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1. INTRODUÇÃO 

A criação de pequenos ruminantes como atividade de exploração comercial 

encontra-se amplamente difundida pelo mundo, principalmente nos países que possuem 

regiões de clima semi-árido (PAYNE & ELLIS, 1996). Em números, o rebanho ovino 

brasileiro está estimado em 16.019.170 cabeças, concentrando-se em principalmente na 

Região Nordeste com 9.379.380 (58,55%), seguida pelas Regiões Sul com 4.491.523 

(28,04%), Centro-Oeste com 987.090 (6,16%), Sudeste com 664.422 (4,15%) e Norte 

com 496.755 (3,10%) (IBGE, 2008). 

Mesmo sendo uma atividade com grande potencialidade de crescimento, o baixo 

desempenho zootécnico e econômico observado nas unidades de produção ovina, 

normalmente está relacionado a problemas sanitários, bem como a ausência ou uso 

inadequado de tecnologias. Neste contexto, destacam-se a ocorrência de doenças infecto-

contagiosas que são responsáveis por elevadas perdas econômicas nos rebanhos nacionais 

(PINHEIRO JUNIOR et al., 2009). Além disto, atuam como fatores limitantes da 

produtividade do rebanho e comprometem a oferta de produtos como carne, leite e 

derivados (MACIEL 2006).  

Diferentes discussões sobre outras vias de transmissão de agentes infecciosos 

foram recentemente levantadas, destacando-se a via horizontal através do sêmen 

contaminado, com significado epidemiológico para determinados agentes infecciosos. 

Testes de diagnóstico sensíveis e específicos são necessários para o controle e prevenção 

da disseminação de micro-organismos nos rebanhos, favorecendo a triagem de animais 

positivos e redução da ocorrência de surtos em um rebanho. A utilização do sêmen como 

amostra na identificação direta de agentes infecciosos, principalmente os patógenos 

sujeitos à transmissão venérea, possibilitado pelo advento dos métodos de detecção 

molecular, poderiam nortear as centrais de inseminação na aquisição e controle dos 

reprodutores utilizados, bem como, garantir a biosseguridade do sêmen comercializado 

(WENTINK et al., 2000).  

Os métodos moleculares descartam a necessidade de cultivo microbiológico, 

garantindo uma detecção direta do patógeno na amostra clínica (GILBRIDE, 2006). A 

PCR Multiplex, técnica variante da PCR convencional é apontada como ferramenta que 

incrementa o diagnóstico na rotina laboratorial (YANG & ROTHMAN, 2004), com 

diminuição no tempo de processamento e finalização do diagnóstico microbiológico 

(SETTANNI & CORSETTI, 2007). Desde sua descrição, em 1988, tem sido utilizada em 

diferentes áreas, incluindo análises de deleções gênicas, mutações e polimorfismos, além 
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de análises quantitativas (TANG et al., 1997). No campo das doenças infecciosas é uma 

ferramenta importante na identificação de vírus, bactérias e outros parasitas de forma 

simultânea (SONG, 2005). 
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2. OBJETIVOS 

2.1.  Geral 

Padronizar uma PCR Multiplex para detecção de Brucella sp., Brucella ovis, 

Leptospira sp., Actinobacillus seminis, Neospora caninum e Toxoplasma gondii para o 

diagnóstico simultâneo destes patógenos em amostras de sêmen ovino. 

 

2.2.  Específico 

Avaliar a sensibilidade e especificidade da PCR Multiplex em relação a PCR 

convencional para detecção em concentrações decrescentes destes agentes quando 

combinados na mesma reação. 
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3. REVISÃO DE LITERATURA 

3.1. Uso da inseminação artificial em pequenos ruminantes 

O emprego de biotécnicas aplicadas à reprodução de animais de produção 

possibilitou de forma evidente a seleção de animais de alto valor genético, portadores das 

principais características produtivas desejadas, podendo ser repassadas para a sua 

progênie. Nesse contexto, a utilização da inseminação artificial (IA) se sobressai como 

veículo para obtenção de tal melhoria genética, graças aos avanços rápidos em tecnologias 

aplicadas na utilização de sêmen, se mostrando um método eficaz e econômico, sendo a 

técnica mais bem aceita pela maioria dos criadores (THIBIER & GUERIN, 2000; 

VISHWANATH et al., 2003).  

Em pequenos ruminantes, o processo de inseminação artificial emprega mais 

comumente o sêmen fresco, utilizando técnicas de deposição do sêmen no lúmen vaginal 

(deposição pericervical) ou na cérvice (deposição intracervical), resultando em aceitáveis 

taxas de prenhez. Para a utilização de sêmen congelado, esses mesmos resultados 

aceitáveis de gestação só são conseguidos com o uso de laparoscopia ou inseminação 

intrauterina transcervical, uma vez que a criopreservação induz a um decréscimo na 

viabilidade e motilidade dos espermatozoides (THIBIER & GUERIN, 2000; CSEH et al., 

2012).  

A busca por diluentes livres de aditivos animais tem se tornado alvo de interesse 

nos estudos químicos para obtenção de melhorias no sêmen, buscando a biosseguridade 

e padronização no processamento laboratorial do sêmen comercializado (CSEH et al., 

2012). 

A composição fisiológica do sêmen baseia-se em espermatozoides, fluído 

seminal, células germinativas imaturas e células não-espermáticas (epiteliais e células 

leucocitárias), sendo cada componente um potencial veículo na transmissão de agentes 

patogênicos (BIELANSKI et al., 2007). A transmissão de agentes infecciosos pelo sêmen 

é um risco que deve ser evitado, uma vez que o sêmen comercializado deve ser livre de 

qualquer agente patogênico. Diferentes agentes patogênicos e não-patogênicos 

(oportunistas) já foram detectados no sêmen, com variações em seu risco de transmissão 

(WENTINK et al., 2000). 

A inseminação artificial é uma conhecida ferramenta na profilaxia de doenças 

venéreas, contudo alguns micro-organismos podem estar presentes no sêmen quando 

associados às células sanguíneas (infecções sistêmicas) ou inflamações das glândulas 

sexuais acessórias. Além disso, a contaminação do sêmen também pode ocorrer pela 
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intensa contaminação de micro-organismos presentes na urina ou na cavidade prepucial, 

associada também às irregularidades durante a coleta e processamento da amostra 

(SANOCKA et al., 2004; BIELANSKI et al., 2007).  

A criopreservação garante vantagens no armazenamento do sêmen, bem como 

facilita seu transporte e revenda, mas não elimina o risco da transmissão de certos agentes 

infecciosos (CSEH et al., 2012), onde o sêmen passa a ser um veículo de disseminação 

(JUNQUEIRA JUNIOR et al., 2012).  

O Brasil apresenta uma relação de perigos de importação para o sêmen de 

pequenos ruminantes, e mesmo para alguns microrganismos, considerados enzoóticos no 

território nacional, é feito controle oficial, sujeito à avaliação de risco para 

comercialização de material genético (CBRA, 1998; BRASIL, 2004; OIE, 2006). As 

principais doenças de notificação obrigatória listadas pela OIE para pequenos ruminantes, 

com risco potencial de transmissão venérea foram sumarizadas na Tabela 1 e Tabela 2, 

adaptadas de CSEH et al. (2012). 

O Código Zoosanitário dos Animais Terrestres da OIE (OIE, 2006), é amplamente 

utilizado como padrão governamental para fiscalização e emissão de certificações para 

comercialização de sêmen (bovino, equino, ovino, caprino e suíno), com a finalidade de 

diminuir eventuais riscos na transmissão de doenças de notificação obrigatória. Em 

resumo, as recomendações mais abordadas baseiam-se no controle e monitoramento 

individual dos reprodutores antes de sua entrada nas centrais de IA, e que estes sejam 

periodicamente avaliados e testados através de exames clínicos, espermogramas e outros 

testes padrões adotados para cada tipo de doença, em sua maioria, baseados em exames 

sorológicos (THIBIER & GUERIN, 2000; OIE, 2006). 
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Tabela 1: Doenças que afetam outras espécies com possível transmissão via inseminação 

artificial (Lista B – OIE) 

Doenças que afetam outras espécies Status de transmissão via sêmen  

Língua Azul P, Tr 

Doença das Fronteiras P, (Tr) 

Plueropneumonia Bovina (Mycoplasma mycoides) (P), (Tr) 

Brucelose (Brucella melitensis) P, (Tr) 

Febre Aftosa P, Tr 

Encefalite Japonesa (P), (Tr) 

Leptospirose P, Tr 

Paratuberculose P, (Tr) 

Febre Q P, (Tr) 

Rinderpest P, (Tr) 

Fonte: Adaptada de Cseh et al. (2012). 

Legenda: P, presença do agente no sêmen; Tr, transmissão demonstrada via sêmen; (P), presença no sêmen não 

evidente, porém com grande probabilidade; (Tr), transmissão ainda não demonstrada, mas com grande probabilidade;  

 

 

Tabela 2: Doenças específicas para ovinos e caprinos com possível transmissão via 

inseminação artificial (Lista B – OIE) 

Doenças específicas para ovinos e caprinos Status de transmissão via sêmen 

Pleuropneumonia Contagiosa Caprina (P), (Tr) 

Aborto Enzoótico Ovino (Chlamydophila sp.) P, (Tr) 

Lentiviroses P, (Tr) 

Epididimite Ovina (Brucella ovis) P, (Tr) 

Peste dos Pequenos Ruminantes P, (Tr) 

Salmonella sorotipo Abortus-ovis P, (Tr) 

Scrapie * 

Varíola Ovina e Caprina P, (Tr) 

Fonte: Adaptada de Cseh et al. (2012). 

Legenda: P, presença do agente no sêmen; Tr, transmissão demonstrada via sêmen; (P), presença no sêmen não 

evidente, porém com grande probabilidade; (Tr), transmissão ainda não demonstrada, mas com grande probabilidade; 

*, não detectada no sêmen, mas genótipo do animal portador deve ser considerado como capaz para transmissão. 

 

3.2.  Agentes infecciosos de importância reprodutiva para pequenos ruminantes 

3.2.1.  Brucella spp. 

As α-proteobactérias incluídas no gênero Brucella são coco-bacilos Gram-

negativos, imóveis, intracelulares facultativos e podem infectar diferentes espécies de 

animais, bem como o homem (MELTZER et al., 2006). Seis espécies clássicas compõe o 
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gênero: Brucella abortus, Brucella melitensis, Brucella ovis, Brucella suis, Brucella canis 

e Brucella neotomae (GODFROID et al., 2010). Recentemente, quatro novas espécies 

foram descritas: Brucella ceti e Brucella pinnipedialis, isoladas de mamíferos marinhos, 

podendo ocasionar doenças em humanos (SOHN et al., 2003); Brucella microti, isolada 

de ratazana (Microtus arvalis) e raposas (Vulpes vulpes) (SHOLZ et al., 2008) e Brucella 

inopinata isolada de um implante de seio humano (DE et al., 2008; SCHOLZ et al., 2010). 

A classificação de tais espécies e seus diferentes sorovares tem como base as 

diferenças na patogenicidade e preferências por hospedeiros, podendo ser avaliadas 

utilizando testes baseados na caracterização fenotípica para presença de antígenos para o 

lipopolissacarídeo (LPS), tipo de fago, sensibilidade para requerimento de CO2, produção 

de H2S e outras propriedades metabólicas (GODFROID et al., 2010). 

A Brucelose é uma zoonose e a infecção pode ser atribuída a cinco das seis 

espécies clássicas encontradas nos mamíferos terrestres (Brucella ovis não é incluída 

como zoonose). Diferentes estudos apontam que o controle da brucelose animal resulta 

em um substancial declínio da doença em humanos (PAPPAS et al., 2006). 

