana
(AMENDOEIRA; COUTINHO, 1982), sémen humano (MARTINEZ-GARCIA et al., 1996),
bovino (SCARPELLI et al., 2009), suino (MOURA et al., 2007), canino (ARANTES et al.,
2009), caprino (DUBEY; SHARMA, 1980) e ovino (SPENCE et al., 1978; BLEWETT et al.,
1982; TEALE et al., 1982, LOPES et al., 2009), levantando-se discussdes sobre outras formas

de transmissao, uma vez que se desconhece a importancia relativa destas vias.



A excrecdo de taquizoitos no sémen aumenta a possibilidade da transmissdo venérea,
podendo repercutir no manejo e nas biotécnicas reprodutivas atualmente aplicadas,
principalmente quanto a inseminacdo artificial (IA) por ser cada vez mais utilizada por
produtores de ovinos e centrais de inseminacdo (HARE, 1985; PHILPOTT, 1994; ANDRIOLI
et al., 2006).

3.3 Epidemiologia da Toxoplasmose

A alta prevaléncia da toxoplasmose em ovinos pode estar ligada a menor resisténcia
desta espécie ao parasito e as proprias condi¢des de exploragdo da ovinocultura que expde
estes animais a maior probabilidade de contato com os oocistos eliminados pelos gatos
(DUBEY; HAMIR, 2002).

Estudos soroldgicos sobre a frequéncia de anticorpos anti-7. gondii comprovam a
disseminacdo da toxoplasmose em ovinos no mundo com porcentagens de animais
sororreagentes que variam de 3% a 92% (TENTER, 2000). As taxa de infec¢do em ovinos no
Brasil também € bem variada, observando-se de 7% a 55% (Tabela 1). Esta variacdo, segundo
DUBEY (1990) pode ser influenciada pelo tipo de teste soroldgico utilizado, regido e idade

dos animais.
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Tabela 1 — Frequéncia de ovinos sororreagentes ao 7. gondii nas diferentes Unidades

Federativas do Brasil.

Unidade Federativa Autor Ano Téenica N R
utilizada Animais (%)
Alagoas PINHEIRO JR et al. 2009 IFI 432 32,9
Bahia GONDIN et al. 1999 IFI 240 18,8
Bahia e Rio Grande do Sul AMARAL et al. 1978 SF 100 23
Distrito Federal UENO et al. 2009 IFI 1028 38,2
Parana ROMANELLI et al. 2007 IFI 305 51,5
Parana DE MOURA et al. 2007 IFI 157 7
Pernambuco DA SILVA et al. 2003 IFI 173 35,3
Rio Grande do Norte SOARES et al. 2009 IFI 409 20,7
Rio Grande do Sul LARSSON et al. 1980 SF 100 39
Rio Grande do Sul SILVA; COSTA 1981 IFI 310 12
Rio Grande do Sul NISHIKAWA et al. 1984 AL 655 8
Rio Grande do Sul SILVA; DE LA RUE 2006 IFI 123 39
Rondonia CAVALCANTE et al. 2004 IFI 141 46,8
Santa Catarina CLEMENTINO et al. 2007  ELISA 102 29,4
Sao Paulo LANGONI et al. 1999 IFI 352 55
Sao Paulo MEIRELLES et al. 2003  ELISA 200 31
Sao Paulo FIGLIOULO et al. 2004 IFI 597 34
Sao Paulo RAGOZO et al. 2008 MAD 495 24,2

Fonte: Adaptado de PINHEIRO JR (2008); DUBEY (2009b).
Convencdes: F.R. — Frequéncia Relativa; SF — Reag@o de Sabin & Feldman; IFI — Imunofluorescéncia Indireta;

AL — Aglutinag@o em Latex; ELISA - Ensaio Imunoenzimético; MAD — Método de Aglutinagdo Direta.

O habito de ingerir carne e produtos de origem animal crus ou mal cozidos tem grande

importancia na epidemiologia da toxoplasmose em humanos (BONAMETTI et al., 1997).

A 4gua também deve ser considerada importante via de transmissdo do agente,

atuando como disseminador de oocistos para os animais e a populagdo que venha a utiliza-la.

A contaminacdo de reservatérios de dgua com fezes de felinos infectados e eliminando

oocistos de T. gondii pode acarretar surtos, envolvendo propriedades e até mesmo regides

(DIAS; FREIRE, 2005).
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A ingestdo de oocistos esporulados € a principal fonte de infec¢do através do contato
com solo contaminado com fezes de gatos infectados (LUZON et al., 1997b). Assim, os
ovinos, caprinos e outros herbivoros se infectam quando pastam em dreas contaminadas. A
infeccdo destes hospedeiros depende ndo apenas das condicdes ambientais, mas
principalmente da densidade populacional de gatos na drea que ird determinar o grau de
contaminag@o do solo com oocistos do parasito (RUIZ; FRENKEL, 1980). A dose minima
estimada para infeccdo oral em pequenos ruminantes é em torno de 200 oocistos esporulados
(DUBEY, 1988). Na fase aguda o gato elimina no ambiente cerca de 100.000 oocistos por
grama de fezes. Sdo excretados por apenas uma ou duas semanas, mas podem permanecer
vidveis por até dois anos devido a sua resisténcia aos agentes fisicos e quimicos. Os gatos em
geral ndo voltam a excretar oocistos quando reinfectados, pois desenvolvem imunidade
devido a primeira infeccdo (FREYRE et al., 1997; DIAS; FREIRE, 2005).

Em ovinos, o fator de risco mais importante € a presenca de gatos infectados nas
instalacdes (BUXTON et al.,, 2007) seguido de outros fatores como manejo intensivo,
proximidade do pasto em relacdo as instalacdes, exploragdo leiteira, politica de substituicdo
de animais, tipo de construg@o e material das instalacdes, idade e sexo (principalmente fémeas
adultas), condi¢des ambientais e climaticas (ALVES et al., 1997; SKIERVE et al., 1998;
KLUN et al., 2006), Fontes de 4gua e tamanho da propriedade (PINHEIRO JR et al., 2009).

3.4 Diagnostico

O diagnéstico laboratorial da toxoplasmose € de grande importancia uma vez que a
sintomatologia e as lesdes macroscOpicas podem ser facilmente confundidas com outras
enfermidades (VIDOTTO, 1992; INNES; ESTEBAN-REDONDO, 1997).

O método mais utilizado é a deteccdo de anticorpos anti-Toxoplasma realizado por
meio de técnicas soroldgicas, sendo a pesquisa de anticorpos das classes IgM e IgG a mais
usada. Dentre as técnicas soroldgicas empregadas no diagndstico da toxoplasmose citam-se a
técnica de Sabin-Feldman (dye fest, para humanos); a Imunofluorescéncia Indireta (IFD),
Hemaglutinagdo (HA); Aglutinacdo em Latex (AL), Aglutinagcdo direta (MAD), Fixacdo do
Complemento (FC), Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) e Immunosorbent
Agglutination Assay (ISAGA) (DUBEY et al., 1987; UCHOA et al., 1999; DA SILVA et al.,
2002; RAGOZO et al., 2008).

Na espécie ovina, Ljungstrom et al. (1994) compararam o teste de Aglutinacdo Direta

com a reacdo de Imunofluorescéncia Indireta encontrando especificidade e sensibilidade de
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100,0%. O mesmo valor foi encontrado para soros de suinos, ao passo que em gatos a
sensibilidade foi de 96,0% e a especificidade de 97,0%.

A pesquisa de anticorpos IgG e IgM pelo teste de Hemaglutinagéo Indireta (HAI) com
2-mercaptoetanol (HAI/2 ME) e pesquisa de IgG pelo método de Imunofluorescéncia Indireta
(IFI), em andlises sequenciais de amostras de soros, t€m sido utilizadas para o diagnéstico da
toxoplasmose congénita. A producdo da IgM aparece inicialmente, caracterizando a fase
aguda da enfermidade, seguida de IgG que aparece mais tardiamente. Os titulos de IgG se
mantém constantes ou ascendentes se houver a infec¢do, decrescendo ou até desaparecendo
em prazo de poucos meses no caso da transmissdo passiva de anticorpos pelo colostro
(DUBEY etal., 1987).

T. gondii pode ser isolado a partir dos tecidos fetais e/ou placentirios mediante a
inoculacdo intraperitoneal em camundongos, porém requer de trés a seis semanas, além da
manutengdo de animais em biotérios (YAI et al., 2003). Pode-se realizar a identificacdo do
agente em cortes histoldgicos e através de técnicas de inumohistoquimica, pela observagédo de
taquizoitos ou cistos com bradizoitos, embora estas técnicas somente possam ser realizadas
pés-mortem. Outra técnica utilizada é a detec¢do por amplificacdes especificas do DNA
parasitario a partir de tecidos infectados utilizando a técnica da Reacdo em Cadeia de
Polimerase (PCR) (MACEDO, 1994; INNES; ESTEBAN-REDONDO, 1997; KOMPALIC-
CRISTO et al., 2005).

A parasitemia tem sido detectada por meio dos métodos de biologia molecular, em
especial a PCR, com a vantagem de demonstrar maior sensibilidade quando comparado ao
isolamento do parasito em culturas de tecido (MEIRELES, 2001). A PCR é uma técnica
muito sensivel, sendo capaz de detectar contamina¢des por um tUnico taquizoito, além de ser
rdpida e poder ser realizada em menos de 24 horas (WONG; REMINGTON, 1994;
BASTIEN, 2002).

Além de outros fatores, a sensibilidade e a especificidade da PCR dependem ndo s6 da
sequéncia-alvo no DNA do parasito, mas também dos pares de iniciadores de amplificacdo
desenhados. Em geral, o gene Bl que se encontra repetido em 35 cOpias no genoma é o mais
utilizado. Outro gene amplamente utilizado € o gene P30 que se encontra representado como
cOpia Unica, codificando o principal antigeno de superficie do protozoario. Também estio
sendo utilizados porc¢des codificadoras de RNA ribossomal (rRNA) com 110 cdpias de genes
(ELLIS, 1998; KOMPALIC-CRISTO et al., 2005; SPALDING et al., 2006), sequéncias-alvo
como o fragmento de 529pb presente em 200 a 300 copias por célula (HOMAN et al., 2000) e
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um seguimento repetitivo de DNA ndo-codificante, TGR 1E, 1%, 2 e 4 (CRISTINA et al.,
1991).

Diversos estudos demonstraram a capacidade da PCR em amplificar fragmentos
especificos de DNA a partir de diferentes fluidos. Em ovinos ¢é utilizada principalmente em
amostras de sangue (ESTEBAN-REDONDO; INNES, 1998; DA SILVA; LANGONI, 2001),
tecidos de fetos abortados (DUNCANSON et al., 2001; TERRY et al., 2001; MASALA et al.,
2003; PEREIRA-BUENO et al., 2004), placentas (DUNCANSON et al., 2001; TERRY et al.,
2001; MASALA et al., 2003) e sémen (LOPES et al., 2009).

A utilizacdo do método complementar PCR nested, como uma segunda amplificacio a
partir do produto gerado da primeira amplificacdo tem demonstrado resultados superiores aos
alcangcados quando se usa apenas em uma unica PCR (SPALDING et al., 2002). Hurtado et al.
(2001) ao diagnosticar abortos ovinos utilizando a PCR nested demonstraram resultados
altamente sensiveis e especificos, ressaltando que esta técnica pode ser utilizada para
confirmar casos duvidosos. Os pares de iniciadores (primers) derivados do gene Bl sdo os
mais utilizados para a realizacdo do PCR nested, sendo eles bastante sensiveis e capazes de
detectar 10 taquizoitos/mL e 1 taquizoito/mL para o PCR e PCR nested, respectivamente

(Spalding et al., 2006).
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Abstract

In order to study the venereal transmission of toxoplasmosis, fourty-one sheep
were experimentally infected with tachyzoites of Toxoplasma gondii using contamined
semen. To confirm 7. gondii infection via semen, sorological tests were performed using
indirect immunofluorescence reaction and the detection of parasite DNA in the blood stream
using PCR-nested test. While in G1 group only 5/15 (33,3%) of the females presented
seroconvertion, all sheep in G2 15/15 (100%) seroconverted. PCR-nested test showed that
14/15 (93,3%) of the females in the G1 and 14/15 (93,3%) in the G2 group were positive for
T. gondii while in the G3 group all samples were negative. In addition, ultra-sound tests
evidenced that in sheep presented embryonic reabsorption in animals from the infected
groups. In conclusion, insemination using fresh semen experimentally contaminated with
different infectant doses of Toxoplasma gondii tachyzoites was able to infect sheep, leading to

the possibility of toxoplamosis transmission via semen.

Keywords: seroconversion, tachyzoites, toxoplasmosis, intra-uterine inoculation, sheep,

artificial insemination.

1. Introduction

There are several diseases that affect reproductive performance in small ruminants.
Among them, toxoplamosis is a parasitary disease with reproductive complications (Blewett
and Watson, 1984). The parasite responsible for causing such disease is the Toxoplasma
gondii (T. gondii), a protozoal characterized by its obligatory intracellular reproduction. 7.
gondii can be found in different fluids and tissues of infected animals (Dubey et al., 1995).
Among the reproductive complications caused by toxoplasmosis in sheep, abortion is one of
the most important causes of ecomomical losses (Pereira- Bueno et al., 2004).