As principais espécies patogênicas, amplamente distribuídas ao redor do mundo 

são: Brucella abortus, responsável pela brucelose bovina; Brucella melitensis, agente 

etiológico da brucelose caprina e ovina; Brucella suis, responsável pela brucelose suína; 

estas espécies causadoras de abortos são alvo de controle pelas diferentes organizações 

veterinárias internacionais, onde após a detecção de um surto em um determinado 

rebanho, são impostas restrições de movimento e comercialização de animais 

(GODFROID et al., 2010). Brucela ovis é apontada como principal agente causador de 

epididimite em carneiros e Brucella canis como agente causador de infertilidade em 

caninos.  

Infecções por Brucella abortus, Brucella melitensis e Brucella suis, com suas 

distintas cepas são relatadas em outras espécies de animais domésticos e selvagens que 

atuam como hospedeiros acidentais (KANG et al., 2011). 

O principal sinal clínico observado em casos de brucelose é o aborto na primeira 

gestação. Usualmente, as fêmeas abortam apenas uma única vez, porém manterão a 

infecção ao longo da vida, podendo resultar em outras síndromes clínicas e constante 

disseminação do agente no rebanho (GODFROID et al., 2010). Os machos são mais 

resistentes à infecção, e quando acometidos, a infecção limita-se ao sistema reprodutor 

(BURGESS, 1982). 
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A superfície da mucosa do trato digestivo é a principal via de penetração da 

Brucella abortus e Brucella melitensis, diferentemente das Brucella ovis, Brucella suis e 

Brucella canis que penetram através da mucosa do trato genital (OLSEN et al., 2004); as 

mucosas das vias conjuntivas e intranasais também são passíveis de penetração do agente 

(PLANT et al.,1986).  

In vivo, as brucelas se difundem rapidamente através das camadas celulares e são 

fagocitadas por macrófagos. Cepas virulentas possuem a habilidade de sobreviver e 

multiplicar dentro de células fagocitárias por longos períodos, favorecendo sua posterior 

disseminação no organismo e causar a reemergência da doença (ROOP II et al., 2004). A 

interação entre as células epiteliais e Brucella é fundamental para o desenvolvimento da 

infecção, porém os mecanismos moleculares e fatores empregados na adesão e migração 

por essa bactéria através do epitélio ainda são escassos. Até o momento, poucos genes 

bacterianos envolvidos nos mecanismos de adesão, invasão e sobrevivência à fagocitose 

foram identificados; são apontados como destaque, dois componentes do sistema 

regulatório: BvrR/BvrS que são genes críticos no processo de regulação estrutural da 

membrana bacteriana (ROSSETTI et al., 2011). 

A infecção por Brucella, principalmente em bovinos via sêmen contaminado 

durante a inseminação artificial é apontada como rota mais frequente de transmissão desta 

bactéria quando comparada à monta natural, uma vez que o sêmen pode ser depositado 

diretamente no útero, órgão pobre em células de defesa (BRASIL, 2004). 

O isolamento bacteriano ainda é descrito como método padrão para o diagnóstico 

definitivo da doença, porém apresenta sensibilidade limitada, sendo um método laborioso 

e de custo elevado. Métodos indiretos de identificação, principalmente os testes 

sorológicos são empregados com maior sucesso no diagnóstico e controle da doença nos 

rebanhos. Os principais métodos sorológicos empregados são o Ensaio Imunoenzimático 

(ELISA), Fixação de Complemento (FC) e Soro-aglutinação (SAT), que determinam o 

estágio de infecção do hospedeiro (O’LEARY et al., 2006) e os animais soro-reagentes 

devem ser sacrificados como medida de controle da doença (BRASIL, 2004). 

 

3.2.2.  Epididimite Infecciosa Ovina 

A Epididimite Infecciosa Ovina é definida como uma doença infectocontagiosa, 

caracterizada por alterações inflamatórias uni ou bilateral, envolvendo principalmente o 

epidídimo dos reprodutores ovinos (BURGESS, 1982; GOMES et al., 2001; 

MOUSTACAS et al., 2013). É considerada como a principal causa de subfertilidade e 
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infertilidade em carneiros, levando a grandes perdas econômicas aos proprietários, uma 

vez que reduz a vida reprodutiva do macho, com diminuição nas taxas de cobertura e 

parição das ovelhas (AFZAL et al., 1986). 

Diferentes micro-organismos já foram isolados de casos de epididimite, porém a 

maioria dos casos é de origem bacteriana e associada à presença de Brucella ovis, seguida 

por Actinobacillus seminis e Histophilus somni (BURGESS, 1982; HAJTÓS et al., 1987; 

CARVALHO JUNIOR et al., 2010); outros agentes como Salmonella enterica sorotipo 

Diarizonae (FERRERAS et al., 2007), Arcanobacterium pyogenes e Corynebacterium 

pseudotuberculosis também já foram isoladas de casos de epididimite ovina (JANSEN, 

2007).  

Agentes virais como Maedi-visna, Herpesvírus Ovino Tipo 2 e o vírus da Língua 

Azul também podem estar presentes nos órgãos reprodutivos de carneiros, porém somente 

este último já foi relacionado à doença reprodutiva com queda na fertilidade de 

reprodutores desta espécie (MENDONÇA et al., 2008; KIRSCHVINK et al., 2009). 

A prevalência da epididimite ovina pode variar diretamente com a suscetibilidade 

da raça (BURGESS, 1982). Em diferentes estudos sorológicos em animais de raças de 

origem britânica com lesões clínicas, foram relatadas prevalências de 30-45% de infecção 

por Brucella ovis, seguidas por prevalências inferiores nas raças Merino (2,1%), Dorper 

(5,7%) e Karakul (3%) (HAJDU et al., 1968; VAN TONDER et al., 1979). 

Evidências sorológicas e bacteriológicas demonstraram a infecção por Brucella 

ovis em 79,5% dos carneiros adultos com lesões no epidídimo. Actinobacillus seminis e 

Histophilus somni são bactérias mais frequentemente isoladas de carneiros jovens com 

lesões no epidídimo (WALKER et al., 1986), sendo considerados patógenos oportunistas, 

presentes nas mucosas do trato reprodutor (NÁREZ et al., 1999), onde além de desordens 

reprodutivas, podem estar associados a outras manifestações clínicas, como pneumonia, 

meningoencefalite, septicemia, orquite e peri-orquite purulentas (MOUSTACAS et al., 

2013). Histophilus somni também está associado a casos de mastite e placentite em 

matrizes e sinovite em cordeiros (BURGESS, 1982). 

A realização de exame clínico da genitália externa de carneiros, com ênfase para 

a palpação escrotal, é considerada uma técnica válida para o diagnóstico de epididimite 

em ovinos (PUENTE-REDONDO, et al. 2000). O exame é capaz de detectar alterações 

macroscópicas que afetam a fertilidade. Além disto, possui baixo custo e o diagnóstico 

clínico pode ser informado imediatamente ao proprietário (WEBB et al., 1980), porém 

não é capaz de identificar com exatidão o agente envolvido e suas características 
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microbiológicas. Portanto, o isolamento do agente, principalmente utilizando o sêmen 

como amostra é considerado o diagnóstico definitivo para a doença (BURGESS, 1982). 

Testes sorológicos baseados na presença de anticorpos no soro para os diferentes agentes 

envolvidos nesta enfermidade servem como ferramenta auxiliar no diagnóstico, porém 

devem ser realizados com cautela, com a exata escolha no tipo de teste empregado, 

estando sua sensibilidade e especificidade diretamente relacionadas ao modo de extração 

do antígeno utilizado (SANTOS et al., 2005). 

 

3.2.3.  Brucella ovis 

Brucella ovis é um coco-bacilo Gram-negativo com tamanho aproximado de 0,5-

0,7 por 0,6-1,5µm, usualmente de arranjo individual ou raramente formando cadeias 

curtas; não possui cápsula e é imóvel. Seu crescimento ótimo ocorre em culturas 

incubadas em atmosfera de 10% de CO2 a 37°C, podendo ser cultivada em meios sólidos 

enriquecidos com soro ou sangue desfibrinado bovino, ovino ou equino e não produzem 

hemólise. Possuem crescimento lento e após 5-7 dias de incubação formam colônias de 

2mm de diâmetro, de morfologia circular, convexa, coloração acinzentada e superfície 

brilhante (BURGESS, 1982).  

Diferente de outras espécies de Brucella (B. melitensis, B. abortus e B.suis) que 

apresentam aspecto de colônias lisas, Brucella ovis e Brucella canis apresentam aspecto 

rugoso, explicado pela ausência da cadeia O no lipopolissacarídeo (LPS) que resulta na 

formação incompleta da parede celular (ALTON et al., 1988; SLEEM et al., 2008). 

A infecção por Brucella ovis tem distribuição cosmopolita e está presente em 

todas as áreas onde a ovinocultura possui importância econômica com exceção da Grã-

Bretanha (BURGESS, 1982). É considerado o agente mais importante como causador de 

infertilidade no macho, estando amplamente relacionado a significativos impactos 

econômicos na cadeia produtiva ovina (GOMES et al., 2001). 

As primeiras evidências do agente foram descritas por McFarlane et al. em 1952, 

com o isolamento de um coco-bacilo em surtos de abortos em ovelhas na Nova Zelândia. 

Subsequentemente, os mesmos pesquisadores concluíram o envolvimento desta mesma 

bactéria em casos de epididimite em carneiros. Em 1953, Buddle & Boyes caracterizaram 

o isolado neozelandês como pertencente ao gênero Brucella e, três anos depois, o 

organismo foi denominado Brucella ovis. Outros países também descreveram o 

isolamento desta bactéria; na Austrália em 1953 por Simmons & Hall; Estados Unidos 

em 1956 por McGowan & Schultz e África do Sul em 1958 por Van Rensburg 
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(BURGESS, 1982). No Brasil, Brucella ovis foi diagnosticada pela primeira vez no Rio 

Grande do Sul (RAMOS et al., 1966).  

Levantamentos sorológicos em diferentes regiões do mundo demonstraram que a 

prevalência da doença em rebanhos varia entre 9,1 e 46,7% (SERGEANT, 1994) e a 

prevalência em carneiros em um rebanho infectado pode variar entre 2,1 e 67% 

(SERGEANT, 1994; TORRES et al., 1997; ROBLES et al., 1998). No Brasil, estudos 

realizados no estado do Rio Grande do Sul apontaram prevalência média de 13,4% (com 

variação de 6,9 a 50%) de carneiros infectados em rebanhos positivos (CARDOSO et al., 

1989; MAGALHÃES NETO & GIL-TURNES, 1996). Em Minas Gerais foi demonstrada 

soroprevalência de 5,3% de ovinos infectados por Brucella ovis e o percentual de 

propriedades positivas foi de 29,4% (MARQUES, 2006).  

Evidências sorológicas da infecção por esta bactéria também foram descritas na 

Região Nordeste do Brasil. Na Paraíba, 8,6% das propriedades analisadas foram positivas 

com prevalência de 5,6% de reprodutores soro-reagentes (CLEMENTINO et al., 2007). 

Em Pernambuco, Coleto et al. (2003) encontraram 16,25% (26/160) de animais soro-

reagentes no teste de Imunodifusão em Gel de Ágar (IDGA), confirmando a presença de 

Brucella ovis e sua participação em síndromes reprodutivas em fêmeas. Em Alagoas, 

Pinheiro Junior et al. (2009), utilizando 579 amostras, distribuídas em dez propriedades, 

encontraram 3,1% de positividade e observaram diferenças significativas nas variáveis: 

região, sistema de criação e histórico reprodutivo do rebanho.  

A infecção natural por Brucella ovis é praticamente exclusiva de ovinos 

domésticos (SANTOS et al., 2005), podendo ainda ser observada em cervídeos (Cervus 

elaphus, Odocoileus virginianus) (RIDLER & WEST, 2002) e carneiros selvagens (Ovis 

musimon) na Sardínia e Córsega (CERRI et al., 2002). Os carneiros selvagens 

aparentemente são resistentes à doença; em cervídeos, o quadro clínico é semelhante ao 

descrito em ovinos domésticos (RIDLER et al., 2002), sendo apontada a capacidade de 

transmissão do agente por ovinos domésticos para os cervídeos quando ambas as espécies 

são mantidas no mesmo ambiente (RIDLER et al., 2002).  

De acordo com Burgess (1982), os caprinos também podem ser 

experimentalmente infectados por Brucella ovis e são capazes de eliminar o agente no 

sêmen, sendo um fator epidemiológico importante, quando considerada a criação desta 

espécie em contato direto com ovinos. 

A presença desta bactéria no sêmen de animais infectados é considerada a 

principal via de transmissão da bactéria e carneiros persistentemente infectados podem 
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excretar o agente no sêmen por um período que pode variar entre 2 a 4 anos. Acredita-se 

que a transmissão natural de Brucella ovis ocorra primariamente por via venérea, através 

do contato entre as mucosas (CERRI et al., 2002). A fêmea apresenta grande importância 

na transmissão do agente, quando esta, no mesmo período de estro copula com um macho 

infectado e logo depois com outro carneiro suscetível (PAOLICCHI et al., 2000).). O 

comportamento homossexual, exacerbado na espécie ovina, também é apontado como 

fator na transmissão do agente no rebanho (BURGESS, 1982). Carneiros sexualmente 

maduros são mais suscetíveis à infecção do que machos jovens, porém esta pode ocorrer 

em carneiros com até quatro meses de idade (WALKER et al., 1986). 

Diversos estudos demonstraram que animais sem alterações clínicas evidentes são 

capazes de eliminar Brucella ovis no sêmen (BIBERSTEIN et al., 1964; PLANT et al., 

1986). Experimentalmente foi comprovada a infecção utilizando sêmen de carneiros com 

diferentes concentrações microbianas viáveis por diferentes vias de inoculação: 

intraprepucial (BUDDLE & BOYES, 1953; WEBB et al., 1980); intraconjuntival 

(BIBERSTEIN et al., 1964) e intranasal (BURGUESS, 1982), obtendo evidências 

sorológicas, bacteriológicas e clínicas da doença com variações entre 68-100% dos 

animais. Estudos com fêmeas em infecções experimentais, utilizando as vias intravenosa 

intraconjuntival e intravaginal resultaram em morte fetal esporádica e ocorrência de 

natimortos, bem como nascimento de cordeiros fracos (MCFARLANE et al., 1952; 

BUDDLE & BOYES, 1953). 

Em ovinos, Brucella ovis causa infecções clínicas e subclínicas caracterizadas por 

epididimite uni ou bilateral, orquite (secundária a epididimite) e infertilidade no macho, 

onde as lesões estão concentradas principalmente na cauda do epidídimo (SEARSON, 

1994), ampola do ducto deferente e glândula vesicular (FOSTER et al., 1987).  A infecção 

resulta em edema perivascular e infiltração linfocitária, seguida por hiperplasia, fibrose e 

obstrução do ducto epididimário, resultando em retenção do conteúdo, podendo ser 

observada também a metaplasia do epitélio epididimário (CARVALHO JUNIOR et al., 

2010), bem como a formação de granuloma espermático (SANTOS et al., 2005), em 

consequência da estase espermática e subsequente extravasamento de esperma para o 

interstício (BURGESS, 1982). Este extravasamento pode desencadear uma reação imune 

anti-espermática com possíveis implicações na patogênese da infertilidade associada à 

infecção por Brucella ovis (PAOLICCHI et al., 2000).  

A presença de orquite normalmente é secundária às lesões do epidídimo, sendo 

mais comumente observada a atrofia testicular (CERRI et al., 2002). Biberstein et al. 
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(1963) observaram a presença de Brucella ovis na glândula vesicular sem presença de 

lesões epididimárias, sugerindo tropismo da bactéria por este órgão. 

 Carneiros com lesões bilaterais nos testículos apresentam sêmen de pior qualidade 

quando comparados a animais com lesões unilaterais (BAGLEY et al., 1985). 

Frequentemente observa-se baixa qualidade do sêmen de carneiros infectados, mesmo 

quando as lesões teciduais não estão presentes, variando entre aspermia, com grande 

quantidade de células inflamatórias no ejaculado, principalmente neutrófilos, redução da 

motilidade e na concentração espermática, assim como anormalidades espermáticas 

secundárias (defeitos de cauda, presença de gota citoplasmática e mudanças no 

acrossoma) e primárias (anomalias de cabeça e tamanho) (BURGESS, 1982 apud 

CAMERON et al., 1971).  

Em fêmeas, a principal alteração clínica descrita é o aborto e nascimento de 

cordeiros fracos (BURGESS, 1982). Em infecções experimentais, observou-se a 

ocorrência de abortos em torno de 30 dias após o início da gestação (OSBURN & 

KENNEDY, 1966). 

O diagnóstico da epididimite causada por Brucella ovis deve ser realizado por 

meio do exame clínico-andrológico associado a coletas sucessivas de amostras de sêmen, 

onde os animais suspeitos devem ser submetidos concomitantemente a testes sorológicos 

e pesquisa direta do agente no sêmen (BRASIL, 2004). 

Diversos métodos sorológicos podem ser utilizados para detectar anticorpos 

contra Brucella ovis. Dentre as provas mais utilizadas, destacam-se a Imunodifusão em 

Gel de Ágar (IDGA) (MYERS & SINIUK, 1970), ELISA indireto (GALL et al., 2003; 

ROBLES, 2008) e Fixação do Complemento (FC) (ALTON, 1988), sendo este último 

adotado como teste sorológico padrão.  

O isolamento bacteriano no sêmen é considerado o teste diagnóstico definitivo 

(BURGESS, 1982), devendo ser feito utilizando coletas sucessivas no mesmo reprodutor, 

uma vez que a eliminação de Brucella ovis no sêmen é observada de forma intermitente 

(WEBB et al., 1980; RIDLER & WEST, 2002). 

Por ser uma das enfermidades abordadas no Programa Nacional de Sanidade dos 

Caprinos e Ovinos (PNSCO), as medidas de controle incluem: (I) a aquisição de animais 

comprovadamente negativos, oriundos de rebanhos negativos; (II) testes sorológicos 

semestrais em uma porcentagem significativa do rebanho, incluindo-se todos os 

reprodutores; (III) eliminação de ovinos reagentes/infectados; e (IV) combinação de 

exames clínicos e testes sorológicos, antes e depois da estação de monta ou na época da 
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reprodução (BRASIL, 2004). Cabe salientar que o foco principal do controle para 

Brucella ovis é o carneiro, portanto, a separação dos animais velhos dos jovens é de 

fundamental importância na eliminação do agente dos rebanhos (MARQUES, 2006). 

No Brasil, os protocolos vacinais ainda são inviáveis, diferente de outros países 

que apresentam alta prevalência da doenca, pois a vacina utilizada consiste de cepas 

atenuadas para Brucella melitensis e o Brasil possui status livre para esta espécie de 

Brucella (SANTOS et al., 2005; MARQUES, 2006). 

 

3.2.4.  Actinobacillus seminis 

O gênero Actinobacillus inclui 22 espécies, onde 19 são isoladas de animais, 

porém apenas seis espécies estão associadas a doenças como: A. lignieresii, A. suis, A. 

equuli, A. seminis, A. pleuropneumoniae e A. capsulatus (RYCROFT & GARSIDE, 

2000). Semelhante a outros membros do gênero Pasteurellaceae, as bactérias do gênero 

Actinobacillus estão presentes nas membranas mucosas do trato respiratório e reprodutor 

(CHRISTENSEN & BISGAARD, 2004).  

Actinobacillus seminis é um coco-bacilo Gram-negativo pleomórfico, de 

crescimento lento, fastidioso, fraco fermentador, com crescimento ótimo quando 

incubado a 37°C em atmosfera com 10% de CO2. Apresenta reação positiva nos testes 

bioquímicos para nitrato, catalase, oxidase, ornitina descarboxilase e negativa para 

urease, indol, fosfatase e β-galactosidase (APPUHAMY et al., 1998).  

Foi isolado inicialmente, na Austrália, em 1960, em amostras de sêmen ovino 

acometidos por epididimite (BAYNES & SIMMONS, 1960). Posteriormente, esta 

bactéria foi isolada e identificada nos Estados Unidos; na África do Sul (BURGESS, 1982 

apud WORTHINGTON & BOSMAN, 1968); Nova Zelândia (GUMBRELL & SMITH, 

1974); Hungria (HAJTÓS et al., 1987); Argentina (ROBLES et al., 1998) e Reino Unido 

(HEATH et al., 1991).  

No Brasil, quatro relatos descreveram o isolamento de Actinobacillus seminis na 

espécie ovina. O primeiro foi feito em um reprodutor ovino da raça Texel (SCHREINER 

et al., 1992), seguido pelo isolamento da bactéria em cinco animais com sinais clínicos 

de epididimite por Gomes et al. (2001) no Estado do Rio Grande do Sul. Gregory et al. 

(2009) relataram o isolamento da bactéria em um ovino da raça Dorper no Estado de São 

Paulo e mais recentemente, Bezerra et al. (2012) relataram a ocorrência de epididimite 

necrosante, causada por Actinobacillus seminis em carneiros destinados ao abate no 
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Estado de Pernambuco, sendo o primeiro registro desta bactéria na Região Nordeste do 

Brasil. 

A transmissão venérea assume papel principal na disseminação desta bactéria no 

rebanho (BURGESS, 1982). Hajtós et al. (1987) apontaram como fatores predisponentes 

para o desenvolvimento da infecção, o estresse induzido por mudanças hormonais durante 

a maturação sexual e deficiências nutricionais, principalmente em carneiros jovens. 

Lesões traumáticas do epidídimo também são apontadas como hipótese para o 

aparecimento da doença, onde a liberação de histamina e o acúmulo de pequenas 

quantidades de fluídos ricos em proteínas favorecem a colonização bacteriana (GOMES 

et al., 2001). 

Vários casos clínicos e subclínicos de epididimite e orquite foram descritos em 

carneiros naturalmente infectados por A. seminis (HAJTOS et al., 1987; SCHREINER et 

al., 1992; MBAI et al., 1996; GREGORY et al., 2009). Esta bactéria também já foi isolada 

em amostras de sêmen (BAYNES & SIMMONS, 1960; HAJTOS et al., 1987; HEATH 

et al., 1991; PUENTE-REDONDO, et al. 2000).  

 A infecção no sistema reprodutor é primária e clinicamente são observadas lesões 

testiculares uni ou bilaterais, com diminuição do volume testicular, aumento do volume 

na cauda do epidídimo, presença de dor e aumento da temperatura à palpação, podendo 

ocorrer ruptura do escroto com descarga de exsudato purulento (GOMES et al., 2001; 

PUENTE REDONDO et al., 2000; BEZERRA et al., 2012). Tais alterações poderão 

revelar no exame andrológico baixa concentração, motilidade e viabilidade espermática, 

além da presença de neutrófilos no sêmen. Outros achados clínicos associados à infecção 

nos órgãos sexuais anexos e ainda no sistema respiratório podem ser observados em 

carneiros jovens (CARVALHO JUNIOR et al., 2010).  

 O efeito sobre a fertilidade do macho dependerá da intensidade das lesões, onde 

os casos mais graves podem resultar em esterilidade permanente (BURGESS, 1982). Em 

casos de infecções crônicas, como consequência do processo inflamatório no epidídimo, 

pode ser observada intensa fibrose intersticial, com oclusão dos ductos epididimários 

(TONDER et al., 1979).  

 Para diagnóstico da epididimite por Actinobacillus seminis, após a avaliação 

clínica e andrológica do animal, outros métodos laboratoriais complementares devem ser 

realizados (CARVALHO JUNIOR et al., 2010).  