Although the T. gondii life cycle is well understood since 1960’s, several aspects
related to its infection remain unclear (Bastien, 2002). The ocurrence of infectant forms in the
semen of humans and bulls (Martinez-Garcia et al., 1996; Scarpelli et al., 2001), semen and
milk of goats (Dubey and Sharma, 1980; Chiari and Neves, 1984) and semen of sheep
(Spence et al., 1978; Blewett et al., 1982; Teale et al., 1982; Lopes et al., 2009) rised
important discussion about other possible routes of transmission, taking into consideration
that the epidemiological importance of these routes is unknown.

In the present study, we investigated the transmission of 7. gondii by the venereal

route in sheep using contaminated semen with different doses of tachyzoites.
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2. Methods
All experiments met or exceeded the standards set by the International Guiding
Principles for Biomedical Research Involving Animals and all protocols were approved by the

Rural Federal University of Pernanbuco Ethical Committee (CEUA-UFRPE).

2.1 Animals
2.1.1. Semen donor

In order to obtain semen samples for artificial insemination, we used a Santa Inés male
sheep donor with recognized reproductive records of fertility, approved in the andrologic test
(CBRA, 1998), and seronegative for 7. gondii tested by the indirect immunofluorescence

reaction.

2.1.2. Experimental groups

Fourty-one Santa Inés females with satisfactory reproductive records of fertility were
used. All females were seronegative for antibodies against 7. gondii. and Neospora caninum
tested by the indirect immunofluorescence reaction; Clamidophyla abortus using complement
fixation technique and Brucella ovis using agarose gel immunodiffusion technique. Animals

were divided in three experimental groups: G1 (n=15), G2 (n=15), and G3 (n=11).

2.2. Experimental infection

After being harvested, analysed and diluted according to CBRA (1998), semen was
aliquoted and contaminated with diffetent doses of the parasite. Laparoscopy insemination
was performed in order to certify that semen was delivered inside the female uterine horn. All
females from G1 group were inseminated with contaminated semen containing 6.5 x 10*
tachyzoites; females from G2 group were inseminated with semen containing 4 x 10’
tachyzoites and females from G3 group were inseminated with tachyzoite-free semen (control
group). CPG strain (genotype III) tachyzoites were used in the present study. They were

isolated from abortion episodes in goats in the city of Guarapuava, PR, Brazil.

2.3. Estrous synchronization and artificial insemination program

In order to perform estrous and ovulation synchronization, females were treated with
progestrogen hormones delivered by intravaginal implants for 14 days (CIDR®, InterAg-
Edvet HD). At the time of implant removal, females were treated with 300 UI of e.C.G.

(Novormon®, Syntex AS). Twelve hours after estrous detection using a vasectomized male,
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females were inseminated using the laparoscopic approach as described by Evans and
Maxwell (1987). Fresh semen was used after dilution in Tris-egg-yolk in a proportion of 1:9

(Evans and Maxwell, 1987).

2.4. Gestation follow-up

Gestational development follow-up was performed based on utra-sound tests. Tests
started in the day 15 after insemination and were repeated every 5 days until day 35 and every
10 days until day 65 of gestation aiming to detect early embryonic reabsorption, fetal death,
mummification and possible fetal malformation. Utra-sound tests were performed according

to Moraes (2006), using a Pie Medical device (Model Falco 100) and a transducer of 6 MHz.

2.5. Confirmation of infection
2.5.1. Serology

In order to confirm 7. gondii infection via semen, serological tests were performed at
0,7, 14, 21, 28, 35, 49, 63 and 123 days after insemination in all animals from the 3 groups.
The anti-T. gondii antibodies detection was performed using a RIFI, where anti-IgG-sheep
antibodies were conjugated to fluorescein isothiocyanate (FITC). Serum dilutions in the ratio
of four (1:16 to 1:4096) were tested and reaction to dilutions 1:64 or higher were considered
positive as previously established (Camargo, 1974). In addition, animal temperature was

measured in all three groups during the morning period in the first two weeks post-infection.

2.5.2. Detection of T. gondii DNA

In order to detect T. gondii DNA, blood samples of total blood containing EDTA were
withdrawn at 0, 7, 14, 21, 28, 49, 63 and 123 days post-infection. Samples were submitted to
PCR followed by the PCR nested technique.

All samples were submitted to DNA extraction using the commercial kit “Qiagen
DNA Easy Blood and Tissues Kit” (Qiagen®), according to the manufacture’s proposed
protocol. Following DNA extraction, amplification reactions were performed in a final
volume of 12.5uL containing: 2,5uL of genomic DNA; 0.5uL of each primer at 10uM
(TOXO-C 1 e TOXO-N 1); 2,5uL of Mili-Q ultrapure water, and 6,25uL of MasterMix (PCR
- Promega) according to the manufacture’s protocol. The termic profile of each reaction step
was made in a termoclycler (PTC-100, MJ-Research) according to the protocol described by

Spalding et al. (2006). The 197 base pairs amplified products correponding to 7. gondii DNA
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were detected by electrophoresis in 2% agarose gel, stained with ethidium bromide, visualized
using an ultraviolet-light and image analyzed.

All negative samples and controls were submitted to the PCR nested technique, using
1uL of the product for simple PCR and added to the reaction mix in a final volume of 12.5uL
containing 0.5uL of each primer at 10uM (TOXO-C 2 e TOXO-N 2); 4,75uLL of Mili-Q
ultrapure water and 6,25uL. of MasterMix according to the manufacture’s protocol. The
reaction cycle was adapted based on the protocol described by Spalding et al. (2006) and
consisted of denaturation of initial DNA at 95°C (4 min) followed by 35 cycles at 95°C for 1
min (denaturation), 62°C for 30 seconds for annealing, 72°C for 1 min for extension and a
period of final extension of 10 min at 72°C. The 97 base pairs amplified product refering to
the 7. gondii was detected by electrophoresis in 2% agarose gel, stained with ethidium
bromide, visualized with an ultraviolet-light and image analyzed.

Two pairs of primers used in our experiments were derived from B/ gene related to the
nucleotides 694-714, 887-868, 757-776 e 853-831 as previously reported (Burg et al., 1989;
Spalding et al., 2006).

3. Results
3.1. Serology

In the G1 group, only 5/15 (33.3%) of the females seroconverted, among them, 1/5
(20%) seroconverted at 7 days post-infection; 2/5 (40%) at 14 days post-infection; and 2/5
(40%) at 28 days post-infection. In the G2 groups, all sheep seroconverted 15/15 (100%);
among them, 1/15 (6.7%) seroconverted at 7 days post-infection; 8/15 (53.3%) at 14 days
post-infection; 4/15 (26.7%) at 21 days post-injection and 2/15 (13.3%) at 28 days post-
infection. The maximum titration observed in the two infected groups was 1:1024, reached by
10/20 (50%) in the interval of 28 and 63 days post-infection. None of the sheep from the G3

group presented antibodies anti-7. gondii as shown in Table 1.

3.2. Molecular Diagnostic

T. gondii DNA was detected in 93.3% (28/30) of the total sheep from G1 and G2
groups in the interval between day 7 and day 123 post-infection. In the G1 group, one animal
was found positive at day 14 post-infection; two animals at day 21; nine animals at day 28;
twelve animals at day 49; nine animals at day 63; and two animals at day 123 post-infection.
In the G2 group, five animals were found positive at 21 days post-infection; twelve animals at

day 28; fourteen animals at day 49; fourteen animals at day 63; and two animals at day 123
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post-infection. T. gondii DNA was not detected in any sheep from the G3 group as shown in

the table 1.

3.3. Hypertermia

An increase in the temperature was observed in 100% of the females in the groups
which received infected semen (G1 e G2). At 14 days post-infection, 100% of females in the
G1 group presented hypertermia. The highest temperature recorded was 42 °C obtained at day
14 post-infection and the highest average was 40.8 °C, also found at day 14 post-infection.
One-hundred percent of the females in the G3 group presented fever at 7, 8, 13 and 14 days
post-infection. The highest temperature recorded in that group was 42.6 °C obtained at 9 and

14 days post-infection and the highest average was 41.5 °C recorded at day 8 post-infection.

3.4. Gestational development

In the G1 group, 9/15 (60%) of females begun gestation and presented embryonic
reabsorption between days 18 and 21 post-infection characterized by the stopping of heart
beating, moviments absent, embryonic regression and finally embryonic reabsorption. On the
other hand, 6/15 (40%) of the females kept pregnancy until delivery. In the G2 group,
embryonic reabsorption took place in 15/15 (100%) of the sheep between days 18 and 21
post-insemination. In the G3 group, 8/11 (72.7 %) of females maintained pregnancy and were

followed until the end of gestation when they delivered healthy fetuses.

4. Discussion

The present study was designed to investigate the potential effects of different doses of
T. gondii tachyzoites in causing infection via semen in sheep without reproductive
disturbance. Different from other studies, we performed the infection and fertilization at the
same moment, stressing the pioneerism in testing this possible route of T. gondii infection in
sheep. Similar experiments were designed by Canada et al. (2006), Serrano et al. (2006) and
Serrano-Martinez et al. (2007) in dairy cows inseminated with contaminated semen by
Neospora caninum.

Regarding titration, 50% of infected females reached maximum titration of 1024
between 28 and 63 days post-infection declining after that point. According to Lopes et al.
(2009), the experimental infection in sheep by 7. gondii induces a fast immunological
response with the detection of IgG five days post-infection evolving until 52 days post-

infection, when it is possible to observe a reduction in antibody titration. That early antibody
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response was also observed in sheep experimentally infected by 7. gondii as described by
Beverley and Waston (1971).

In the present study, was observed the presence of 7. gondii DNA at 14 days post-
infection with a significant gain in the DNA detection as well as in specific immune response
starting at day 28 post-infection. In this way, infected sheep (G1 and G2 groups) presented
long-lasting immune response evidencing a continuous immune system exposure to the
parasite antigens.

Regarding clinical parameters, it has been observed that all females from the two
infected groups (G1 and G2) presented hypertermia. The peak of the increase in temperature
was reached between 4 and 6 days post-infection in some animals infected with the higher
dose, but for most of the animals, temperature was variable between 7 and 14 days post-
infection, reaching a maximum of 42.6°C at days 9 and 14 post-infection. In this way, Lopes
et al. (2009) evaluated clinical parameters in male sheep infected by 7. gondii oocytes and
tachyzoites. In that study, animals presented apathy, hypertermia and liquid feces only in the
group infected with 7. gondii oocytes between 3 and 7 days post-infection. Owen et al.
(1998a) and Owen et al. (1998b) also observed high temperatures starting at day 5 post-
infection, lasting 4 days and reaching the maximum of 41.3°C at day 6 post-infection. In our
case, the fact that hypertermia lasted for 14 days could be explained based on studies
performed by Barberan and Marco (1997), where authors described that in the uterine tract
there is an environment that offers ideal nutritional conditions allowing the multilication and
persistence of tachyzoites on that organ. As we adopted the intra-uterine route as the infection
route, tachyzoites took 2-4 days more than expected to reach the blood stream and cause fever
which eventually happened between 7 and 14 days post-infection.

Other interesting finding was the significantly high rate of embryonic reabsorption
observed in 100% of sheep from the G2 group and 60% in sheep from the G1 group compared
to 72.7% of viable fetuses that were delivered by the sheep from the G3 group. Comparing
our finding to those obtained by Serrano-Martinez et al. (2007), in their case, they observed a
possible interference in the initial stage of gestation in the infected dairy cows. In our data,
this finding was even more evident taking into account that all sheep were submitted to the
ultra-sound test beginning on day 15 post-infection. Therefore, according to the images
acquired during the ultra-sound test, it has been demontrated that the experimental infection
with Toxoplasma gondii tachyzoites causes death and early embryonic reabsorption in sheep.

Interestingly, we observed that sheep from the G2 group that did not presented

abortion (40%) over the course of gestation, maintained gestation until devivery. However,
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there was a significant number of dead fetuses being delivered and week lambs that died few
hours after they were delivered. In addition, it has been observed a number of health lambs
with positive serology for anti-Toxoplasma gondii 1gG antibodies before the ingestion of
colostrum. The Toxoplasma gondii DNA was detected in tissues of stillborns and placenta.
Taken together, these findings suggest that there was a possible T. gondii infection via
contaminated semen in the dose studied. According to Buxton et al. (2007), clinical signs of
T. gondii infection in pregnant sheep is characterized by dead fetuses, weak lambs after
delivery with low weight, mummified embryos, death and embryonic reabsorption.

In conclusion, insemination with fresh semen experimentally contaminated with
different doses of Toxoplasma gondii tachyzoites was able to infect sheep, suggesting the

possibility of toxoplasmosis transmission via semen in that species.
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Table 1- PCR and serology results in all experimental groups after 7. gondii infection using

infected semen.

Animal/
Group

Days Post-infection (DPI)
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Abstract

Reproductive disturbances caused by Toxoplasma gondii using a experimental
infection approach with contaminated semen containing different doses of the parasite were
characterized during three phases of reproduction: early phase of gestation; immediate after
delivery and after controlled mating season. Forty-one animals were divided in three
experimental groups: In the group 1 (Gl, n=15), animals were inseminated using
contaminated semen containing 6.5 x 10* tachyzoites; In the group 2 (G2, n=15), animals
were inseminated with contaminated semen containing 4 x 10’ tachyzoites; and in the group 3
(G3, n=11), animals were inseminated using tachyzoite-free semen, serving as control group.
Parasitemia and seroconversion were observed starting at seven days post-infection.
Histopathological test showed lesions similar to toxoplasmosis in the placentas. In addition,
organs from stillborns as well as placentas examined were PCR-positive for toxoplasmosis. In
the G1, 60% presented embryonic reabsorption and 40% kept gestation until delivery, being
followed until the fifth month where eutocic delivery, dystocic delivery, stillborn and uterine
inertia were observed. In addition, 100% of females from G2 presented embryonic
reabsorption followed by other disturbances such as hydrometra, mucometra and follicular
cysts. All twenty-four non-pregnant sheep (G1 and G2) were submitted to controlled mating
season, where 15/24 (62.5%) got pregnant and 9/24 (37.5%) did not. Those sheep that did not
get pregnant presented reproductive pathologies such as: anestrous (66.6%), hydrometra
(11.1%) and mucometra (22.2%). In conclusion, sheep infected at conception with
contaminated semen develop reproductive disturbances, supporting the hypothesis of venereal

transmission for 7. gondii.

Keywords: sheep; semen; toxoplasmosis; transmission
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1. Introduction

Toxoplasma gondii infection in sheep is distributed worldwide and is responsible for
considerable economic losses. In sheep, 7. gondii infection is associated to occurrence of
embryonic death and reabsorption, fetal death and mummification, abortion, stillborn and
neonatal mortality (Dubey, 2009). Several studies on experimental infection with oral
inoculation of oocysts in sheep were performed in several countries in the last decades. Most
of the studies were performed by Buxton et al. (1988), Buxton et al. (1989), Buxton et al.
(1991), Buxton et al. (1993a), Buxton et al. (1993b), Buxton et al. (1996), Esteban-Redondo
and Innes (1998), Esteban-Redondo et al. (1999), Kirkbride et al. (1992), McColgan et al.
(1988), Owen et al.(1998b), Samad and Clarkson (1995) and Trees et al.(1989). Those studies
described that different doses employed for experimental infection caused symptoms related
to reproductive disturbances. The severity of infection is related to the gestational stage and
most of sheep get infected just after being born. Among those infected sheep, less than 2%
become persistently infected and less than 4% are able to transmit the parasite vertically to the
next generation (Buxton et al., 2006; Buxton et al., 2007; Dubey and Beattie, 1988).
Evidences supporting that conclusion are based on previous studies by Hartley (1961),
Munday (1972), Watson and Beverley (1971) and a recent study by Rodger et al. (2006).

The major goal of the present study was to identify reproductive disturbances caused
by T. gondii in an experimental infection model where sheep were infected using

contaminated semen containing different doses of the parasite at the moment of conception.

2. Material and Methods
2.1. Experimental Station
Experiments were performed at the Experimental Station of Pocinhos D“4dgua in the

District of Fazenda Nova, Brejo da Madre de Deus county, Region of Agreste Meridional of
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the Pernambuco State (08° 08' 45" South Latitude and 36° 22' 16" West Longitude), Northeast
of Brazil. All the experiments met or exceeded the International Guiding Principles for
Biomedical Research Involving Animals and were approved by the Ethical Committee of the

Federal Rural University of Pernanbuco (CEUA-UFRPE - protocol # 021/2009).

2.2. Animals

Forty-one female Santa Inés sheep with pluriparous were used. All animals were
serologically negative for antibodies against T. gondii, Chlamydophila abortus, Neospora
caninum and Brucella ovis. Sheep were divided in three experimental groups (G1, G2 and
G3) containing 15, 15 and 11 animals, respectively. Females from the G1 were inseminated
with contaminated semen containing 6.5 x 10* tachyzoites; females from G2 were inseminated
with contaminated semen containing 4,0 x 10’ tachyzoites and females from G3 were
inseminated with tachyzoite-free semen (control group). Tachyzoites of the strain “CPG”
(genotype III), were obtained from abortion episodes in goat in the city of Guarapuava, PR,
Brazil.

In order to obtain semen samples used for artificial insemination, Santa Inés ram with
history of fertility was used. The ram chosen was submitted to the Andrologic Test according
to the Brazillian Committee for Animal Reproduction (CBRA, 1998). The animal was also
tested for T. gondii, C. abortus, N. caninum e B. ovis and presented negative serology for

those parasites.

2.3. Estrous synchronization and artificial insemination program
Estrous and ovulation synchronization was performed by treating the females with
progestrogens via vaginal implants (CIDR®, InterAg-Edvet HD) for 14 days. At the moment

of vaginal implant removal, females received 300UI of e.C.G. (Novormon®, Syntex AS).
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Twelve hours after estrous detection using a vasectomized male, females were inseminated by
laparoscopy as described by Evans and Maxwell (1987). Fresh semen diluted in Tris-egg yolk

in the proportion of 1:9 was used (Evans and Maxwell,1987).

2.4. Confirmation of infection

For confirmation of infection in sheep, blood serum and total blood were harvested for
serology test and DNA detection for 7. gondii at 0, 7, 14, 21, 28, 35, 49, 63 and 123 days
post-insemination. Anti-7. gondii antibody detection was performed using the indirect
immunofluorescence reaction (IFAT), using anti-sheep-IgG antibody conjugated (Sigma®)
with fluorescein isothiocyanate (FITC). Sera dilution of 1:64 to 1:4096 were tested and
reactions in the dilution of 1:64 or higher were considered positive (Camargo, 1974). For

DNA detection, PCR followed by nested-PCR were employed.

2.5. Evaluation of gestation

The evaluation of gestational development was performed using ultrasound screening.
Screening started at 15 days post-insemination and was kept every five days until day 35 post-
insemination. After that, ultrasound screening was performed every ten days until day 65
post-insemination. That approach was developed in order to identify any embryonic
reabsorption, fetal death, fetal mummification or malformation. Utrasonographic screening
was performed according to Moraes et al. (2008), using an ESAOTE-Pie Medical device
(Model Falcon 100 Vet, Nutricell Ltda, Campinas, SP- Brazil) equipped with 6 MHz

transducer.
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2.6. Delivery monitoring and assistance

Throughout gestation, females were monitored twice a day in order to identify any
possible abortion. At delivery, sheep were also monitored and placenta, fetuses and stillborn
were harvested. Tissues from stillborns and placentas were identified and stored for posterior

T. gondii DNA and histopathology exams.

2.7. Mating season

Regarding reproductive performance in sheep post-experimental infection, all serology
positive or PCR positive animals from G1 and G2 were submitted to controlled mating season
(CMS). Estrous was monitored for 60 days using a Santa Inés ram with fertility history
according to the recommendations of the Brazilian Committee for Animal Reproduction
(CBRA, 1998). In addition, the male presented negative serology for 7. gondii, C. abortus, N.
caninum and B. ovis. Afer CMS, animals were exposed to ultrasound screening for the

diagnosis of gestation or reproductive pathologies.

2.8. Polymerase Chain Reaction

All samples (total sample, fetal tissues and placenta) were submitted to DNA
extraction using the Qiagen DNA Easy Blood and Tissues Kit (Qiagen®, Hilden - Germany),
according to the manufacture’s protocol. Extracted DNA was analyzed and quantified in 0.8%
agarosis gel with a 1Kb molecular weight marker, stained with ethidium bromide, observed
with a UV light and photodocumented for verification of its quality.

Amplification reactions were performed in a final volume of 12,5uL containing: 2,5uL
of genomic DNA; 0,5uL of each primer at 10uM (Forward C I: 5 -
TCTTTAAAGCGTTCGTGGTC — 3" Reverse N 1: 5" - GGAACTGCATCCGTTCATGAG - 3);

2,5uL of Mili-Q ultrapure water and 6,25uL. of MasterMix (mix for PCR — Promega,
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Madison, Wisconsin - USA) according to the manufacture’s protocol. The thermical profile of
each reaction step was performed in a thermoclycler MJ96G (Biocycle Co. Ltd, Hangzhou -
China) according to the protocol described by Spalding et al. (2006). The 197bp amplified
product corresponding to 7. gondii DNA was detected by electrophoresis in 2% agarosis gel,
stained with ethidium bromide, visualized with UV light and photodocumented.

All negative samples and controls were submitted to nested-PCR using 1uL the
product from the PCR and added to the reaction mixture in a final volume of 12,5uL
containing 0,5uL  of each primer at 10uM  (Forward C 2: 5% -
GGCGACCAATCTGCGAATACACC — 3" Reverse N 2: 5- TGCATAGGTTGCAGTCACTG -
3); 4,775uL of Mili-Q ultrapure water and 6,25uL of MasterMix de according to the
manufacture’s protocol. The reaction cycles consisted of initial DNA denaturation at 95°C (4
min) and 35 cycles at 95°C for 1 minute for denaturation, 62°C for 30 seconds for annelation,
72°C for 1 minute for extension and a period of final extension for 10 minutes at 72°C. The
97bp amplified product referring to 7. gondii was detected by electrophoresis in 2% agarosis

gel, stained with ethidium bromide, visualized with a UV light and photodocumented.

2.9. Histopathology

Fetuses and stillborns were necropsied according to Pérez et al. (2003). All
macroscopic changes were recorded at necropsy such as changes in tissue color,
inflammation, presence of necrotic focuses in the cotyledons and fetal liver, presence of
exudate and edema. In addition, tissues from brain, spinal cord, lungs, heart, spleen, liver,
kidneys and placenta were harvested whenever possible. Samples were fixed in 10% formalin.
After fixation, the material was cut and submitted to dehydration, diaphanization and paraphin
inclusion. Blocks were sectioned in a microtome (Model 1512, Leitz Wetzlar, Germany) at

4um, mounted in slides and stained by hematoxylin-eosin according to Prophet et al. (1992).
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Histological findings were classified as lesions-free, non-related lesions, consistent lesions or

toxoplasmosis-related lesions.

3. Results
3.1. Serology

Seroconversion was observed starting at 7 days post-insemination. In the G1, 5/15
(33.3%) of females seroconverted and in the G2 all females seroconverted 15/15 (100%). The
maximum titration observed in both infected groups was 1:1024, reached by 10/20 (50%)
between 28 and 63 days post-insemination. None sheep from the G3 presented anti-7. gondii

antibodies.

3.2. Molecular Diagnosis

T. gondii DNA was detected in 93.3% (28/30) of blood samples from sheep of the G1
and G2 starting at 7 days post-insemination. All animals from G3 were negative. Nested-PCR
was performed on tissues from fetuses and stillborns (spleen, brain, cerebellum, spinal cord,
heart, diaphragm, liver and lung) and placenta from females that kept gestation until delivery.
Parasite DNA was detected in all analyzed tissues with some variation in the frequency

according to the organ (Table I).

3.3. Histopathology

Organs from four stillborns, one adult female and three placentas were macro and
microscopically evaluated. At the macroscopic exam, the appearance of stillborns was
classified according to the preservation, being 2/4 (50%) considered fresh and 2/4 (50%)
considered autolyzed. All three placentas presented fresh appearance. Observed the

placentas, two out of three presented toxoplasmosis-related lesions such as nonsuppurative
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infiltration, several focuses of necrosis and mineralization. In addition, two tissue cysts were

identified.

3.4. Reproductive disturbances

Several reproductive disturbances were detected though gynecological exam,
ultrasound screening and estrous monitoring. Those disturbances were observed in three
distinct stages: early phase of gestation (until 60 days post-insemination); immediate after
delivery (until 150 days post-insemination) and after controlled mating season (until 180 days

post-insemination).

3.4.1. Disturbances post-insemination (early phase of gestation)

In the initial phase, high rate of embryonic reabsorption 24/30 (80%) was detected
between 18-21 of gestation, being 60% of females from G1 and 100% of females from G2.
After reabsorption, infected females developed reproductive pathologies such as hydrometra
in 2/24 (8.33%), mucometra in 2/24 (8.33%) and follicular cysts in 2/24 (8.33%). In the G3,
8/11 (72.7 %) of females were monitored until the end of gestation and delivered health

animals.

3.4.2. Post-delivery disturbances

In the G1, 6/15 (40%) of females kept gestation and were monitored until delivery,
where 2/6 (33.3%) presented eutocic delivery and viable newborns, 2/6 (33.3%) presented
dystocic delivery and stillborns, 1/6 (16.6%) presented uterine inertia followed by C-section
and 1/6 (16.6%) of females died before delivery. The female that died before delivery was
necropsied and its organs were harvested for histopathology and molecular analyses. In that

case where the female presented uterine inertia, C-section was chosen to deliver the fetus. In
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that case, fetal death was diagnosed by the ultrasound screening and hormonal induction of
uterine contractions was performed without success. Therefore, at 180 days of gestation,
although animal did not present clinical signs, the fetus was surgically removed. The
surgically removed fetus presented advanced stage of autolysis and was submitted to
histopathology and molecular exams. All females from G3 did not present any reproductive

pathology, kept gestation until delivery and delivered healthy animals.