 Para isolamento microbiano podem ser utilizadas amostras de sêmen ou conteúdo 

purulento dos testículos colhido de forma asséptica. O sistema API-ZYM, baseado na 
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diferenciação enzimática e características bioquímicas é empregado como método prático 

para diferenciação entre bactérias que apresentam mínimas diferenças fermentativas e são 

isoladas das mesmas fontes como Histophilus somni (COUSINS & LLOYD, 1988). O 

teste-padrão sorológico para Actinobacillus seminis é a Fixação do Complemento, porém 

os métodos sorológicos não têm apresentado resultados satisfatórios (GOMES et al., 

2001), uma vez que é necessário a utilização da combinação de variáveis tipos de cepas 

do agente (BURGESS, 1982). 

 O controle da doença pode ser feito pelo descarte de animais com sinais clínicos 

ou soropositivos para a presença do agente; nos reprodutores devem ser realizados 

exames periódicos, sorológicos e bacteriológicos, antes e após o período de monta 

(CARVALHO JUNIOR et al., 2010). 

 

3.2.4.  Leptospira spp.  

O gênero Leptospira pertence à família Leptospiraceae, filo Spirochaetales e 

compreende espécies saprófitas e patogênicas que infectam humanos e animais, causando 

a leptospirose (XUE et al, 2009).   

A leptospirose é a zoonose de propagação mais ampla em todo o mundo, presente 

em todos os continentes com exceção da Antártida, sendo encontradas provas da presença 

desta bactéria em praticamente todas as espécies de mamíferos já examinados (LEVETT, 

2004). Tradicionalmente, a classificação taxonômica da Leptospira é realizada através de 

testes sorológicos, sendo a unidade básica o sorovar (DIKKEN & KMETY, 1978; 

TERPSTRA, 1992). Porém, mais recentemente as leptospiras passaram a ser classificadas 

através de métodos moleculares, tornando possível uma nova classificação e identificação 

de espécies genomicamente diferentes, onde além de classificadas em patogênicas (L. 

interrogans) e não patogênicas (L. biflexa), foram distribuídas em sorovares, e novos 

grupos sorológicos, denominados sorogrupos (YASUDA et al., 1987; FAINE et al., 1999; 

VICTORIA et al., 2008). 

Victoria et al. (2008), através da análise filogenética e agrupamento do genoma, 

indicou que as espécies de Leptospira formam um grupo evolutivo único. O subgrupo de 

saprófitas, que inclui L. biflexa, formam o ramo mais profundo dentro do gênero, sendo 

o outro subgrupo formando por 8 espécies patogênicas como L. interrogans e L. 

borgpetersenii. Segundo Bharti et al. (2006), outro ramo evolutivo compreende o 

chamado grupo intermediário que contém espécies de patogenicidade não determinada.  
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As espécies descritas até o momento incluem quatro genomoespécies que não 

foram nomeadas e 13 que já nomeadas, homenageando pesquisadores que contribuíram 

para o avanço no estudo da leptospirose.  As oito espécies classificadas como patogênicas 

são: L. alexanderi, L. borgpetersenii, L. interrogans, L. kirschineri, L. noguchii, L. 

santarosai, L. weilii e L. broomii. As duas espécies consideradas intermediárias são: L. 

fainei e L. inadai e as três classificadas como saprófitas são: L. meyeri, L. wolbachii e L. 

biflexa (YASUDA et al., 1987; RAMADASS et al., 1992; PEROLAT et al., 1998; 

BRENNER et al., 1999; LEVETT et al., 2006; VICTORIA et al., 2008). 

 No Brasil, L. interrogans é considerada a espécie mais disseminada no 

ecossistema brasileiro, onde os sorovares Copenhageni e Canicola representam mais de 

90% dos casos de leptospirose no país (KO et al., 1999; PEREIRA et al., 2000). Por outro 

lado, as espécies L. borgpetersenii e L. santarosai estão relacionadas com a enfermidade 

em animais de produção, silvestres e roedores sinantrópicos (FAINE et al., 1999; 

LILENBAUM et al., 2008b).  

A persistência das leptospiras nos rins pode ocasionar desde pequenos infiltrados 

inflamatórios focais a extensas lesões caracterizadas por necrose celular, atrofia tubular e 

hemorragia renal (XUE et al., 2009). A infecção pode causar hemorragia pulmonar, falha 

renal e hepática, porém algumas vezes, conduz a falhas de múltiplos órgãos, levando o 

hospedeiro à morte (LEVETT, 2001; MCBRIDE et al., 2005). 

A incidência da infecção é maior nos trópicos do que em regiões temperadas e a 

infecção ocorre tanto em países industrializados como em países em desenvolvimento. 

De acordo com Fornazari et al. (2012), apesar do conhecimento sobre o ciclo do patógeno, 

as taxas de incidência são subestimadas devido à falta de conscientização sobre a doença 

e diagnósticos relativamente inacessíveis e insuficientemente rápidos. 

O papel dos reservatórios, ganha destaque de relevância na epidemiologia da 

leptospirose, onde estes, doentes ou sadios, excretam a bactéria de forma intermitente ou 

regularmente, por períodos de meses, anos ou durante toda sua vida, favorecendo a 

persistência de focos da doença (XUE et al., 2009; ADLER & MOCTEZUMA, 2010).  

A prevalência dos diferentes sorovares dentro de um rebanho, depende da 

presença de espécies reservatórias, e sorotipos circulantes, associadas as condições 

ambientais, tipos de ocupação e práticas agrícolas. Várias associações a sorovares 

parecem ser onipresente, por exemplo, entre a espécie Rattus spp. e sorovares 

Icterohaemorrhagiae e Ballum (PLANK & DEAN, 2000). 
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Teoricamente, qualquer sorovar de Leptospira spp. pode infectar qualquer espécie 

animal, mas na prática um número limitado de sorovares é endêmico em uma região ou 

país em particular. Neste caso, a infecção será determinada pelas espécies animais em 

contato aos sorovares naquela região, pelas condições ambientais e climáticas, 

dependendo do manejo e das oportunidades de infecção direta ou indireta (GENOVEZ et 

al., 2006). 

Os ovinos são considerados menos suscetíveis a leptospirose do que outras 

espécies de animais domésticos, entretanto a leptospirose clinicamente aparente em 

ovinos está associada a alguns sorovares como Pomona, Gippotiphosa, 

Icterohaemorragiae, Serjoe e Hardjo (LILENBAUM et al., 2008b; ZAMORA et al., 

1999). De acordo com Ciceroni et al. (2000), apesar dos ovinos serem menos suscetíveis, 

a infecção por leptospiras patogênicas é geralmente assintomática, podendo ocorrer surtos 

da doença com episódios de aborto e morte de cordeiros. Tal como observado em bovinos, 

em ovinos ocorre queda na produção de leite, o que agrava as condições da prole, onde 

os borregos podem morrer tanto pela infecção congênita, bem como por inanição 

provocada pela agalaxia (MARTINS & LILENBAUM, 2014). Em caprinos, a forma 

aguda da doença também leva a ocorrência de abortamentos, onde os animais acometidos 

apresentam-se apáticos e dispnéicos, podendo eliminar a bactéria num período superior a 

sessenta dias após a infecção (HIGINO, et al., 2013; LILENBAUM et al., 2008a).  

Apesar da transmissão de leptospiras estar associada à exposição à urina infectada, 

o DNA leptospiral foi detectado no sêmen de equinos (HAMOND et al., 2012), bovinos 

(VINODH et al., 2010), suínos (ALTHOUSE te al., 2011), caprinos (LILEBAUM et al., 

2009) e ovinos (LILENBAUM et al., 2008a), em infecções clínicas e subclínicas, 

sugerindo a participação do sêmen na transmissão venérea desta bactéria (LILENBAUM 

et al., 2008a; MARTINS et al., 2012; HAMOND et al., 2012; MARTINS & 

LILENBAUM, 2014).  

Para determinar a ocorrência da leptospirose em um rebanho, indica-se a 

associação de técnicas de diagnóstico, ou seja, a combinação de provas sorológicas e 

bacteriológicas (QUINN et al., 2005). O isolamento, método definitivo para diagnóstico, 

pode ser realizado através de diluições da amostra de forma seriada na base 10, em meios 

apropriados para o cultivo, tais como: Fletcher, Stuart, Noguchi, Korthof, Ellinghausen-

McCullough, Meio Modificado de Johnson e Harris (EMJH) e Tween-albumina (ADLER 

& MOCTEZUMA, 2010). A bioprova, com isolamento do agente através de inoculações 

em animais de laboratório, também pode ser realiza, porém é considerada um método 
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lento, onde a incubação pode ser superior a 13 semanas, e com elevado risco biológico 

para o manipulador (FAINE et al., 1999; LEVETT, 2001). 

Os métodos sorológicos mais utilizadas no diagnóstico da leptospirose são a 

Soroaglutinação Microscópica (SAM), sendo este o método preconizado pela 

Organização Mundial da Saúde (OMS) (FAINE et al., 1999) e o teste de ELISA que 

detectam especificamente anticorpos da classe IgM e IgG, o que pode acarretar em 

resultados falso-positivos quando relacionados a histórico de vacinação do rebanho 

(SOTO et al., 2007). 

A prevenção da doença no rebanho baseia-se em práticas que envolvem drenagens 

de áreas alagadiças e eliminação do contato entre animais suscetíveis e portadores, tais 

como roedores (SARAZÁ & SÁNCHEZ-VAZCAÍNO, 2002), enfatizando ainda a 

utilização de soluções desinfetantes na limpeza das instalações (SOBESTIANSKY et al., 

2007). A utilização de vacinas comerciais de Leptospira tem sido difundida globalmente, 

principalmente nas espécies bovina, suína e canina. São compostas de bacterinas ou 

bactérias inativadas por processos químicos, porém mostram efeitos parciais nas práticas 

de controle da doença, uma vez que podem variar nos tipos de sorovares utilizados em 

sua composição e a presença destes no local de criação (ADLER & MOCTEZUMA, 

2010). Para o sucesso de programas vacinais em um rebanho são necessários contínuos 

inquéritos soro-epidemiológicos para o conhecimento dos diferentes sorovares 

circulantes na população de estudo (WANG et al., 2007) 

 

3.2.5.  Toxoplasma gondii 

Toxoplasma gondii, pertence ao Filo Apicomplexa, Classe Sporozoasida, 

Subclasse Coccidia, Ordem Eucoccidiorida e Família Sarcocystidae, sendo a única 

espécie do gênero Toxoplasma (DUBEY, 1994).  

A toxoplasmose é uma doença de caráter zoonótico e cosmopolita, acometendo 

uma infinidade de espécies, como o homem e outros animais de sangue quente, onde os 

animais de produção, como os suínos e ovinos, são citados como as espécies mais 

acometidas, seguidas dos caprinos e leporinos (DUBEY & THULLIEZ, 1999).  

Os felídeos são os únicos hospedeiros que eliminam oocistos do parasita 

resultantes da fase sexuada do ciclo (DUBEY, 2009a). Infecções primárias por 

Toxoplasma gondii podem gerar diferentes distúrbios reprodutivos, entre eles abortos, 

absorção fetal, mumificação fetal, repetição de cio, nascimento de neonatos mortos ou 

fracos que evoluem para óbito (DUBEY, 2009b). Desde 1954, é apontado como agente 
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de abortamentos e sendo considerada a maior causa de problemas reprodutivos na espécie 

ovina (UNDERWOOD & ROOK, 1992). Prejuízos anuais de US$ 1,4-4,7 milhões foram 

associados à toxoplasmose em rebanhos ovinos no Uruguai (FREYRE et al., 1997). 

O ciclo biológico do parasita envolve duas fases distintas: assexuada, nos tecidos 

dos vários hospedeiros e, sexuada no epitélio intestinal de gatos jovens (NEVES, 2005). 