3.4.3. Post-controlled mating season disturbances

At the end of controlled mating season, 15/24 (62.5%) of females got pregnant and
9/24 (37.5%) did not. The reproductive disturbances observed during that period were: 6/9
(66.6%) anestrous in which two of them presented follicular cysts, 1/9 (11.1%) hydrometra

and 2/9 (22.2%) mucometra (Figure 1).

4. Discussion

Natural or experimental transmission of 7. gondii via semen in sheep has not been
fully documented. It is known that ram naturally infected by 7. gondii are able to excrete
tachyzoites in the semen for 20-25 days post-infection (Barberan and Marco, 1997). On the
other hand, those ram experimentally infected are able to excrete tachyzoites in the semen
from 7 to 32 days post-infection (Spence et al., 1978); between 16 and 26 days post-infection
(Teale et al., 1982) and most recently, for periods as long as 70 days post-infection (Lopes et
al., 2009). In the present study, we performed experimental infection in female sheep via
semen at the moment of insemination using two different doses of the parasite. We adopted
that approach in order to investigate maternal infection and evaluate reproductive pathologies
during the acute and chronic phases of infection. Thus, parasitemia and seroconversion in

sheep from GI1 and G2 groups were observed starting seven days post-insemination,
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confirming the infection via semen in most of the females inseminated. In addition, taking
advantage of the reproductive monitoring of primo-infected sheep allowed us to characterize
in a wide range all the reproductive disturbances caused by the infection. According to
Kawazoe (2005), congenital or transplacentary transmission is considered the gravest form of
transmission and usually occurs in the acute phase of infection. In our study, in addition to the
reproductive disturbances observed in the acute phase of infection such as embryonic
reabsorption in animals from G1 and G2, it has been demonstrated disturbances in the final
stage of gestation and delivery as well as low conception rate when females were monitored
during the controlled mating season.

Abortion is often observed during 7. gondii infection. However, when the infection
was performed at the same time of the artificial insemination, the major disturbance observed
was embryonic reabsorption in 60% of sheep from G1 and 100% of sheep from G2. In those
animals that kept gestation until delivery, it was observed the presence of stillborns and areas
of necrosis and mineralization on their placentas, confirming the finds of Sammin et al.
(2008) who described that in the infection by 7. gondii there is an occurrence of stillborns due
to fetal anoxia caused by the diminished ability of the placenta to transfer oxygen. Besides,
those focuses of necrosis were due to toxic substances released by tissue destruction of the
placenta caused by the parasite. Those lesions eventually mineralize as gestation goes on.

Most of the studies investigating experimental infection in sheep terminates as
delivery is reached. However, in our study, sheep were exposed to a controlled mating season
for 60 days after delivery and it was observed a conception rate of 62.5% after this period.
This observed index of conception was considered medium to low when compared to what is
considered satisfactory (80-98%) for natural mating season in sheep (Moraes, 1992). On the
other hand, sheep from the control group presented a conception rate of 90.9%. Those data

were important to demonstrate that reproductive disturbances caused by 7. gondii infection
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were not limited to the acute period in the primo-infection as described by different studies
worldwide, but also it affects the reproductive performance of those females in the future.
Regarding the pathologies detected after controlled mating season, it was observed that 9/24
(37.5%) of females presented anestrous, including the presence of follicular cysts, hydrometra
and mucometra. According to Da Costa (1980), a giving sheep that do not get pregnant after a
mating season is considered sterile and due to a lack of chronic monitoring, the possible
reproductive pathology involved is not diagnosed. As a step forward, in our study, we
performed the gestational follow-up throughout gestation using ultrasound screening. That
approach allowed us to identify reproductive disturbances in a reliable manner. However,
further studies are required to evaluate the occurrence of those reproductive pathologies in
sheep inseminated with semen of a naturally infected ram and different doses of 7. gondii.

The T. gondii infection diagnosis based only on clinical symptoms and reproductive
disturbances is difficult and more complex laboratory tecnniques are necessary (Innes and
Esteban-Redondo, 1997). Masala et al. (2003) performed mollecular exams using nested-PCR
in sheep that naturally aborted. Authors confirmed that 7. gondii was frequently found in
placenta tissues. Luzon et al. (1997) also reported that the parasite presents a tropism for
placenta tissues.

In the present study, parasite DNA was detected in all fetal tissues examined
presenting 100% of positivity in samples taken from heart, lungs, diaphragm, placenta and
uterus. However, when those samples were evaluated by histopathology, only placentas
presented lesions related to toxoplasmosis. This finding is in accordance with Esteban-
Redondo and Innes (1998) who demonstrated that oral experimentally infected adult sheep
with different doses of oocysts resulted in 8/12 brains and hearts positive by PCR but none
positive by histopathology. On that regard, authors suggested that the differences between

PCR and histopathology were probably due to the fetal autolysis that makes the interpretation
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of the results difficult and also due to differences in samples harvested for different tests that
contain or not the parasite. Dubey (1990) also reported that some lesions associated to
congenital toxoplasmosis in sheep could not be always detected during histopathology exams.

Although another study investigating the infection in pregnant sheep (60-90 days of
gestation) by oral inoculation with oocysts has been performed by Owen et al. (1998a, 1998b)
where authors reported reabsorption, abortion, stillborns and newborns serologically positive
before taking the colostrums, it is important to stress that this is the first report on
experimental infection by 7. gondii at the moment of conception. Similar infection via semen
was performed by Serrano-Martinez et al. (2007) in cows using tachyzoites of Neospora
caninum, a coccidium from the same subfamily of 7. gondii with different doses of that
employed in our study. On that study, authors observed high rate of embryonic reabsorption,
reaching 100% in the group infected with the higher dose.

In conclusion, sheep infected at the moment of conception using contaminated semen
with 7. gondii develops reproductive disturbances in both the acute and chronic phases of
infection resulting in embryonic reabsorption, hydrometra, mucometra, anestrous, follicular
cysts, stillborns, dystocic delivery and uterine inertia leading to acquired infertility,

highlighting the possibility of venereal tranmission of 7. gondii.
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Figure Caption

Figure 1. Ultrasound screening showing reproductive pathologies in sheep infected via semen
by T. gondii: embryonic reabsorption (A), hydrometra (B), mucometra (C), and follicular cyst
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Table I. Samples of fetal tissues, stillborns and placenta nested-PCR positives.

Organ Number Nested-PCR (%)
Spleen 3 2 (66.6%)
Cerebellum 4 2 (50%)
Brain 4 3 (50%)
Heart 4 4 (100%)
Diaphragm 1 1 (100%)
Liver 4 3 (75%)
Spinal cord 4 2 (50%)
Placenta 3 3 (100%)
Lung 4 4 (100%)
Uterus 1 1 (100%)
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Utilizagcdo da PCR nested para detec¢ao de Toxoplasma gondii no sangue de

. . . Z, . A 1
ovelhas experimentalmente infectadas com taquizoitos via s€émen

Erica Paes Barreto Xavier de Moraesz, Antonio Carlos de Freitas3, Mateus Matiuzzi da

Costa4, José Wilton Pinheiro Jrs, Rinaldo Aparecido Mota” *

ABSTRACT - Moraes E.P.B.X., Freitas, A.C., Costa M.M., Pinheiro Jr, J.W. & Mota R.A.
2010. [Nested PCR utilization for Toxoplasma gondii detection in the blood of
experimentally infected sheep with tachyzoites through the semen] Pesquisa Veterindria
Brasileira 00(0):00-00. Laboratério de Doengas Infecto-Contagiosas dos Animais Domésticos
- Departamento de Medicina Veterindria, Universidade Federal Rural de Pernambuco. Rua
Dom Manoel de Medeiros, s/n- Dois Irmaos, 52171-900. Recife-PE, Brasil. E —mail:
rinaldo.mota@hotmail.com

The aim of this study was to evaluate the sensitivity of the PCR and nested PCR for T. gondii
detection in the blood of experimentally infected sheep with tachyzoites through the semen.
Blood samples of 30 sheep were taken, which were infected with different dosages: G1 - 6.5
X 10" tachyzoites; G2- 4 X 10" tachyzoites and G3- control group. For the anti-T. gondii
antibodies research the Indirect Immunofluorescence (IIF) technique was used. For the PCR
and nested PCR, primers derived from B/ gene were used. Seroconversion was observed only
for the infected group. In the PCR, T. gondii DNA was detected in 40% of the infected sheep
blood samples, and in the nested PCR, in 93.3% of the samples. In the G3, no antibodies were
detected, as well as parasitic DNA in neither of the animals. It is possible to conclude that the

nested PCR is more sensitive for the 7. gondii detection in the blood of animals
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experimentally infected through the semen, presenting superior results in comparison to those

of the PCR and might be successfully used in studies like this one.

INDEX TERMS: diagnose, toxoplasmosis in sheep, molecular technique.

RESUMO - Objetivou-se com esse estudo avaliar a sensibilidade da PCR e PCR nested na
deteccdo de T. gondii no sangue de ovelhas experimentalmente infectadas com taquizoitos via
sémen. Foram colhidas amostras de sangue de 30 ovelhas infectadas com diferentes doses:
Gl- 6,5 X 10* taquizoitos; G2- 4 X 10’ taquizoitos e G3- grupo controle. Para a pesquisa de
anticorpos anti-7. gondii foi utilizada a técnica de Imunofluorescéncia Indireta (IFI). Para o
PCR e PCR nested foram utilizados iniciadores derivados do gene BI. Observou-se
soroconversdo apenas dos grupos infectados. Na PCR, detectou-se o DNA do 7. gondii em
40% e na PCR nested em 93,3% amostras de sangue das ovelhas infectadas. No G3 néo foi
detectado anticorpos e DNA parasitiario em nenhum animal. Conclui-se que a PCR nested é
mais sensivel na deteccdo de T. gondii no sangue de animais experimentalmente infectados
via s€men, mostrando resultado superior ao da PCR e podendo ser utilizada com éxito em

estudos dessa natureza.

TERMOS DE INDEXACAO: diagnéstico, toxoplasmose ovina, técnica molecular.

INTRODUCAO

Nos ovinos, Toxoplasma gondii (T. gondii) é descrito como um dos principais responsaveis
por problemas reprodutivos em rebanhos no mundo. Os transtornos acontecem quando a
fémea se infecta durante a gestacdo, podendo ocorrer desde reabsor¢des embriondrias iniciais
e abortos até fetos malformados e crias debilitadas e fracas, variando a intensidade de acordo
com a fase gestacional em que a fémea se encontre (Dubey 1986, Weissmann 2003).

A toxoplasmose ovina € diagnosticada rotineiramente por métodos soroldgicos, bem
como através dos métodos diretos como o bioensaio em camundongos, exame
histopatoldgico, imunohistoquimica e PCR (Pereira-Bueno et al. 2004). A parasitemia tem
sido detectada por meio dos métodos de biologia molecular, em especial a PCR, com a
vantagem de demonstrar maior sensibilidade quando comparado ao isolamento do parasito em

cultura de tecido (Meireles 2001).
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Além de outros fatores, a sensibilidade e a especificidade da PCR dependem nio s6 da
sequéncia-alvo no DNA do parasito, mas também dos pares de iniciadores de amplificacdo
desenhados (Spalding et al. 2006). Avancgos recentes no conhecimento do genoma do T.
gondii tornaram possivel a utilizacdo da PCR para deteccdo do parasito. Estas técnicas se
fundamentam na amplifica¢do especifica de determinados genes como os genes Bl e P30 que
codificam o principal antigeno de superficie do protozoario, RNA ribossomal (rRNA) (Ellis
1998, Kompalis-Cristo et al. 2005, Spalding et al. 2006). Além do fragmento de 529pb
(Homan et al. 2000) e um seguimento repetitivo de DNA nao-codificante, TGR 1E, 1*, 2 ¢ 4
(Cristina et al. 1991).

Diversos estudos demonstraram a capacidade da PCR em amplificar fragmentos
especificos de DNA a partir de diferentes fluidos corporais. Na Medicina Veterindria,
especificamente em ovinos, sdo utilizadas principalmente em amostras de sangue (Esteban-
Redondo & Innes 1998, Da Silva & Langoni 2001), tecidos de fetos abortados (Duncanson et
al. 2001, Terry et al. 2001, Masala et al. 2003, Pereira-Bueno et al. 2004) e placentas
(Duncanson et al. 2001, Terry et al. 2001, Masala et al. 2003), com protocolos diferentes, ndo
havendo uma padronizagdo da técnica para o diagndstico molecular da toxoplasmose ovina. A
utilizacdo do método complementar PCR nested também tem demonstrado bons resultados. O
objetivo desse trabalho foi avaliar a utilizacdo da PCR nested na detec¢do de T. gondii no

sangue de ovelhas experimentalmente infectadas via s€men.

MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas quarenta e uma (41) ovelhas da ragca Santa Inés com histérico reprodutivo de
fertilidade satisfatéria. Todos os animais foram sorologicamente negativos para a pesquisa de
anticorpos contra 7. gondii, Clamidophyla abortus, Neospora caninum e Brucella ovis. Foram
constituidos trés grupos experimentais (G1, G2 e G3) com 15, 15 e 11 animais,
respectivamente. As fémeas foram infectadas via s€men através de inseminag@o laparoscépica
utilizando diferentes doses: G1 que foram inseminadas com sémen contaminado com 6,5 X
10* taquizoitos; G2 com sémen com 4 X 10’ taquizoitos ¢ G3 com sémen sem taquizoitos
(grupo controle).

Para a confirmacgdo da infec¢@o por 7. gondii foram realizados exames soroldgicos aos
0, 7, 14 dias ap6s a infeccdo. Para a pesquisa de anticorpos anti-7. gondii foi utilizada a
técnica de Imunofluorescéncia Indireta (IFI), utilizando-se anticorpos anti-IgG-ovina

conjugado ao isotiocianato fluoresceina. Dilui¢des do soro na razdo quatro (1:64 a 1:4096)
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foram testadas e reagdes na diluicdo 1:64 ou maior foram consideradas positivas (Camargo
1974).

Para a detec¢do do DNA do Toxoplasma gondii foram colhidas amostras de sangue
total com EDTA aos 0, 7, 14, 21, 28 dias apods a infecgdo, utilizando-se a técnica de PCR
seguida da PCR nested.

Todas as amostras de sangue foram submetidas a extracio de DNA com o kit
comercial “Qiagen DNA Easy Blood and Tissues Kit” (Qiagen®, Hilden - Alemanha),
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 100pb, corado com brometo de etidio,
visualizado em luz ultravioleta e fotodocumentado para verificacdo de sua qualidade.

Apds as extragdes dos DNAs, as reacdes de amplificacdo foram realizadas em um
volume final de 12,5UL contendo: 2,5uL. de DNA gendmico, 10uM de cada iniciador, 2,75uL
de Agua Mili-Q ultrapura e 6,25uL de MasterMix (mistura para PCR - Promega) de acordo
com o protocolo do fornecedor. O perfil térmico das etapas de reacdes foi feita em
termociclador MJ-96G (Biocycle Co. Ltd, Hangzhou - China) e seguido de acordo com o
protocolo descrito em Spalding et al. (2006). Todas as amostras negativas e controles foram
submetidos a PCR nested, utilizando 1uL do produto da PCR simples e adicionado & mistura
de reagiio em um volume final de 12,5uL contendo 10uM de cada inicador, 4,75uL de Agua
Mili-Q ultrapura e 6,25uL. de MasterMix de acordo com o protocolo do fornecedor. O ciclo
das reagdes consistiu de uma desnaturacdo do DNA inicial a 95°C (4minutos) e seguida de 35
ciclos a 95°C por 1 minuto para a desnaturacdo, 62°C por 30 segundos para o anelamento,
72°C por 1 minuto para a extensdo e um periodo de extensdo final de 10 minutos a 72°C.

Os pares de iniciadores utilizados s@o fragmentos da sequéncia do gene BI. Para a
primeira amplificacdo, foram utilizados TOXO-C1/TOXO-N1, amplificado em 197pb. E para
a segunda amplificacdo foram utilizados TOXO-C2/TOXO-N2, amplificado em 97pb (Burg
et al. 1989, Spalding et al. 2006).

O controle positivo foi feito utilizando-se suspensdo de lavados intra-peritoneal de
camundongos previamente infectados com taquizoitos da cepa RH na concentracio
104taquizoitos/mL para posterior extracdo do DNA parasitdrio.Os produtos amplificados
foram detectados por eletroforese em gel de agarose a 2%, corados com brometo de etidio e
visualizados através de luz ultravioleta e fotodocumentados. Para confirmacio da identidade
dos fragmentos amplificados foi utilizado o sequenciamento de DNA. Os fragmentos de DNA
analisados apresentaram valores de similaridade e identidade com as sequéncias ja existentes

no GenBank que variaram de 93 a 99% com E = 1e —100.
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Medidas para evitar contaminacdo entre amostras foram seguidas conforme
recomendacdes de Kwok (1990) desde a colheita das amostras até a obtencdo dos resultados
através da corrida eletroforética do produto da PCR nested.

Foram calculadas a Sensibilidade e Especificidade entre os resultados obtidos na

primeira e segunda amplificacao.

RESULTADOS

Na sorologia realizada em amostras de sangue colhidas nos dias 0, 7, 14, 21 e 28 dias p0s-
infec¢do experimental foi possivel observar a soroconversio dos animais dos grupos
infectados, sendo 100% (15/15) os animais do G2 e 33,3% (5/15) do G1, confirmando a
infec¢do via sémen. Nenhuma ovelha do G3 apresentou anticorpos contra 7. gondii. No
resultado da primeira amplificacdo (PCR), observou-se o DNA do T. gondii em 40% (12/30)
das amostras de sangue. Na PCR nested, 93,3% (28/30) das amostras foram positivas. No G3
ndo foi detectado DNA parasitirio em nenhum animal. Observou-se que o teste mais sensivel
foi a PCR nested (100%), entretanto a PCR convencional demonstrou especificidade de 100%

(Tabela 1).

DISCUSSAO

Amato Neto et al. (1995) citaram que o diagndstico clinico da toxoplasmose ¢ dificil de ser
realizado pelo fato de as falhas reprodutivas serem consequéncia de vdrias doengas
infecciosas (Vidotto 1992), ressaltando a necessidade do emprego do diagndstico laboratorial
para elucidar as provdveis etiologias. A toxoplasmose ovina € diagnosticada rotineiramente
por métodos soroldgicos, principalmente a IFI, MAD e ELISA, bem como através dos
métodos diretos como o bioensaio em camundongos, histopatolégico, imunohistoquimica e
PCR (Pereira-Bueno et al. 2004).

Os testes soroldgicos possuem grande utilizagdo pelo tipo de coleta e processamento
das amostras, embora possuam desvantagens em relacdo as técnicas diretas de diagndstico por
detectar apenas imunoglobulinas presentes no soro sanguineo (Da Silva et al. 2002). A IFI € o
teste soroldgico mais utilizado atualmente, embora estudos comparativos ainda discutem a sua
escolha em relacdo ao MAD e ELISA (Da Silva et al. 2002, 2003). Apesar da sua grande

utilizacdo essa técnica ndo confirma a causa do aborto por 7. gondii como acontece na
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detec¢do do agente no tecido fetal ou placentirio (Owen et al. 1998, Hurtado et al. 2001,
Masala et al. 2003).

De acordo com Meireles (2001) a parasitemia na infec¢do por 7. gondi tem sido
detectada pela PCR, com a vantagem de demonstrar maior sensibilidade quando comparado
ao isolamento do parasito em cultura de tecido. Embora a utiliza¢do do sangue circulante para
este propodsito ainda ndo seja utilizada no diagnostico de toxoplasmose ovina, em humanos
estudos comprovaram seu papel importante no diagndstico pré-natal da toxoplasmose
congénita (Wong & Remington 1994, Spalding et al. 2002, Kompalic-Cristo et al. 2005) e em
pacientes imunodeprimidos (Filice et al. 1993, Guy & Joynson 1995, Franzen et al. 1997).
Um aspecto relevante da escolha do sangue € a capacidade de realizar o diagndstico da doenga
na fase aguda através da detecg¢do dos taquizoitos no sangue circulante, o que torna a PCR
uma ferramenta para diagndstico precoce, antes dos sinais clinicos que nem sempre siao
aparentes (Ho-Yen et al. 1992, Kompalic-Cristo et al. 2005). Em experimentacdo com
animais o estudo através do sangue circulante também foi relatado um importante papel,
permitindo a deteccdo do parasito e apontando uma interpretagdo mais exata da fase da
infeccdo por 7. gondii como observado nesse estudo onde as amostras de sangue foram
colhidas semanalmente para a deteccdo da parasitemia.

Quando se analisaram os resultados da PCR em relagdo a primeira e a segunda
amplificacdo, observou-se que a PCR nested mostrou-se mais sensivel (100%) indicando que
€ um 6timo teste para triagem. Hurtado et al. (2001) também demonstraram que a PCR nested
foi mais sensivel e especifica e pode ser utilizada para confirmar casos duvidosos. Neste
estudo foram utilizados pares de primers derivados do gene Bl capazes de detectar 10
taquizoitos/mL e apenas 1 taquizoito/mL para o PCR e PCR nested, respectivamente,
conforme Spalding et. al. (2006). Esta sensibilidade do nested explica a alta percentagem
(93,3%) das amostras somente detectadas apds a segunda amplificagdo.

Variagdes nas sequéncias-alvo utilizadas na PCR para deteccdo de 7. gondii sdo
descritas. Entre estas citam-se o gene P30 (Robert et al. 1996), porcdes dos espacadores
internos transcritos do RNA ribossomal (Hurtado et al. 2001). Da mesma forma o gene B/ de
funcdo desconhecida e altamente repetitivo e conservado é o mais utilizado (Kompalic-Cristo
et al. 2005). O PCR nested aumentou a especificidade e a sensibilidade da reagdo uma vez que
o DNA-molde da segunda amplificacdo estd em concentracdes mais elevadas e os primers da
segunda etapa tém menos chances de anelamento em sequéncias inespecificas, dada a reducdo

do tamanho do molde (Rodrigues et al. 2006).
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O uso da PCR nested em muitos casos € discutivel pelo tempo e custo dispendidos.
Contudo, Montoya et al. (2009) ao utilizar o PCR nested com os mesmos primers aqui
utilizados, obtiveram 6timos resultados descrevendo que a quantidade de DNA parasitério
extraido na maioria das vezes ndo é suficiente para ser detectado apenas na primeira PCR. Os
resultados aqui obtidos mostram que o nested aumentou o nimero de amostras positivas em
56,9% em relacdo a PCR convencional. Devido a elevada sensibilidade do PCR nested,
Kompalic-Cristo et al. (2005) descreveram que as amostras devem ser processadas com
precaucdo para se evitar contaminagdes de dcidos nucléicos do parasito por outras fontes,
embora Spalding et al. (2006) ressaltaram que sua alta especificidade limita estes possiveis
falsos-positivos. Outra precaucido que deve ser discutida € em relacdo ao método de extracao
do DNA gendmico. Existem vdrios protocolos de extracdo do DNA, mas dependendo da
qualidade das amostras iniciais, alguns ndo conseguem extrair e purificar o DNA com
acurdcia, deixando resquicios de substincias inibidoras como principalmente o grupamento
heme presente em amostras de sangue total que inibe a acdo da enzima Tag DNA-polimerase
(Rodrigues et al., 2006). O uso de kits comerciais de extragdo tem resultado numa melhor
qualidade do DNA extraido, principalmente por obterem uma etapa de purificagcdo mais
eficiente em relacdo aos protocolos laboratoriais (Kalia et al. 1999, McOrist et al. 2002).
Hurtado et al. (2001) ressaltaram que as contaminag¢des ocorrem devido a manipulagdo dos
amplicons formados na primeira PCR para a PCR nested e para minimizar isto indicam a
realizacdo da técnica do “Unico tubo” agregado aos cuidados de manipulacdo em ambiente
descontaminado, além da realizacdo de cada etapa em dreas distintas. Neste estudo a técnica
foi realizada conforme recomendacdes de Kwok (1990).

Dessa forma conclui-se que a PCR nested utilizada nesse estudo € mais sensivel na
detec¢do do parasito no sangue em ovelhas experimentalmente infectadas por T. gondii,
mostrando resultado superior ao da PCR e podendo ser utilizada com éxito em estudos dessa

natureza.

Agradecimentos - Este estudo foi financiado pelo Conselho Nacional de Desenvolvimento
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Tabela 1 — Resultado comparativo entre a PCR e PCR nested na detec¢do de T. gondii no sangue de ovelhas

infectadas com taquizoitos via s€émen

Parametros PCR (%) PCR nested (%)
Sensibilidade 60 100
Especificidade 100 20
V.P.P. 100 71,4
V.P.N. 55,4 100
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Figura 1

Eleroforese em gel de agarose a 2% de produtos de amplifica¢do por PCR nested de T. gondii em amostras de
soro, tecidos fetais e placentdrios na primeira (A) e segunda (B) amplificacdes. Onde: Marcador de massa
molecular de 100pb DNA Ladder, Promega®, (M), Amostras positivas na primeira (1 e 3) e segunda (1, 2 e 3)

amplificagdes, Amostra negativa (4), Controle positivo (C+) e Controle negativo (C-).

197pb

A




101

ISSN 0100-736X version impresa

ISSN 1678-5150 version online
Objetivo e politica editorial
O objetivo da revista Pesquisa Veterinaria Brasileira é contribuir, através da
publicacdo dos resultados de pesquisa e sua disseminagdo, para a manutencao da
saude animal que depende, em grande parte, de conhecimentos sobre as medidas de
profilaxia e controle veterinarios.