Os gatos e outros felídeos se infectam por via oral por meio da ingestão de oocistos, cistos 

(com bradizoítos) ou taquizoítos. A partir daí, eliminam em suas fezes os oocistos gerados 

no interior de suas células epiteliais intestinais. O oocisto infectante, ingerido pelos 

hospedeiros intermediários liberam esporozoítos, que invadem o epitélio intestinal e 

liberam os taquizoítos, que alcançam a circulação e a linfa, podendo se desenvolver em 

várias células do hospedeiro (HINRICHSEN, 2005). 

 Três vias primárias de transmissão de Toxoplasma gondii foram estabelecidas por 

Dubey (1986): a via congênita, o carnivorismo e a via fecal oral. Hábitos de ingerir carne 

e produtos crus ou mal cozidos de origem animal têm grande importância na 

epidemiologia da toxoplasmose. Sugeriu-se, recentemente, que a contaminação ambiental 

por oocistos é relativamente menos importante na infecção para ovinos e caprinos, sendo 

a transmissão vertical de maior importância epidemiológica (BUXTON et al., 2006).  

 Formas infectantes de Toxoplasma gondii já foram isoladas em amostras de sêmen 

de diferentes espécies: em caprinos (SANTANA et al., 2013), suínos (MOURA et al., 

2007), bovinos (SCARPELLI et al., 2009) e ovinos (SPENCE et al., 1978; LOPES et al., 

2009; MORAES et al., 2010a).  

 Arantes et al. (2009) observaram soroconversão e reabsorção fetal em cadelas 

experimentalmente inseminadas com doses de sêmen contaminados com Toxoplasma 

gondii.  

 Moraes et al. (2010b) comprovaram a infecção em ovelhas utilizando diferentes 

doses de taquizoítos no sêmen utilizado para inseminação artificial, resultando em morte 

embrionária na fase aguda de infecção, anestro persistente, hidrometra, mucometra e 

cistos foliculares. 

Recentemente, Santana et al. (2013) e Lopes at al. (2013) comprovaram a 

transmissão sexual de T. gondii na espécie caprina e ovina, respectivamente, onde ambos 

os estudos utilizaram machos, infectados com taquizioítos por via oral e subcutânea para 

a monta natural de fêmeas soronegativas. Wanderley et al. (2013) caracterizaram a 

transmissão de Toxoplasma gondii em cabras experimentalmente infectadas pela via 
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vaginal, utilizando sêmen contaminado com a cepa CPG (genótipo III), observando 

soroconversão com diferentes titulações e a presença do DNA do parasita no sangue. 

Alterações na qualidade espermática também foram citadas em diferentes espécies 

inoculadas com este parasita. Em camundongos, Terpsidis et al. (2009) observaram 

significativa diminuição na concentração e motilidade espermática com presença de 

anormalidades substancias após 30-40 dias pós-inoculação. Lopes et al. (2009) 

observaram diminuição no volume do ejaculado de carneiros experimentalmente 

infectados, quando comparados aos do grupo controle. Moura et al. (2007) afirmaram que 

o efeito direto de Toxoplasma gondii na espermatogênese pode ser acompanhado pelo 

aumento na frequência de patologias espermáticas primárias. 

O diagnóstico da toxoplasmose ovina baseia-se em métodos de pesquisa indiretos, 

principalmente na detecção de anticorpos das classes IgM e IgG, estabelecendo a fase de 

infecção, no qual o animal se encontra. As principais técnicas sorológicas empregadas no 

diagnóstico da toxoplasmose, de grande eficiência e rapidez, são: a técnica de Sabin-

Feldman; a Hemaglutinação (HA), a Fixação do Complemento (FC), o Ensaio 

Imunoenzimático (ELISA) e o Immunosorbent Agglutination Assay (ISAGA), e como 

padrão-ouro, a Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI), (UCHOA et al., 1999).  

 Por ser um agente responsável por grandes prejuízos econômicos, principalmente 

em rebanhos ovinos, com significativos aumentos nos custos de produção e queda na 

comercialização da carne (DUBEY, 2009a), a adoção de medidas de controle e 

eliminação dos fatores de risco associados a transmissão, devem ser tomados como 

fundamentais pelos criadores, ficando ainda necessária a inclusão da doença em 

campanhas governamentais de controle, uma vez que tal agente assume grande 

importância reprodutiva. 

 

3.2.6.  Neospora caninum 

 Neospora caninum é um coccídio intracelular obrigatório, pertencente ao filo 

Apicomplexa, classe Sporozoa, subclasse Coccidia, família Sarcocystidae e sub-família 

Toxoplasmatinae; é morfologicamente similar ao Toxoplasma gondii (DUBEY et al., 

2002; DUBEY & SCHARES, 2011). 

 O ciclo biológico de Neospora caninum apresenta duas fases distintas: a fase 

assexuada que ocorre nos tecidos dos hospedeiros intermediários por multiplicação rápida 

(taquizoítos) e multiplicação lenta (bradizoítos), e a fase sexuada que ocorre no epitélio 

intestinal dos hospedeiros definitivos, que são os únicos com potencial de eliminar 
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oocistos no ambiente. Três estágios infectantes são observados: bradizoítos (no interior 

de cistos teciduais), taquizoítos e oocistos, contendo esporozoítos e todos envolvidos na 

transmissão do agente (MCALLISTER et al., 1998; BUXTON et al., 2002; DUBEY et 

al., 2002). 

Como hospedeiros definitivos já são confirmados: o cão (Canis lupus familiaris), 

o coiote (Canis latrans), o dingo (Canis lupus dingo) e o lobo cinza (Canis lupus) 

(DUBEY & SCHARES, 2011). Como hospedeiros intermediários naturais são citados: 

os bovinos (THILSTED & DUBEY, 1989; ANDERSON et al., 1991; BARR et al., 1991), 

os ovinos (DUBEY & LINDSAY, 1996), os caprinos (CORBELLINI et al., 2001), 

equinos (MARSH et al., 1994), os cervídeos (WOODS et al., 1994; DUBEY et al., 1999), 

os búfalos (RODRIGUES et al., 2004) e as aves (pardais e galinhas) (COSTA et al., 2008; 

GONDIM et al., 2010). 

Clinicamente, a Neosporose manifesta-se por problemas reprodutivos, sendo uma 

importante causa de aborto, principalmente em bovinos, podendo ainda causar 

nascimento de crias debilitadas e natimortos (ALMERÍA & LÓPEZ-GATIUS, 2001; 

DUBEY, 2003).  

O primeiro relato da infecção congênita na espécie ovina foi feito em 1990 por 

Dubey (DUBEY, 2003) em um cordeiro com sinais de ataxia e fraqueza após o 

nascimento. Posteriormente, novos relatos da infecção foram descritos em diferentes 

regiões no mundo, incluindo Japão, América do Sul, Austrália, Suiça, Itália, Espanha e 

Nova Zelândia (KOYAMA et al., 2001; KOBAYASHI et al., 2001; HASSIG et al.,2003; 

MOORE, 2005; MASALA et al., 2007; MORENO et al.,2012; REICHEL et al., 2008; 

HOWE et al., 2008; BISHOP et al., 2010).  

Em ovinos, estudos recentes têm relacionado a participação deste parasita em 

casos de aborto, com a identificação do agente em órgãos de fetos abortados 

(KOBAYASHI et al., 2001; HÄSSIG et al., 2003; HUGHES et al., 2006; MASALA et 

al., 2007; HOWE et al., 2008; ABO-SHEHADA & ABU-HALAWEH, 2010), onde as 

lesões fetais foram semelhantes aquelas causadas por Toxoplasma gondii (DUBEY & 

LINSAY, 1990). Moreno et al. (2012) salientaram que a infecção por Neospora caninum 

em abortos em ovelhas, pode ser tão frequente quanto a originada por Toxoplasma gondii. 

No Brasil, estudos realizados por Socarrás et al. (2001) demonstraram que ovelhas 

deslanadas são suscetíveis à infecção experimental com Neospora caninum e a infecção 

intra-uterina resulta no nascimento de cordeiros clinicamente normais, porém 

congenitamente infectados.  
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Na Bahia, a ocorrência de anticorpos IgG anti-Neospora caninum foi estudada em 

amostras de ovinos de 10 rebanhos pelo teste de Imunofluorescência Indireta (RIFI); 

observando que 7,4% dos animais foram positivos e dos rebanhos estudados, seis 

apresentaram ovinos sororreagentes (GONDIM et al., 2010). Faria et al. (2010) em um 

estudo pioneiro no estado de Alagoas, também utilizando a RIFI, testaram 343 amostras, 

e identificaram 9,6% de positividade para anticorpos IgG anti-Neospora caninum, com 

variadas titulações, onde 14 rebanhos (53,8%), apresentaram pelo menos um animal 

soropositivo. 

Romanelli (2007) realizaram estudo soro-epidemiológico em ovinos no município 

de Guarapuava, Paraná, e observaram 9,5% de reações positivas com ponto de corte de 

1:100. Figliuolo et al. (2004) também utilizaram a RIFI (com ponto de corte 1:50) em 

amostras de soros de ovinos e detectaram 9,2% dos animais positivos no estado de São 

Paulo. 

A transmissão de Neospora caninum via sêmen foi demonstrada na espécie 

bovina, quando utilizados touros soropositivos para Neospora caninum com confirmação 

molecular da presença de DNA do agente no sêmen em infecções naturais (ORTEGA-

MORA et al., 2003; CAETANO-DA-SILVA et al., 2004; MOORE, 2005; FERRE et al., 

2008), bem como em infecções experimentais (SERRANO-MARTINEZ et al., 2007; 

FERRE et al., 2008), com variações nos títulos sorológicos e presença de parasitemia nas 

fêmeas relacionada a dose-dependência do inóculo utilizado (SERRANO-MARTINEZ et 

al., 2007). Estudos de Masuda et al. (2007) levantaram maiores hipóteses sobre o papel 

do sêmen como meio potencial para transmissão, demonstrando que camundongos (CB-

17 e BALB/c), quando inoculados com 2x105 taquizoítos foram capazes de transmitir a 

infecção para fêmeas através da cópula, confirmando tais resultados pela detecção de 

taquizoítos nos órgãos tanto das fêmeas como de suas crias por métodos moleculares e 

imunohistoquímicos.  Em um estudo recente e pioneiro na espécie ovina, Syed-Hussain 

et al. (2013) detectaram a presença de DNA de Neospora caninum de forma intermitente 

no sêmen de carneiros experimentalmente infectados, com concentrações entre 1-899 

taquizoítos por mL de sêmen ejaculado, mesmo cinco semanas após a inoculação. 

O diagnóstico da infecção é realizado utilizando-se mais de uma técnica de 

diagnóstico (JENKINS et al., 2004). Dentre elas, a técnica de referência para fetos 

abortados é o exame histopatológico dos tecidos fetais (DUBEY, 2003). Para a pesquisa 

de anticorpos nos animais adultos recomenda-se a técnica de Imunofluorescência Indireta 

(RIFI) como referência, além do Ensaio Imunoenzimático (ELISA). Além dos testes 
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sorológicos, ainda pode ser realizado o isolamento do parasito em cultivo celular ou em 

bioensaios (LINDSAY et al., 1999). 

As medidas de controle aplicadas para combater a infecção congênita baseiam na 

redução do número de animais infectados mediante o descarte e reposição seletiva 

(JENSEN et al., 1999).  

A aplicação de medidas higiênicas para prevenir a infecção dos animais 

soronegativos e a redução da contaminação ambiental pelas diferentes fases do parasito 

(ingestão de fetos, fluidos e restos de placenta por cães, acesso dos mesmos a locais de 

comida e água para não contaminar o ambiente com oocistos), se enquadram nos critérios 

profiláticos da doença. Além do controle da população de cães, recomenda-se o controle 

de roedores, principalmente nos estábulos (DUBEY, 2003). 