Com periodicidade mensal, a revista publica trabalhos originais e artigos de revisao de
pesquisa no campo da patologia veterinaria no seu sentido amplo, principalmente sobre
doencas de importancia econémica e de interesse para a salude publica.

Apesar de ndao serem aceitas comunicagoes ("Short comunications") sob forma de
"Notas Cientificas", ndo ha limite minimo do nimero de paginas do trabalho enviado,
gue deve porém conter pormenores suficientes sobre os experimentos ou a metodologia
empregada no estudo.

Os trabalhos, em 3 vias, escritos em portugués ou inglés, devem ser enviados, junto
com disquete de arquivos (de preferéncia em Word 7.0), ao editor da revista Pesquisa
Veterinaria Brasileira, no endereco abaixo. Devem constituir-se de resultados ainda
nao publicados e ndao considerados para publicagdo em outra revista.

Embora sejam de responsabilidade dos autores as opinides e conceitos emitidos nos
trabalhos, os editores, com a assisténcia da Assessoria Cientifica, reserva-se o direito
de sugerir ou solicitar modificagdes aconselhaveis ou necessarias.

Apresentagdo de manuscritos

1. Os trabalhos devem ser oganizados, sempre que possivel, em Titulo, Abstract,
Resumo, Introducdao, Material e Métodos, Resultados, Discussao, Conclusoes
(ou combinacbes destes trés ultimos), Agradecimentos e Referéncias:

a) o Titulo do artigo deve ser conciso e indicar o contetido do trabalho;

b) um Abstract, um resumo em inglés, devera ser apresentado com os elementos
constituintes observados nos artigos em portugués, publicados no ultimo nimero da
revista, ficando em branco apenas a paginagdo, e, no final, terd indicacdo dos index
terms;

c) o Resumo deve apresentar, de forma direta e no passado, o que foi feito e
estudado, dando os mais importantes resultados e conclusGes; sera seguida da
indicacdo dos termos de indexacdo; nos trabalhos em inglés, Resumo e Abstract trocam
de posicao e de constituicdo (veja-se como exemplo sempre o Ultimo fasciculo da
revista);

d) a Introducdo deve ser breve, com citacdo bibliografica especifica sem que a mesma
assuma importancia principal, e finalizar com a indicacdo do objetivo do trabalho;

e) em Material e Métodos devem ser reunidos os dados que permitam a repeticdo do
trabalho por outros pesquisadores;



102

f) em Resultados deve ser feita a apresentacao concisa dos dados obtidos; quadros
devem ser preparados sem dados supérfluos, apresentando, sempre que indicado,
médias de varias repeticbes; é conveniente, as vezes, expressar dados complexos por
graficos, ao invés de apresenta-los em quadros extensos;

g) na Discussao os resultados devem ser discutidos diante da literatura; ndo convém
mencionar trabalhos em desenvolvimento ou planos futuros, de modo a evitar uma
obrigacdo do autor e da revista de publica-los;

h) as ConclusGes devem basear-se somente nos resultados apresentados no trabalho;

i) os Agradecimentos devem ser sucintos e ndo devem aparecer no texto ou em notas
de rodapé;

j) a lista de Referéncias, que sé incluird a bibliografia citada no trabalho e a que tenha
servido como fonte para consulta indireta, deverd ser ordenada alfabeticamente pelo
sobrenome do primeiro autor, registrando os nomes de todos os autores, o titulo de
cada publicagdo e, por extenso ou abreviado, o nome da revista ou obra, usando as
normas da Associacdo Brasileira de Normas Técnicas - ABNT, Style Manual for Biological
Journals (American Institute for Biological Sciences) e/ou Bibliographic Guide for Editors
and Authors (American Chemical Society, Washington, D.C.).

2. Na elaboragao do texto deverao ser atendidas as normas abaixo:

a) os trabalhos devem ser apresentados em uma s6 face do papel, em espaco duplo e
com margens de, no minimo, 2,5 cm; o texto sera escrito corridamente; quadros serao
feitos em folhas separadas, usando-se papel duplo oficio, se necessario, e anexados ao
final do trabalho; as folhas, ordenadas em texto, legendas, quadros e figuras, serao
numeradas seguidamente;

b) a redacdo dos trabalhos deve ser a mais concisa possivel, com a linguagem, tanto
guanto possivel, no passado e impessoal; no texto, os sinais de chamada para notas de
rodapé serdo numeros arabicos colocados um pouco acima da linha de escrita, apds a
palavra ou frase que motivou a nota; essa numeragdo sera continua; as notas serdo
lancadas ao pé da pagina em que estiver o respectivo sinal de chamada; todos os
guadros e todas as figuras serdao mencionados no texto; estas remissdes serdo feitas
pelos respectivos niumeros e, sempre que possivel, na ordem crescente destes; Resumo
e Abstract serao escritos corridamente em um sé paragrafo e nao deverdao conter
citacOes bibliograficas;

c) no rodapé da 12 pagina devera constar enderego profissional do(s) autor(es);

d) siglas e abreviagdes dos nomes de instituicdes, ao aparecerem pela primeira vez no
trabalho, serdo colocadas entre parénteses e precedidas do nome por extenso;

e) citagbes bibliograficas serdo feitas pelo sistema "autor e ano"; trabalhos de dois
autores serao citados pelos nomes de ambos, e de trés ou mais, pelo nome do primeiro,
seguido de "et al.", mais o ano; se dois trabalhos ndo se distinguirem por esses
elementos, a diferenciacao sera feita pelo acréscimo de letras minusculas ao ano, em
ambos; todos os trabalhos citados terdo suas referéncias completas incluidas na lista
propria (Referéncias), inclusive os que tenham sido consultados indiretamente; no texto
nao se fard mencgdo do trabalho que tenha servido somente como fonte; este
esclarecimento sera acrescentado apenas ao final das respectivas referéncias, na forma:
"(Citado por Fulano 19...)"; a referéncia do trabalho que tenha servido de fonte sera
incluida na lista uma sé vez; a mencdo de comunicacdo pessoal e de dados nao



103

publicados é feita, de preferéncia, no proprio texto, colocada em parénteses, com
citacdo de nome(s) ou autor(es); nas citacdes de trabalhos colocados entre parénteses,
ndo se usara virgula entre o nome do autor e o ano, nem ponto-e-virgula apdés cada
ano; a separacao entre trabalhos, nesse caso, se fara apenas por virgulas, exemplo:
(Flores & Houssay 1917, Roberts 1963a,b, Perreau et al. 1968, Hanson 1971);

f) a lista das referéncias devera ser apresentada com o minimo de pontuagdo e isenta
do uso de caixa alta, sublinhando-se apenas os nomes cientificos, e sempre em
conformidade com o padrao adotado no ultimo fasciculo da revista, inclusive quanto a
ordenacdo de seus varios elementos.

3. As figuras (graficos, desenhos, mapas ou fotografias) deverdo ser apresentadas em
tamanho maior (cerca de 150%) do que aquele em que devam ser impressas, com
todas as letras ou sinais bem proporcionados para assegurar a nitidez apds a redugéao
para o tamanho desejado; parte alguma da figura serd datilografada; a chave das
convencgbes adotadas sera incluida preferentemente, na area da figura; evitar-se-a o
uso de titulo ao alto da figura; desenhos deverdo ser feitos com tinta preta em papel
branco liso ou papel vegetal, vedado o uso de papel milimetrado; cada figura sera
identificada na margem ou no verso, a trago leve de lapis, pelo respectivo nimero e o
nome do autor; havendo possibilidade de duvida, deve ser indicada a parte superior da
figura; fotografias deverdo ser apresentadas em branco e preto, em papel brilhante, e
sem montagem, ou em diapositivos (slides) coloridos; somente quando a cor for
elemento primordial a impressdao das figuras sera em cores; para evitar danos por
grampos, desenhos e fotografias deverdao ser colocados em envelope.

4. As legendas explicativas das figuras conterdo informacgdes suficientes para que estas
sejam compreensiveis e serdo apresentadas em folha separada que se iniciard com o
titulo do trabalho.

5. Os quadros deverdo ser explicativos por si mesmos; cada um terda seu titulo
completo e serd caracterizado por dois tracos longos, um acima e outro abaixo do
cabecalho das colunas; entre esses dois tragos podera haver outros mais curtos, para
grupamento de colunas; nao ha tracos verticais; os sinais de chamada serdo
alfabéticos, recomecando de a em cada quadro, e as notas serdo langadas logo abaixo
do quadro respectivo, do qual serdo separadas por um trago curto, a esquerda.



104

4.4 ARTIGO
Deteccao de Toxoplasma gondii no sémen de ovinos naturalmente infectados

(Artigo formatado para o Periddico The Journal of Parasitology)
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RUNNING HEAD: MORAES ET AL.- Toxoplasma gondii NO SEMEN OVINO
DETECCAO DE Toxoplasma gondii NO SEMEN DE OVINOS

NATURALMENTE INFECTADOS

Erica P. B. X. Moraes, Eduardo B. Faria, André M. Batista, Antonio C. Freitas*, Jean Carlos
R. Silva, Pedro Paulo F. de Albuquerque, Rinaldo A. Mota""

Departamento de Medicina Veterindria,Universidade Federal Rural de Pernambuco, Rua Dom
Manoel de Medeiros, s/n- Dois Irmaos, 52171-900, Recife-PE, Brasil.

RESUMO: O objetivo deste trabalho foi estudar a eliminag¢do de Toxoplasma gondii
em reprodutores ovinos naturalmente infectados. Foram utilizados 65 reprodutores
submetidos inicialmente a pesquisa de anticorpos anti-7. gondii por meio da técnica de
Imunofluorescéncia Indireta (IFT). Os animais sorologicamente positivos foram submetidos a
colheita de s€men para detecgdo do DNA parasitario. Na sorologia observaram-se 6/65 (9,2%)
animais positivos. No PCR nested de s€men 4/6 (66,6%) animais foram positivos. Conclui-se
que a deteccdo de T. gondii no s€émen de reprodutores naturalmente infectados por meio da
técnica da PCR nested, reforgca a necessidade de intensificar os estudos sobre a possibilidade

da transmiss@o horizontal do parasito via s€men na espécie ovina.

TOXOPLASMA GONDII DETECTION IN THE SEMEN OF
NATURALLY INFECTED SHEEP

ABSTRACT: The aim of this work was to study the Toxoplasma gondii elimination
in reproductive male sheep naturally infected. Sixty-five reproductive male were initially
submitted to anti-7. gondii antibodies research through the Indirect Immunofluorescence (IIF)
technique. Animals serologically positive were submitted to semen collection for parasitic
DNA detection. In the serology, 6/65 (9.2%) positive animals were observed. In the nested
PCR of semen, 4/6 (66.6%) animals were positive. It is possible to conclude that to 7. gondii
detection in the semen of reproductive males naturally infected through the nested PCR
technique reinforces the need to enhance studies on the possibility of horizontal transmission

of this parasite through semen in the ovine species.

* Departamento de Genética, Universidade Federal de Pernambuco - Av. Prof. Moraes Rego, 1235 - Cidade
Universitaria, 50670-901 - Recife, PE — Brasil.
** Autor para correspondéncia: Tel:+55 81 33206425; fax: .:+55 81 3320 6400. E -mail:

rinaldo.mota@hotmail.com.
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Em ovinos, T. gondii é descrito como um dos principais responsaveis por problemas
reprodutivos em rebanhos no mundo. Os transtornos ocorrem quando a fémea se infecta
durante a gestagdo, podendo ocorrer desde reabsorcdes embriondrias iniciais e abortos até
fetos malformados e crias debilitadas e fracas, variando a intensidade de acordo com a fase
gestacional (Dubey, 1986; Underwood e Rook, 1992; Weissmann, 2003).

A inseminacdo artificial possibilita a concep¢do de um expressivo nimero de fémeas
num curto intervalo de tempo. No entanto, ainda pouco se sabe sobre o risco da transmissao
de agentes patogénicos pelo s€émen (congelado ou diluido a fresco) com graves repercussdes
na produgdo e comercializacio destes rebanhos (Andrioli et al., 2006).

O taquizoito de 7. gondii no sémen ovino ja foi identificado pelo bioensaio por Spence
et al. (1978), Blewett et al. (1982) e Teale et al. (1982). Recentemente, Lopes et al. (2009)
infectaram experimentalmente carneiros e detectaram o parasito no s€émen através da PCR e
imunohistoquimica. Diante do exposto, o objetivo desse trabalho foi estudar a eliminacio de

Toxoplasma gondii em reprodutores ovinos naturalmente infectados.

2 MATERIAL E METODOS

Foram utilizados 65 reprodutores ovinos de diferentes ragas 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-7. gondii foi utilizada a técnica de
Imunofluorescéncia Indireta (IFI), utilizando-se anticorpos anti-IgG-ovina (Sigma®, USA)
conjugado ao isotiocianato fluoresceina. Dilui¢des do soro na razdo quatro (1:64 a 1:4096)
foram testadas e rea¢des na diluicdo 1:64 ou maior foram consideradas positivas (Camargo,
1974).

Os animais sorologicamente positivos foram submetidos a colheita de sémen pelo
método de eletroejaculacdo. O s€men foi avaliado de acordo com as caracteristicas macro e
microscépicas conforme o Colégio Brasileiro de Reprodugdo Animal (CBRA, 1998).

As amostras de 200uL de sémen foram submetidas & extragdo de DNA com o kit
comercial “Qiagen DNA Easy Blood and Tissues Kit” (Qiagen®, Hilden - Alemanha),
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 100pb, corado com brometo de etidio,
visualizado em luz ultravioleta e fotodocumentado para verificacdo de sua qualidade. Apos as
extragdes dos DNAs, as reacdes de amplificacdo foram realizadas em um volume final de
12,5uL contendo: 2,5uL. de DNA gendmico; 10uM de cada primer (TOXO-C1 e TOXO-
N1); 2,75uL de Agua Mili-Q ultrapura e 6,25uL de MasterMix (mistura para PCR Promega,
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Madison, Wisconsin - USA) de acordo com o protocolo do fornecedor. O perfil térmico das
etapas de reacdes foram feitas em um termociclador (MJ96G, Biocycle Co. Ltd, Hangzhou -
China) 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 ultravioleta e
fotodocumentado.

Todas as amostras negativas e controles da PCR foram submetidos a PCR nested,
utilizando-se 1uL do produto do PCR simples adicionado a mistura de reacdo em um volume
final de 12,5uL contendo 10uM de cada primer (TOXO-C2 e TOXO-N2); 4,75uL de Agua
Mili-Q ultrapura e 6,25uL. de MasterMix de acordo com o protocolo do fornecedor. O ciclo
das reacdes foi adaptado do protocolo descrito em Spalding et al. (2006) e consistiu de uma
desnaturagio do DNA inicial a 95°C (4min) e seguida de 35 ciclos a 95°C por 1 minuto para a
desnaturagio, 62°C por 30 segundos para o anelamento, 72°C por 1 minuto para a extensdo e
um periodo de extensdo final de 10 minutos a 72°C. O produto amplificado de 97pb referente
ao T. gondii foi detecta por eletroforese em gel de agarose a 2% corado com brometo de etidio
e visualizado através de luz ultravioleta e fotodocumentados. Os dois pares de primers
utilizados sdo derivados do gene B/ correspondentes aos nucleotideos 694-714, 887-868, 757-

776 e 853-831 (Burg et al., 1989; Spalding et al., 2006).

3 RESULTADOS

Das 65 amostras de sangue analisadas, 06 (9,2%) foram positivos com titulos variados
(Tabela I). Detectou-se o0 DNA do 7. gondii em 4/6 (66,6%) dos animais reagentes na IFL
TABELA 1- Resultados dos animais sorologicamente positivos (IFI) e deteccdo do DNA

parasitario (PCR nested) nas amostras de s€men total.

Animal/Exame 07M 24M 40M 44M 47T 59M
Reacdo Soroldgica 1:64 1:256 1:256 1:512 1:256 1:128
(IFT)
Deteccdo DNA - + + + + -
(PCR nested)
4 DISCUSSAO

A ocorréncia de formas infectantes de 7. gondii ja foi anteriormente demonstrada no

sémen infectado em humanos (Martinez-Garcia et al., 1996), bovinos (Scarpelli et al., 2009),
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suinos (Moura et al., 2007), caninos (Arantes et al., 2009), caprinos (Dubey e Sharma, 1980) e
ovinos (Spence et al., 1978; Blewett et al., 1982; Teale et al., 1982; Lopes et al., 2009),
levantando discussdes sobre outras possiveis formas de transmissdo do parasito uma vez que
se desconhece a importancia relativa da via venérea.

Nesse estudo observou-se que os animais com os maiores titulos de anticorpos foram
aqueles que apresentaram 7. gondii no sémen através da PCR nested, destacando-se os titulos
256 e 512 que sdo relativamente baixos quando comparados aqueles relatados por Lopes et al.
(2009) que trabalharam com carneiros experimentalmente infectados e observaram titulos de
4056 associado a detec¢do do parasito no s€émen.

A presenca de patdgenos no sémen € um achado relevante, pois abre discussdo sobre a
possibilidade de transmissdo venérea, implantando repercussdo no manejo e nas biotécnicas
reprodutivas atualmente aplicadas, principalmente quanto a inseminacao artificial (IA) 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 infeccdo quando os animais iniciaram a
eliminar o parasito no s€men, pois as amostras foram obtidas em um tinico momento. Sabe-se
que em ovinos, o primeiro relato desta eliminagdo, ocorreu nos dias 7, 14, 20, 25 e 32 p.i.
(Spence et al., 1978). Ja Teale et al. (1982) detectaram o parasito em 50% dos machos
infectados apenas em duas ocasides 16 e 26 dias p.i. Em outro estudo realizado por Lopes et
al. (2009), T. gondii foi detectado no s€men através da bioprova e PCR em dias variados (5
até 70 dias p.i). Em bovinos, Scarpelli et al. (2009) também detectaram o parasito no sémen
através da bioprova a partir do dia 7 até 84 dias p.i., sendo o periodo mais longo jd observado
na infec¢do experimental.

Os ovinos utilizados nesse estudo apresentavam-se assintométicos no momento da
coleta do s€émen. De acordo com Terpsidis et al. (2009), a infec¢do toxopldsmica também
pode causar alteragdes androldgicas e reprodutivas no macho, independentemente da espécie
acometida. Estes autores ao infectarem ratos Wistar comprovaram alteracdes nos parametros
reprodutivos e androldgicos, principalmente em relacdo a motilidade, concentracdo e
morfologia espermdtica. No presente estudo, apenas 12,3% animais apresentaram o exame
androldgico insatisfatorio, embora ao analisar os animais infectados apenas um animal
mostrou um exame androlégico reprovado. Este animal apresentou diminui¢do no volume do
ejaculado, motilidade e vigor espermdtico e aumento das patologias (morfoldgicas)
espermdticas. Contudo ndo se pode atribuir esse achado como consequéncia da infeccio

natural, pois alguns animais ndo infectados também apresentaram esse mesmo padrio
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espermadtico. Para comprovar a influéncia desse parasito nos achados do exame androlégico
de carneiros é necessario reproduzir experimentalmente a infec¢do 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 diminuic¢do no volume do ejaculado, da motilidade e do
vigor espermético em carneiros infectados.

A deteccdo do T. gondii no s€men de reprodutores naturalmente infectados por meio
da PCR nested reforca a necessidade de intensificar os estudos sobre a possibilidade da

transmiss@o horizontal do parasito via s€men na espécie ovina.
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Diagnostico de Toxoplasma gondii em fetos abortados e natimortos em ovinos

no estado de Pernambuco, Brasil'

Erica Paes Barreto Xavier de Moraesz, Mateus Matiuzzi de Costa® , Antonio Flavio Medeiros

Dantas’, Valdir de Andrade Bragas, Rinaldo Aparecido Mota®*

ABSTRACT - Moraes E.P.B.X., Costa M.M., Dantas A.F.M., Braga, V.A. & Mota R.A.
2010. [Toxoplasma gondii diagnosis in ovine aborted fetus and stillborns in the State of
Pernambuco, Brazil] Pesquisa Veterindria Brasileira 00(0):00-00. Laboratério de Doengas
Infecto-Contagiosas dos Animais Domésticos - Departamento de Medicina Veterindria,
Universidade Federal Rural de Pernambuco. Rua Dom Manoel de Medeiros, s/n- Dois Irméaos,
52171-900. Recife-PE, Brasil. E —mail: rinaldo.mota@hotmail.com

The aim of this study was to examine 245 organs of fetus and 28 placentas from 35 abortions
and stillborns of the ovine species in the State of Pernambuco, Brazil. At the necropsy,
fragments of brain, cerebellum, medulla, lungs, heart, spleen, liver and placenta were taken
for the PCR nested and histopathologic exam. In the nested PCR, three abortions and two
stillborns (14.3%) were positively confirmed for 7. gondii, with DNA amplification in all of
the fetal organs and placenta, emphasizing the heart and the placentas the tissues of choice. At
the necropsy, macroscopic lesions suggesting 7. gondii infection were observed in 5/35
(14.3%) of the placenta. At the histopathologic exam no lesions with toxoplasmosis
characteristics were observed in the examined organs. As for the five placentas, lesions
consistent with toxoplasmosis were observed as an inflammatory infiltrate non-suppurative,
multiple necrosis and mineralization focus, besides the presence of tecidual cysts. This study
substantiates the 7. gondii involvement in aborted fetus and in placentas of naturally infected

ovine in Brazil, these were not described previously in the literature.
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INDEX TERMS: Molecular diagnoses, toxoplasmosis, fetal tissue, placenta

RESUMO - Objetivou-se com esse estudo examinar 245 dérgaos de fetos e 28 placentas de 35
abortos e natimortos da espécie ovina no estado de Pernambuco, Brasil. A necropsia foram
coletados fragmentos de cérebro, cerebelo, medula, pulmio, coragdo, bago, figado e placenta
para realizacdo do PCR nested e exame histopatoldgico. Na PCR nested foram confirmados
trés abortos e dois natimortos (14,3%) positivos para T. gondii, com amplificacio do DNA em
todos os 6rgdos fetais e placenta, destacando-se o coracdo e a placenta como tecidos de
eleicdo. Na necropsia foram observadas lesdes macroscopicas sugestivas da infeccdo por T.
gondii em 5/35 (14,3%) das placentas. Ao exame histopatolégico ndo foram observadas
lesdes caracteristicas da toxoplasmose nos 6rgdos examinados. Quanto as cinco placentas
observaram-se lesdes compativeis com a toxoplasmose como infiltrado inflamatério nao
supurativo, multiplos focos de necrose e mineralizagdo, além da presenca de cistos teciduais.
Esse estudo comprova o envolvimento de 7. gondii em fetos abortados e em placentas de
ovinos naturalmente infectados no Brasil; esses dados ndo haviam sido descritos

anteriormente na literatura nacional.

TERMOS DE INDEXACAO: Diagnéstico molecular, toxoplasmose, tecido fetal, placenta.

INTRODUCAO

Em ovinos, Toxoplama gondii é descrito como um dos principais responsaveis por problemas
reprodutivos em rebanhos no mundo (Dubey 1986). O aborto, de forma geral, configura-se
como uma importante falha reprodutiva capaz de gerar considerdveis perdas econdmicas
(Silva & Silva 1988, Buxton et al. 2007). O diagnéstico laboratorial da infec¢do € de grande
importancia pelo fato de as falhas reprodutivas serem consequéncia de diversas outras
doencas infecciosas (Vidotto 1992, Amato Neto et al. 1995).

Em fémeas prenhes, durante a infec¢do aguda, hé invasdo da placenta com presenca de
taquizoitos livres e no interior dos trofoblastos, resultando em focos de necrose e
mineralizacdo na placenta. Pode haver infecg@o via transplacentdria do feto e o aborto pode
ocorrer com ou sem invasao fetal (Jones et al. 2000). Em fémeas com até 90 dias de gestacdo,
a infeccdo é responsdvel pela ocorréncia de morte embriondria, mumificagcdo, aborto,

natimortalidade e morte neonatal (Dubey & Towle 1986, Barberan & Marco 1997).
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O diagnéstico da toxoplasmose congénita pode ser feito pela identificacdo do agente
em cortes histolégicos e reagdo da cadeia de polimerase (PCR), utilizando-se fetos abortados
e placentas (Pereira-Bueno et al. 2004). O isolamento do parasito em tecidos infectados (fetos
e membranas fetais) pode ser realizado por meio da inoculagdo em camundongos, contudo,
este processo geralmente € lento e dispendioso (OIE 2004).

Diversos estudos demonstraram a capacidade da PCR em amplificar fragmentos
especificos de DNA a partir de tecidos de fetos abortados e placentas (Duncanson et al., 2001;
Terry et al., 2001; Masala et al., 2003; Pereira-Bueno et al., 2004).

O objetivo deste trabalho foi estudar a participacdo de 7. gondii em falhas reprodutivas
através da PCR nested e exame histopatoldgico de fetos e placentas em casos naturais de

abortos em ovinos no estado de Pernambuco, Brasil.

MATERIAL E METODOS

Foram colhidos 245 6rgéos de fetos e 28 placentas de 35 abortos e natimortos procedentes de
ovelhas criadas em propriedades no Estado de Pernambuco, Brasil. Os fetos e placentas foram
obtidos de casos naturais de abortos encaminhados ao Laboratério de Doengas Infecciosas da
Universidade Federal Rural de Pernambuco.

Os procedimentos de necropsia dos fetos e coleta de material foram realizados de
acordo com Perez et al. (2003). A necropsia foram anotadas as alteragdes macroscépicas
como variagdes de cor dos tecidos, inflamacdo, presenca de focos de necrose nos cotilédones
e figado fetal, presenca de exsudato e edema. Posteriormente foram coletados fragmentos de
cérebro, cerebelo, medula, pulmao, coragdo, bago, figado e placenta para realizagdo do PCR
nested e histopatolédgico.