 

3.3 Diagnóstico molecular de doenças infecciosas 

Os métodos de identificação microbiana tradicionais, em sua maioria, baseiam-se 

exclusivamente em características fenotípicas dos organismos, tais como: fermentação 

bacteriana, conidiogênese fúngica, morfologia do parasita, efeitos virais citopáticos, 

diferenças de perfis isoenzimáticos, sensibilidade antimicrobiana e análise 

cromatográfica de componentes celulares (TANG et al., 1997). O isolamento 

microbiológico, técnica ainda considerada como diagnóstico definitivo para certos 

agentes, envolvem procedimentos laboriosos, lentos (pela natureza fastidiosa no 

crescimento de certos micro-organismos), a necessidade de meios específicos, muitas 

vezes de alto custo, e requerem pessoal capacitado para manipulação e interpretação dos 

resultados, uma vez que nos casos de organismos de alta patogenicidade, são necessários 

cuidados relacionados aos padrões de biossegurança (YANG & ROTHMAN, 2004; 

BUYUKCANGAZ et al., 2012). Além disso, o processamento de um grande número de 

amostras é considerado dificultoso, principalmente quando dez ou mais testes são 

necessários para a diferenciação de uma espécie em um único grupo. Kits de identificação 

comercial, como o API e sistemas de identificação automatizados, como o VITEK, tem 

sido utilizados para a identificação bacteriana (espécie) e tem permitido uma rápida 

identificação na rotina diagnóstica, porém não sendo tão sensíveis na diferenciação de 

cepas principalmente para as novas espécies emergentes (SETTANNI & CORSETTI, 

2007). 

Com o advento da biologia molecular, novas fronteiras foram abertas para a 

identificação e caracterização de micro-organismos, onde os métodos moleculares se 
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tornaram revolucionários e complementares no campo do diagnóstico e monitoramento 

das doenças infecciosas, uma vez que possibilita a identificação de estirpes inviáveis para 

o isolamento microbiológico (HOLLAND & KIECHLE, 2005; MELO et al., 2012); 

requerem apenas pequenas quantidades de DNA, podendo este estar presente em 

diferentes tipos de amostras clínicas, e se mostrando uma molécula sem variações ao 

longo do ciclo de vida do organismos ou sob influências externas do meio (ANDRADE, 

1993; FARAH, 1997; GHADERSOHI et al., 1997).  

Os primeiros estudos baseados em hibridizações de DNA foram utilizados para 

identificação de parentesco entre micro-organismos, gerando a formação de 

conhecimentos bioquímicos precursores para o desenvolvimento das tecnologias 

aplicadas nos processos de recombinação nucleotídica (TANG et al., 1997). Tais 

ferramentas, em investigações epidemiológicas, foram substanciais para a rápida 

identificação da origem, modo de transmissão e eliminação de agentes infecciosos 

associados a ocorrência de surtos, fundamentais na tomada de decisões profiláticas 

(BRICKER, 2003). 

 A reação em cadeia da polimerase (PCR) é o método de amplificação do DNA in 

vitro mais amplamente utilizado, sendo considerado o marco inicial da segunda geração 

nos métodos moleculares; desde sua introdução em meados da década de 1980, por Karry 

Mullis, pode ser aplicada em diferentes áreas de conhecimento e ganha destaque como 

ferramenta no diagnóstico de doenças infecciosas, gerando até hoje, um número crescente 

de tecnologias associadas (YANG et al., 2005).  

O método baseia-se na habilidade da DNA Polimerase em copiar, de forma 

exponencial, uma região alvo específica de DNA, demarcada por pequenos 

oligonucleotídeos iniciadores, quimicamente sintetizados (primers), conduzindo em 

amplificações de quantidades detectáveis de DNA a partir de algumas sequências 

originais (TANG et al., 1997; AHMED & KHOSA, 2010). No PCR, o DNA-alvo 

(template) é copiado através de múltiplos ciclos de aquecimento e arrefecimento em um 

termociclador, gerando rodadas de desnaturação do DNA alvo, hibridização dos primers 

em suas sequências específicas e extensão da fita complementar pela polimerase 

termoestável (YANG & ROTHMAN, 2004).  

Ao longo das últimas duas décadas, a PCR tem sido extensivamente modificada 

para expandir sua utilidade e versatilidade, com incremento de sua sensibilidade e 

especificidade. Vários protocolos tem sido comumente empregados na detecção de 

regiões específicas microbianas, seja pela utilização de primers randômicos, ou pela 
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hibridização de sondas fluorescentes, bem como por amplificações de regiões 

intergênicas de grande conservação. Cada protocolo gera uma coleção diferente de 

impressões digitais genômicas via PCR, que são resolvidos como padrões de bandas de 

alto nível de resolução taxonômica (SONG, 2005). 

São citadas como algumas variantes da técnica: a PCR Nested, que utiliza pares 

iniciadores internos aos primeiros utilizados, aumentando a amplificação de uma região 

específica a primeira sequência-alvo, com aumento da especificidade da reação, mesmo 

em condições limitadas das concentrações de DNA template (MANCINI et al., 2010); a 

RT-PCR, que explora a utilização da enzima transcriptase-reversa para converter RNA 

em cDNA antes da realização da PCR, sendo uma técnica amplamente utilizada em 

estudos de expressão gênica; e o método quantitativo, PCR em tempo real (qPCR), que 

elimina a necessidade do processamento pós-amplificação (eletroforese em gel) e permite 

a medição simultânea nos produtos obtidos com a síntese do DNA (MARKOULATOS et 

al., 2002), e através da utilização da tecnologia baseada em sondas específicas, 

incrementam a especificidade da técnica (GOPAUL et al., 2008; BASSO, et al., 2010). 

A PCR Multiplex (mPCR) é outro método variante da PCR convencional, onde 

duas ou mais sequências de DNA-alvo podem ser amplificadas com a inclusão de mais 

de um par de primer no mesmo tubo de reação, auxiliando na rotina laboratorial, com 

marcada diminuição no tempo e redução dos custos de processamento 

(MARKOULATOS et al., 2002). De certo modo, pode ser considerada uma técnica semi-

quantitativa, pois a partir de um determinado limite de detecção, pode-se conhecer a real 

concentração microbiana presente, se mostrando versátil nos diferentes campos da 

microbiologia para a detecção e diferenciação de micro-organismos, independente de 

isolamento e cultivo prévio (SETTANNI & CORSETTI, 2007). 

Para garantir a especificidade do sistema, a otimização de uma PCR Multiplex 

envolve o controle de diferentes pontos críticos, desde a escolha cuidadosa dos primers 

utilizados, visando temperaturas similares de anelamento (SONG, 2005), até a eliminação 

da preferência na amplificação de certos alvos, pela alta ou baixa sensibilidade por 

determinado loci (MARKOULATOS et al., 2002).  

A presença de mais de um par de primer aumenta as chances na obtenção de 

produtos de amplificação inespecíficos. A formação dos chamados dímeros de primers, 

ocorre pela extensão de uma fita formada pelo anelamento entre dois primers distintos, e 

é apontada como a principal característica observada em condições de reação com baixas 
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diluições do DNA template na amostra ou quando são utilizados excessos nas 

concentrações dos primers (SETTANNI & CORSETTI, 2007).  

Markoulatos et al. (2002) afirmaram que usualmente as concentrações dos primers 

não podem ser superiores a 0,5µM, podendo variar entre 0,04-0,6µM. Concentrações de 

magnésio afetam diretamente a especificidade no anelamento, determinando a eficiência 

da reação (MCPHERSON & MOLLER, 2000), somando-se a isso, quantidades limitadas 

de nucleotídeos (dNTPs), podem inibir rapidamente o processo de amplificação pela 

PCR. Henegariu et al. (1997) relataram que para cada 200µM de dNTP são necessários 

1mM de MgCl2. Limitações encontradas na detecção, baseiam-se em problemas durante 

o processo de extração e purificação de DNA, principalmente pela presença de 

contaminações cruzadas entras as amostras, contaminantes ambientais (instrumentos 

utilizados) e presença de componentes inibidores de reação, levando a obtenção de 

resultados falso-positivos/falso-negativos (SONG, 2005; MANCINI et al., 2010). 

Várias estratégias recentes são utilizadas para ampliar o espectro de detecção dos 

diferentes micro-organismos de forma simultânea, independentemente de sua natureza 

(viral, bacteriana, parasitária), tais como: à amplificação inicial da região intergênica do 

RNA ribossomal (rRNA) usando primers universais (WANG et al., 2009; SONTAKKE 

et al., 2009), associada a identificação dos produtos da PCR usando sondas espécie-

específicas à sequência de DNA analisada, e a incorporação da tecnologia de micro-

arranjos (HAYDEN et al., 2008; BASSO, et al., 2010). 

 

3.3.1.  Brucella spp. 

Diferentes estudos baseados em técnicas de PCR para discriminação de espécies 

do gênero Brucella foram descritos ao longo das duas últimas décadas. Os melhores 

protocolos validados baseiam-se na detecção de sequências gene-específicas de Brucella 

spp. utilizando regiões intergênicas 16S-23S presentes no rRNA; as inserções IS711, per 

e omp2 e o gene bcsp31, que codifica uma proteína de 31-kDa (GODFROID et al., 2010). 

Primers arbitrários às proteínas omp25/omp31, presentes na membrana dos membros da 

família Brucella, também tem sido empregados, com variações na sensibilidade e 

especificidade de cada par utilizado (YU & NIELSEN, 2010). 

A maior parte das técnicas desenvolvidas foram avaliadas utilizando amostras 

humanas (QUEIPO-ORTUNO et al, 2005), porém já tem aplicabilidade em amostras 

clínicas veterinárias (MAYER-SCHOLL et al., 2010; KANG et al., 2011).  
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Mukherjee et al. (2007) analisaram a sensibilidade e especificidade de três 

métodos gene-específicos baseados em sequências-alvo para bcsp31, omp2 e 16S rRNA, 

a fim de obter rápida detecção para ser aplicada em larga escala na detecção de Brucella 

sp. em amostras de sangue bovino e bubalino; concluíram baixa insensibilidade da técnica 

para a região 16S rRNA em amostras de animais soropositivos, recomendando a 

combinação da PCR para a região bcsp31 ou omp2. A utilização de mais de um marcador 

para PCR incrementa a sensibilidade e aumenta a especificidade, resultando em um 

melhor diagnóstico molecular no processo de triagem de animais de produção (GOPAUL 

et al., 2008; YU & NIELSEN, 2010).  

Imaoka (2007) utilizando quatro PCRs individuais com diferentes combinações 

de primers alvo para bcsp31 e outras proteínas de membrana (omp2b, omp2a, omp31) 

obtiveram um eficiente diagnóstico para brucelose humana, capaz de detectar B. abortus, 

B. melitensis, B. canis e B. suis. 

No contexto de diferenciação das espécies envolvidas nos casos de brucelose, 

protocolos de PCR Multiplex tem ganhado espaço na rotina de diagnóstico. Descrito por 

Bricker (2003), o AMOS PCR diferencia quatro espécies de Brucella: B. abortus 

(biovares 1, 2 e 4), B. melitensis (biovares 1, 2 e 3), B. ovis e B. suis (biovar 1).  

Garcia-Yoldi et al. (2006) desenvolveram um PCR Multiplex capaz de identificar 

todos os biotipos de Brucellas isoladas de mamíferos aquáticos e de algumas cepas 

vacinais (B. abortus, B. melitensis, B. ovis, B. canis, B. neotomae, B. suis). Mayer-Scholl 

et al. (2010) descrevem um avanço no protocolo de Garcia-Yoldi et al. (2006), somando-

se na mesma reação a detecção de mais quatro espécies: B. microti, B. inopinata, B. ceti, 

B. pinnipedialis.  

Descrito por López-Gõni et al. (2008), o protocolo de PCR Multiplex, conhecido 

por Bruce-ladder, é tomado como o mais promissor na diferenciação de cepas vacinais 

(S19, RB51, Rev.1). E mais recentemente, Kang et al. (2011) demonstraram a 

amplificação simultânea das 10 espécies de Brucella em uma única reação, ressaltando a 

distinta diferenciação entre as cepas B. canis e B. suis, antes erroneamente não 

diferenciadas, com a utilização de um novo set de primers de 766 pares de base (pb), alvo 

para a região 23S do rRNA da bactéria. 