As amostras foram fixadas em solugdo de formalina tamponada a 10%.
Posteriormente, o material foi recortado e submetido a técnica rotineira de desidratacao,
diafanizacdo e inclus@o em parafina. Os blocos foram cortados em micrétomo a 4um, as
laminas foram coradas pela hematoxilina-eosina e montadas (Prophet et al. 1992). Os achados
histologicos foram classificados em ausentes, lesdes ndo relacionadas, consistentes ou
caracteristicas da toxoplasmose.

Todas as amostras de tecido fetal e placentdrio foram submetidas a extracdo de DNA
com o kit comercial “Qiagen DNA Easy Blood and Tissues Kit” (Qiagen®, Hilden -

Alemanha), utilizando-se o protocolo do fabricante. O DNA extraido foi analisado e
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quantificado em gel de agarose a 0,8% com marcador de peso molecular 100pb, corado com
brometo de etidio, visualizado sob luz ultravioleta e fotodocumentado.

Ap6s as extragdes dos DNAs, as reacdes de amplificacdo foram realizadas em um
volume final de 12,5uL contendo: 2,5uL. de DNA gendmico, 10uM de cada iniciador, 2,75uL
de Agua Mili-Q ultrapura e 6,25uL de MasterMix (mistura para PCR - Promega) de acordo
com o protocolo do fornecedor. O perfil térmico das etapas de reacdes foi feito em
termociclador MJ-96G (Biocycle Co. Ltd, Hangzhou - China) e seguido de acordo com o
protocolo descrito em Spalding et al. (2006).

Todas as amostras negativas e controles foram submetidos a PCR nested, utilizando
1uL do produto do PCR simples e adicionado & mistura de reacdo em um volume final de
12,5uL contendo 10uM de cada inicador, 4,75uL de Agua Mili-Q ultrapura e 6,25uL de
MasterMix de acordo com o protocolo do fornecedor. O ciclo das reagcdes consistiu de uma
desnaturagio do DNA inicial a 95°C (4minutos) e seguida de 35 ciclos a 95°C por 1 minuto
para a desnaturagéo, 62°C por 30 segundos para o anelamento, 72°C por 1 minuto para a
extensdo e um periodo de extensdo final de 10 minutos a 72°C.

Os pares de iniciadores utilizados sdo fragmentos da seqiiéncia do gene BI. Para a
primeira amplificacdo, foram utilizados TOXO-C1/TOXO-N1, amplificado em 197pb. E para
a segunda amplificacdo foram utilizados TOXO-C2/TOXO-N2, amplificado em 97pb (Burg
et al. 1989, Spalding et al. 2006).

O controle positivo foi feito utilizando-se suspensdo de lavados intra-peritoneal de
camundongos previamente infectados com taquizoitos da cepa RH na concentracio
10*taquizoitos/mL para posterior extracio do DNA parasitirio. Os produtos amplificados
foram detectados por eletroforese em gel de agarose a 2%, corados com brometo de etidio e
visualizados através de luz ultravioleta e fotodocumentados. Para confirmacio da identidade
dos fragmentos amplificados foi utilizado o sequenciamento de DNA. Os fragmentos de DNA
analisados apresentaram valores de similaridade e identidade com as sequéncias ja existentes
no GenBank que variaram de 93 a 99% com E = 1e —100.

Para o estudo de concordancia entre os testes de diagndstico utilizou-se o coeficiente
Kappa (K) e a interpretacdo convencional dos valores K adotadas foram: 0,00 - 0,20 =
concordancia fraca, 0,21 - 0,40 = regular, 0,41 - 0,60 = moderada, 0,61 - 0,80 = boa, 0,81-
1,00 = muito boa e valores negativos foram interpretados como equivalentes a 0,00 (Landis &

Koch 1977).
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RESULTADOS

Através da PCR nested foram confirmados trés abortos e dois natimortos, 5/35 (14,3%)
positivos para T. gondii. Destes cinco animais foi detectado o parasito em todos os Orgaos
fetais e placentdrio com porcentagens variadas entre 100% nos coragdes fetais e placentas,
80% no bago, cérebro, figado e pulmio e 60% no cerebelo e medula, perfazendo um total de
32/40 (80%) dos tecidos positivos. Os 30/35 (85,7%) fetos e natimortos restantes foram
negativos nas duas técnicas.

Ao exame macroscopico, a aparéncia dos fetos e natimortos foi classificada de acordo
com o estado de conservagdo, sendo 10/35 (28,6%) considerados frescos e 25/35 (71,4%)
autolisados. Ao analisar apenas os cincos fetos positivos na PCR nested observaram-se 3/5
(60%) frescos e 2/5 (40%) autolisados. Nao se observou nenhum achado macroscdpico
caracteristico da toxoplasmose nos orgdos, sendo estes considerados inespecificos como
autdlise em 42,3% dos 6rgios, edema pulmonar em 10%, areas de hemorragia no coragio e
cérebro em 6,7%. Quanto as cinco placentas pertencentes aos fetos positivos no exame
molecular, observaram-se lesdes caracteristicas da toxoplasmose como infiltrado de células
mononucleares, multiplos focos de necrose e mineralizagdo, além da presenca de cistos nos
cotilédones.

A concordancia entre a positividade da PCR nested e exame histopatoldégico no
diagnéstico da toxoplasmose congénita nos 6rgédos e placentas foi de K= 0,07, resultando em

uma concordancia fraca com sensibilidade de 15,6% e especificidade de 100% (Tabela 1).

DISCUSSAO

Os problemas reprodutivos, especialmente os abortos e natimortos sdo os mais descritos
associados a toxoplasmose congénita em ovinos no mundo (Weissmann 2003). No Brasil, ndo
existem dados sobre a participacdo de 7. gondii em abortos e natimortos na espécie ovina,
sendo esse até o momento, o estudo que utilizou maior nimero de amostras teciduais em
casos naturais de abortos. Nesse estudo observou-se uma frequéncia de 14,3% de abortos
associados a infeccdo por T. gondii. Este valor encontra-se dentro do limite de variagdo da
frequéncia observada em outros paises. A menor percentagem encontrada foi 10,6% relatad
por Steuber et al. (1995) na Alemanha. Masala et al. (2003 e 2007) encontraram na Itélia
11,1% e 18,1%, respectivamente. Nos USA foi relatado em 17,5% dos casos de abortos

(Dubey & Kirkbride 1990). J4 na Espanha j4 foi registrado em 16,9% (Hurtado et al. 2001) e
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23,1% por Pereira-Bueno et al. (2004). Essa variacdo nas frequéncias observadas nos
diferentes paises pode ocorrer devido a utilizagdo de diferentes técnicas de diagndstico
utilizada. A semelhanca dos resultados obtidos por Pereira—Bueno (2004), os abortos
ocorreram geralmente na metade final da gestac@o.

A utilizacdo de técnicas que detectam ou isolam o parasito no tecido fetal ou
placentdrio confirmam a causa do aborto por 7. gondii (Owen et al. 1998a, Hurtado et al.
2001, Masala et al. 2003). Quando da compara¢do entre o PCR nested e o exame
histopatolégico, os resultados obtidos nesse estudo demonstraram fraca concordancia entre os
resultados obtidos nas duas técnicas avaliadas pelo indice kappa (K= 0,07). Estes resultados
diferem daqueles descritos anteriormente por Pereira-Bueno et al. (2004) que estudaram
tecidos de fetos ovinos abortados na Espanha e encontraram boa correlagdo entre PCR nested
e exame histopatolégico. J4 Hurtado et al. (2001) demonstraram que a PCR nested pode ser
mais sensivel e especifica no diagndstico da toxoplasmose congénita em ovinos, concordando
com os resultados do presente estudo. Ainda, de acordo com Pereira-Bueno (2004), o nimero
de estudos envolvendo a PCR no diagnéstico da toxoplasmose congénita ainda é reduzido.
Dessa forma ainda sdo necessarias investigagdes nesse sentido para ampliar as possibilidades
de realizar o correto diagndstico da etiologia do aborto na espécie ovina.

Nesse estudo, a PCR nested foi habil em detectar o DNA parasitario em 80% dos
tecidos fetais e placentdrios pertencentes aos cinco casos de abortos confirmados. Estes
resultados sdo superiores aos descritos por Hurtado et al. (2001) e Pereira-Bueno et al. (2004)
que relataram um aspecto negativo associado & PCR e ao exame histopatoldgico devido a
pobre distribuicdo do parasito nos tecidos fetais, especialmente quando o cérebro € utilizado
para diagndstico. Aqui todos os 6rgdos examinados tiveram percentagem de 60 a 100% de
positividade, destacando o coracdo e a placenta como os tecidos de predilecdo. Geralmente a
musculatura (Masala et al. 2003), cérebro e pulmao (Hurtado et al. 2001) sao 6rgaos indicados
para o diagndstico, contudo, vérios estudos vém demonstrando o potencial da placenta como
material de eleicdo (Owen et al. 1998ab, Hurtato et al. 2001, Masala et al. 2003, Pereira-
Bueno et al. 2004). Nesse estudo, 100% das placentas pertencentes aos 5/35 animais positivos
na PCR nested também foram positivas no exame histopatoldgico através da presenga de
cistos e nesse caso a concordancia foi de 100% entre as técnicas utilizadas no diagndstico.

Existe concordancia entre diversos estudos no que diz respeito aos tecidos fetais e
placentdrios como sendo os materiais de eleicdo para a técnica de PCR. Spalding et al. (2002)
testaram a técnica de PCR em amostras de sangue e placenta humana e Masala et al. (2003)

em fetos e placentas de ovinos para diagnosticar a toxoplasmose congénita. Relataram que o
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tecido placentdrio € um excelente material para diagnéstico da toxoplasmose congénita,
diferentemente da sorologia fetal que pode detectar anticorpos maternos através da ingestao
do colostro resultando em falso-positivo. Em outro estudo, Owen et al. (1998b) também
confirmaram que nas placentas foram encontrados maior nimero do parasito.

Ao exame macroscOpico, a aparéncia dos fetos foi classificada de acordo com o estado
de conservacdo, sendo observado que 71,45% deles estavam autolisados. Esta frequéncia se
aproxima daquela relatada por Engeland et al. (1998) que examinaram abortos em caprinos na
Noruega e relataram que 65% estavam autolisados. No entanto, a autdlise observada na
maioria dos animais examinados neste trabalho deve ser atribuida a demora na colheita e
envio ao laboratdrio e md conservacao dos fetos. Este ¢ um fator limitante no diagndstico por
meio do exame histopatologico, podendo atribuir a este fator a baixa sensibilidade dessa
técnica nesse estudo, onde das amostras que foram positivas na PCR nested, 27 amostras
(67,5%) ndo foram detectadas no exame histopatoldgico.

A transmissdo vertical de 7. gondii em ovinos ainda tem aspectos a ser investigados e
a técnica de PCR esta sendo muito ttil em estudos desta natureza (Williams et al. 2005, Hide
et al. 2009). Esse estudo comprova o envolvimento de 7. gondii em fetos abortados e em
placentas de ovinos naturalmente infectados no Brasil; esses dados ndo haviam sido descritos

anteriormente na literatura nacional.
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Tabela 1 - Resultados comparativo da técnica histopatolégico em relagdo a PCR nested em 40 amostras (35

fetos e 5 placentas) dos 5 casos confirmados para 7. gondii.

PCR nested
Pos. Neg. Total
Histopatolégico Pos. 5(12,5%) 0 (0%) 5(12,5%)
Neg. 27 (67,5%) 8 (20%) 35 (87,5%)
Total 32 (80%) 8 (20%) 40 (100%)

Pos.: Numero de amostras positivas; Neg.: Nimero de amostras negativas
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Este estudo abordou alguns aspectos epidemioldgicos de transmissdo de Toxoplasma
gondii, além do diagndstico da toxoplasmose adquirida na espécie ovina. Os resultados
obtidos confirmam a eliminagdo de taquizoitos de 7. gondii na infec¢do natural em
reprodutores e comprova a infeccdo venérea por este parasito em ovelhas experimentalmente
inoculadas via sémen contaminado. A partir desses resultados até entdo inéditos na literatura
mundial, levanta-se uma discussio sobre a participagdo dessa via na transmissdo de 7. gondii
nessa espécie.

A utilizagdo de técnicas de biologia molecular nesse estudo proporcionou com
eficiéncia o diagndstico da parasitemia na infeccdo experimental, além da deteccdo do
parasito em tecidos fetais e placenta em casos naturais de abortos por 7. gondii no estado de
Pernambuco, Brasil, contribuindo desta forma para a inclusdo desse parasito como importante
agente envolvido nos distdrbios reprodutivos nessa espécie.

A partir dos resultados obtidos nesse estudo, principalmente no que se refere a
infec¢do das ovelhas via sémen, espera-se estimular a realizacdo de outros estudos,
envolvendo esse parasito. Sugere-se a utilizagdo de machos experimental ou naturalmente
infectados em experimentos com monta natural nas diferentes fases da infec¢do (aguda e
crOnica), para se avaliar a real importancia dessa via na transmissdo de 7. gondii.

Espera-se, contudo que esse estudo tenha contribuido para o estudo da transmisséo e
diagnéstico do T. gondii e dessa forma preencha algumas lacunas ainda existentes no estudo

da toxoplasmose ovina.
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