A utilização da PCR em tempo real, incrementando os protocolos de PCR 

Multiplex, tem se mostrado uma técnica promissora para a detecção das espécies de 

Brucella (GOPAUL et al., 2008) e diferenciação entre estados de ativação ou inativação 

da infecção, nos casos de brucelose humana (QUEIPO-ORTUNO et al., 2005). Uma 
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desvantagem da qPCR citada por Yu & Nielsen (2010) é a não diferenciação entre 

algumas cepas de B. canis (biovar 3) e B. suis (B. suis biovar 1), que possuem 

similaridades alélicas em seus perfis, abrindo espaço para o desenvolvimento de novos 

protocolos específicos, que possam detectar a presença do agente indiferente do tipo de 

amostra clínica utilizada. 

 

3.3.2.  Leptospira spp. 

A caracterização dos isolados de Leptospira são requisitos básicos nos estudos 

epidemiológicos. Metodologias baseadas em hibridizações e sequenciamentos têm 

facilitado a interpretação e classificação das 20 espécies do gênero e seus 270 sorovares 

(ESLABÃO et al., 2010). Genes housekeepings e outros codificantes de proteínas de 

membranas são utilizados na caracterização molecular, tais como: o gene rrs 

(CERQUEIRA et al., 2009); lipL41 (HAAKE et al., 1999); rpoB (LA SCOLA et al., 

2006); gyrB (SLACK et al., 2006); o locus S10-spc-a (VICTORIA et al., 2008) e o gene 

ligB (CERQUEIRA et al., 2009), além de regiões intergênicas ao rRNA como a região 

16S rRNA, facilitando a classificação das diferentes cepas (ESLABÃO et al., 2010), e 

em diferentes tipos de amostras clínicas (MÉRIEN et al., 1992; LILENBAUM et al., 

2008a).  

 

3.3.3.  Actinobacillus seminis 

Utilizando comparações filogenéticas, com base na região 16S do rRNA, 

membros da família Pasteurellaceae foram reagrupados (CHRISTENSEN & 

BISGAARD, 2004). Amplamente utilizada no diagnóstico molecular veterinário, para 

detecção de Actinobacillus seminis, o protocolo de PCR simples, descrito por 

APPUHAMY et al., (1988), alvo para regiões 16S-23S do rRNA, tem se mostrado 

sensível e eficiente, capaz de diferenciar os quatro tipos de isolados bacterianos em 

diferentes tipos de amostras. 

 

3.3.4.  Toxoplasma gondii e Neospora caninum 

Muitos genes dos organismos Apicomplexas são conhecidos por conter várias 

sequências repetidas e estes são contribuintes importantes para a antigenicidade de certas 

proteínas pela composição de seus epítopos, em sua maioria, formando as conhecidas 

sequências de baixa-complexidade (GOODSWEN et al., 2013).  
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Toxoplasma gondii e Neospora caninum são organismos de grande similaridade 

genômica, com grande áreas de conservação gênica, contendo genes similares que 

codificam proteínas no mesmo cromossomo, como exemplo, as proteínas da superfamília 

SRS, sequências relacionadas ao antígeno de superfície SAG1 (REID et al., 2012).  

Estudos de filogenética utilizam o RNA ribosomal (rRNA) na construção da 

árvore evolutiva. Em eucariotos, o rRNA é constituído por quatro subunidades pequenas 

(ssuRNA): 18S, 5S, 5.8S e por uma grande unidade ribossômica (lsuRNA): 28S, sendo 

estas utilizadas de forma extensiva nos estudos de filogenia molecular nos organismos 

Apicomplexa (MORRISON & ELLIS, 1997; MORRISON, 2009; VASOO & PRITT, 

2013).  

Nas últimas décadas, os métodos baseados em PCR têm progredido para detecção 

da toxoplasmose congênita e adquirida, utilizando diferentes tipos de amostras clínicas, 

seja aplicada no diagnóstico da doença em pacientes imunocomprometidos (FALLAHI 

et al., 2014) ou desenvolvidas para detecção do modelo experimental da infecção em 

diferentes espécies animais (BASTIEN, 2002). Durante a infecção, Toxoplasma gondii é 

persistentemente encontrado em amostras de tecido e sangue, onde amostras de placenta, 

cordão umbilical, coração e cérebro ganham destaque como amostras ideais para detecção 

do parasita pela PCR (MASON et al., 2010).  

A utilização de ensaios com alvos de regiões de cópias múltiplas se mostram mais 

sensíveis para detecção do parasita envolvido na rotina diagnóstica, do que aqueles com 

alvos de cópia única no genoma (FAHALLI et al., 2012). São citados como alvo do 

desenho de primers para Toxoplasma gondii: genes codificantes da α-tubulina e β-

tubulina; pequenas subunidades de rRNA do parasita (ITS1 ou 18S); sequências repetidas 

do gene REP-52 e como os dois alvos genômicos mais comumente utilizados, as regiões 

repetidas do gene B1 (BURG et al., 1989) e a sequência de 529pb, repetida cerca de 200-

300 vezes ao longo do genoma do parasita (HOMAN et al., 2000), o que mostra a 

diversidade nos modelos utilizados e abre espaço para adaptações dos protocolos 

convencionais para novos protocolos de PCR em tempo real (REISCHL et al., 2003; 

CASSAING et al., 2006; EDVINSSON et al., 2006; MONTOYA et al., 2010; 

GUTIERREZ et al., 2010).  

Entre as técnicas, a PCR Nested, seguida pela hibridização, é avaliada como a 

técnica de diagnóstico mais sensível para a toxoplasmose (KONG et al., 2012). Burg et 

al. (1989) descreveram uma PCR Nested utilizando como alvo 25-50 cópias de 

sequências presentes no gene B1, técnica amplamente utilizada em tecidos fetais 
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(WASTLING et al., 1993; BUXTON et al., 2006) e placentas ovinas (BUXTON et al., 

2006). Savva et al. (1990) desenvolveram uma PCR Nested utilizando como alvo gene 

SAG1, porém de sensibilidade reduzida quando comparada a PCR descrita para o gene 

B1 (WASTLING et al., 1993). Novos protocolos de PCR Nested utilizando como alvo 

regiões específicas ao gene SAG2 e SAG3 foram descritos por Grigg et al. (2001) e 

utilizados por Dubey et al. (2008) para obter genótipos específicos do parasita obtidos de 

bioensaios, facilitando os estudos de filogenia. 

A necessidade na rapidez da obtenção no diagnóstico levou ao desenvolvimento 

de uma nova e promissora estratégia baseada no LAMP (Loop Mediated Isothermal 

Amplification), onde a amplificação de DNA ocorre em um único tubo e é determinada 

por fotometria. A técnica descrita por Kong et al. (2012) utiliza de forma simultânea 

sequências alvo para os genes SAG1, SAG2 e gene B1, e em amostras de sangue humano 

revelou um incremento na sensibilidade de 80-87,5%, quando comparada a PCR Nested 

utilizando apenas o gene B1, com limites de detecção de 0,1 taquizoíto.  

Para detecção de Neospora caninum pela PCR são utilizadas na amplificação, 

sequências baseadas nas subunidades de rRNA, principalmente a região 18S (ELLIS et 

al., 1994; HO et al., 1997); regiões intergênicas ITS1 (HOLMDAHL & MATTSSON, 

1996; PAYNE & ELLIS, 1996), ITS2 e IGS (PAYNE & ELLIS, 1996); antígenos de 

superfícies, SAG1 e SAG2 (MARSH et al., 1994); o gene Nc-5 (MULLER et al., 1996; 

YAMAGE et al., 1996) e domínios D de grandes subunidades ribossomais (ELLIS et al., 

1999). 

Atualmente não existem registros de polimorfismos únicos de nucleotídeos 

(SNPs) registrados para Neospora caninum, esperando-se que futuramente os SNPs 

possam substituir as sequências repetidas de DNA como marcadores ideais, uma vez que 

o genoma possui baixa taxa de mutação (GOODSWEN et al., 2013). Associando o uso 

de microssatélites, técnicas baseadas na tipificação de multilocus têm sido desenvolvidas, 

onde hibridizações usando primers-fluorescentes seguidos por amplificações com o PCR 

Nested tem apresentado grande limiar de sensibilidade (PREDAZA-DIAZ et al., 2009; 

BASSO et al., 2010). 
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Padronização de PCR multiplex para diagnóstico de agentes infecciosos no sêmen 
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 10 
Abstract 11 
In the present study it was standardized two Multiplex PCR reactions to detect DNA of 12 

Brucella sp., Leptospira sp., Actinobacillus seminis, Brucella ovis, Toxoplasma gondii 13 

and Neospora caninum. When used positive controls at a concentrations of less than 14 

100ng/ml of genomic DNA it was clearly seen simultaneous amplification of all agents 15 

used on both of the reactions. Thereafter these reactions can now be implemented on our 16 

laboratory, that way we are going to be able to obtain faster, safer and less expensive 17 

diagnosis on those infectious agents.  18 

Key-words: semen, ram, diagnosis, bacteria, protozoa. 19 
 20 

Resumo 21 
 Neste estudo foi padronizada duas reações de PCR Multiplex para detectar DNA 22 
de Brucella sp., Leptospira sp., Actinobacillus seminis, Brucella ovis, Toxoplasma gondii 23 

e Neospora caninum. Em ambas reações de mPCR, quando utilizados combinações entre 24 
os controles positivos em concentrações de DNA genômico igual ou inferior a 100ng/mL, 25 

observou-se a amplificação simultânea de todos os agentes pesquisados, podendo assim, 26 
ser reproduzida na rotina laboratorial para obtenção de um diagnóstico mais rápido, 27 

seguro e menos dispendioso. 28 

 29 
Palavras-chave: sêmen, ovino, diagnóstico, bactéria, protozoários.  30 
 31 

1. Introdução 32 

Com o advento da inseminação artificial como ferramenta biotecnológica para 33 

melhorar a qualidade genética dos rebanhos, a possibilidade de contaminação do sêmen 34 

por agentes patogênicos e sua disseminação pela via venérea são uma preocupação para 35 

criadores e autoridades veterinárias (AFSHAR & EAGLESOME, 1990). 36 

 Diversos agentes infecciosos estão envolvidos em distúrbios reprodutivos nos 37 

pequenos ruminantes, estando presentes e em contínua disseminação no rebanho. São 38 

responsáveis pela ocorrência de abortos, natimortos, repetição de cio, infertilidade e 39 

outras patologias do trato reprodutor que causam consideráveis perdas econômicas aos 40 

produtores (TRAMUTA et al., 2011).  41 

 No contexto de infertilidade dos reprodutores, a epididimite infecciosa ovina, 42 

causada principalmente por Brucella ovis e Actinobacillus seminis (BURGESS, 1992) 43 
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tem se tornado alvo de controle nos programas zoossanitários, sendo listada como doença 44 

de notificação obrigatória pela OIE (2006). Agentes como Toxoplasma gondii, Neospora 45 

caninum, Brucella sp. e Leptospira sp. são incriminados como causa de abortamento em 46 

pequenos ruminantes (MENZIES et al., 2011). Na espécie ovina, tais agentes já tiveram 47 

sua eliminação documentada no sêmen, sendo este apontado como uma via potencial para 48 

transmissão venérea destes micro-organismos (MANTEROLA et al., 2003; 49 

LILENBAUM et al., 2008; MORAES et al., 2010; SYED-HUSSAIN et al., 2013). 50 

Com o advento da biologia molecular, diversas técnicas para detecção e 51 

diferenciação de micro-organismos foram possibilitadas, favorecendo um aumento da 52 

sensibilidade e especificidade de diagnóstico (ZARLENGA & HIGGINS, 2001). A PCR 53 

Multiplex é uma variante da PCR convencional, onde duas ou mais sequências alvo 54 

podem ser amplificadas através da inclusão de mais de um par de iniciadores na mesma 55 

reação, detectando simultaneamente diversos agentes infecciosos que causam síndromes 56 

clínicas similares ou idênticas, que compartilhem características epidemiológicas 57 

semelhantes (MARKOULATOS et al., 2002). Essa técnica tem se mostrado uma 58 

ferramenta eficaz, rápida e de custo reduzido quando comparada às demais técnicas na 59 

identificação de vírus, bactérias e parasitas (GUNSON et al., 2008).  60 

 Considerando a necessidade da padronização de técnicas de diagnóstico direto 61 

para otimizar a detecção de micro-organismos no sêmen de reprodutores ovinos, 62 

objetivou-se neste estudo desenvolver uma PCR Multiplex sensível e específica para 63 

detecção de Brucella sp., Brucella ovis, Leptospira sp., Actinobacillus seminis, Neospora 64 

caninum e Toxoplasma gondii em amostras de sêmen ovino. 65 

 66 

2. Material e Métodos 67 

2.1 Controles positivos de reação 68 

Para determinar a especificidade dos pares iniciadores utilizados neste estudo 69 

foram utilizados como controles positivos da reação culturas bacterianas liofilizadas na 70 

concentração inicial de 106 UFC/mL de Actinobacillus seminis (American Type Culture 71 

Collection [ATTC] 15768) e Brucella ovis (American Type Culture Collection [ATTC] 72 

25840), suspensão obtida de Leptospira interrogans sorovar Pomona, taquizoítos de 73 

Toxoplasma gondii cepa RH obtidos de lavado peritoneal de camundongos previamente 74 

infectados e taquizoítos de Neospora caninum cepa Nc-Spain 7 cultivados em 75 

monocamada de células Marc-145, ambos protozoários obtidos na concentração de 107 76 

taquizoítos/mL. 77 
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Como controle negativo de reação, adicionou-se água ultrapura (Mili-Q) em 78 

substituição ao DNA genômico em cada reação realizada. 79 

 80 

2.2 Extração de DNA 81 

As culturas bacterianas liofilizadas foram ressuspendidas em 1mL de água 82 

ultrapura (Milli-Q) e sofreram tratamento térmico prévio como descrito por Richtzenhain 83 

et al. (2002). Para todas as extrações de DNA, tanto das culturas bacterianas, como das 84 

suspensões dos protozoários, foi utilizado kit comercial DNEasy Blood & Tissues Kit 85 

(Qiagen®) seguindo as recomendações descritas pelo fabricante. 86 

 87 

2.3 Escolha dos pares iniciadores 88 

Foram utilizados diferentes pares iniciadores específicos para cada agente, 89 

selecionados de diferentes estudos (Tabela 1), considerando o grau de identidade 90 

molecular e conservação do fragmento gênico para cada agente pesquisado. 91 

Para Brucella sp., os pares iniciadores utilizados (ITS66 e ITS279) são específicos 92 

da região interna 16S-23S do rRNA (KEID et al., 2007); para Brucella ovis foram 93 

utilizados os pares iniciadores descritos por Tsolis (2009) como alvo para ORF Ao503 94 

presente no gene IS711, que se repete múltiplas vezes ao longo dos dois únicos 95 

cromossomos da espécie. Para Leptospira sp., os pares iniciadores (Lep1 e Lep2) são 96 

gênero-específicos para o gene da região 16S do rRNA (MÉRIEN et al., 1992). Para 97 

Actinobacillus seminis foi utilizado os pares iniciadores (SRJAS1 e SRJAS2) descritos 98 

por Appuhamy et al. (1998), específicos para a região interna 16S-23S do rRNA. Para 99 

Toxoplasma gondii e Neospora caninum foram utilizadas sequências degeneradas como 100 

pares iniciadores de amplificação, usando como alvo a região ITS1 situada no gene 18S 101 

do rRNA, comum para ambas espécies (HOMAN et al., 1997).  102 

 103 

2.4 Reação em cadeia da polimerase 104 

2.4.1 Condições para mPCR 1 (Brucella sp. e Leptospira sp.) 105 

As reações de amplificação foram realizadas em um volume final de 50µL 106 

contendo: 5µL de DNA genômico; 2,5µL de cada primer: ITS66 e ITS279 (10pMol) e 107 

Lep1 e Lep2 (50pMol); 5µL de tampão de reação 10X (Reaction Buffer 10X – Qiagen®); 108 

8µl de dNTPs a 10mM (dNTP mix – Qiagen®); 1,5µL de MgCl2 a 50mM (Qiagen®); 109 

0,5µL de Taq DNA Polimerase (Qiagen®), na concentração de 5U/mL; 20µL de água 110 

ultrapura (Milli-Q). As condições de anelamento empregadas consistiram de uma 111 
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desnaturação inicial do DNA a 94°C por 5 minutos, seguida de 40 ciclos a 94oC por 1 112 

minuto para a desnaturação, 62oC por 1 minuto para o anelamento, 72oC por 1 minuto 113 

para a extensão e extensão final de 10 minutos a 72°C. 114 

 115 

2.4.2 Condições para mPCR2 (Actinobacillus seminis, Brucella ovis, 116 

Toxoplasma gondii e Neospora caninum) 117 

As reações de amplificação foram realizadas em um volume final de 50µL 118 

contendo: 5µL de DNA genômico; 1µL de cada primer: SRJAS1 e SRJAS2 (30pMol), 119 

Ao503 F e Ao 503 R (50pMol), ITS1 F e ITS1 R (20pMol); 8µL de tampão de reação 120 

10X (Reaction Buffer 10X – Qiagen®); 200µMol de dNTPs (dNTP mix – Qiagen®); 121 

1,5µL de MgCl2 a 50mM (Qiagen®); 1 µL de Taq DNA Polimerase (Qiagen®) na 122 

concentração de 5U/mL; 28µL de água ultrapura (Milli-Q). As condições de anelamento 123 

consistiram de uma desnaturação inicial do DNA a 95°C por 5 minutos, seguida de 30 124 

ciclos a 94oC por 1 minuto para a desnaturação, 55oC por 1 minuto para o anelamento, 125 

72oC por 2 minuto para a extensão e extensão final de 5 minutos a 72°C. 126 

Para verificar a reprodutibilidade individual de cada par iniciador escolhido, 127 

reações de PCR simples foram realizadas para cada agente pesquisado, utilizando os 128 

mesmos protocolos e condições térmicas descritos por cada autor. As temperaturas de 129 

anelamento específicas para cada par iniciador utilizado individualmente foram 130 

sumarizadas na Tabela 1.  131 

Todos os perfis térmicos das etapas de reações adotadas nesse estudo foram 132 

realizados em um termociclador XP Thermal Cycler (Bioxer Technology CO. LTD). As 133 

condições térmicas para cada reação de multiplex desenvolvida podem ser visualizadas 134 

na Tabela 2. 135 

 136 

2.5 Visualização dos produtos amplificados 137 

 Os produtos amplificados foram detectados por eletroforese em gel de agarose a 138 

1,5%, corados com Blue Green (LGC®), visualizados através de luz ultravioleta e 139 

fotodocumentados. Para determinação do peso molecular de cada produto amplificado, 140 

foi adicionado à corrida um marcador molecular de 100 pares de base (Promega®).  141 

 142 

2.6 Sensibilidade de detecção do mPCR 143 

O DNA obtido dos controles positivos foi quantificado por método fluorométrico, 144 

utilizando o aparelho Qiubit (Invitrogen®), determinando assim a concentração inicial 145 
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para obtenções de diluições seriadas na base 10 para obtenção do limiar de sensibilidade 146 

da técnica, utilizando como concentração inicial 1000ng/mL até 1fg/mL de DNA. 147 

 148 

3. Resultados 149 

Nas reações de PCR simples, elaboradas nas mesmas condições descritas para 150 

cada agente por seus respectivos autores foram obtidos produtos amplificados com seus 151 

pesos moleculares semelhantes ao esperado para cada par iniciador utilizado, onde o 152 

limite de detecção foi encontrado na presença de até 1fg/mL de DNA genômico.  153 

Baseando-se no conteúdo GC da composição da sequência de cada par iniciador 154 

adotado nesse estudo, com sua direta relação na acurácia da temperatura de anelamento 155 

(Tabela 2), duas diferentes PCRs Multiplex foram desenvolvidas, uma capaz de 156 

identificar simultaneamente os gêneros Brucella sp. e Leptospira sp. (mPCR 1) e a outra 157 

que identifica a presença simultânea do DNA de Actinobacillus seminis, Brucella ovis, 158 

Toxoplasma gondii e Neospora caninum (mPCR 2) (Figura 1). Observou-se à 159 

amplificação dos genes-alvo específicos com seus respectivos pesos moleculares. 160 

Em ambas reações de mPCR, quando utilizados controles positivos em 161 

concentrações de DNA genômico igual ou inferior a 100ng/mL para cada espécie 162 

observou-se à amplificação simultânea de todos os agentes pesquisados (Figura 1).  163 

 164 

4. Discussão 165 

Outras técnicas de mPCR já foram desenvolvidas anteriormente para detectar os 166 

mesmos agentes em distintas amostras biológicas (RICHTZENHAIN et al., 2002; 167 

MAYER-SCHOLL et al. 2010; TRAMUTA et al., 2011; MOUSTACAS et al., 2013), 168 

porém a combinação dos pares iniciadores utilizados nesse estudo é inovador e inédito. 169 

Diferentemente da combinação dos pares iniciadores utilizados por Richtzenhain et al. 170 

(2002) para detecção de Leptospira sp. e Brucella sp., neste estudo optou-se pelo emprego 171 

dos pares iniciadores descritos por Keid et al. (2007) combinados aos de Mérrien et al. 172 

(1992), aplicando-se os estudos baseados em genes internos ao rRNA, como ideais para 173 

diferenciação entre espécies bacterianas, por serem regiões de maior conservação e 174 

diferenciação entre os procariotos (WANG et al., 2009; KANG et al. 2011). A reação 175 

para Actinobacillus seminis e Brucella ovis, descrita por Moustacas et al. (2013) também 176 

foi otimizada com o emprego de sequências amplificadoras para Toxoplasma gondii e 177 

Neospora caninum (HOMAN et al., 1997), associando a detecção simultânea de espécies 178 

de grande repercussão reprodutiva e de comprovada eliminação no sêmen de ovinos.  179 



68 
 

Um dos critérios mais importantes tomados na elaboração de uma mPCR é a 180 

temperatura de anelamento, uma vez que esta deve ser semelhante para todos os pares 181 

iniciadores empregados de forma simultânea (HENEGARIU et al., 1997). Yang et al. 182 

(2005) citaram que diferenças superiores a 0,3°C na temperatura de anelamento podem 183 

gerar divergências na sensibilidade na formação das bandas específicas em seus pesos 184 

moleculares desejados. Para otimizar as reações realizadas neste estudo foi adotado 185 

inicialmente diferentes gradientes na temperatura de anelamento e tempo de extensão, 186 

porém, os pontos de maior influência na obtenção de uma única temperatura na 187 

combinação dos diferentes pares iniciadores foram os ajustes nas concentrações dos 188 

tampões utilizados nas reações. 189 

Não foi observada interferência entre os pares de iniciadores quando utilizados de 190 

forma combinada (mPCR1 e mPCR2), sem formação de dímeros de primers ou 191 

fragmentos inespecíficos. 192 

Diferente de outros ensaios que utilizaram amostras de sêmen contaminadas com 193 

diluições de cada agente de interesse (RICHTZENHAIN et al., 2002; XAVIER et al., 194 

2010; MOUSTACAS et al., 2013), a utilização de concentrações variáveis de DNA 195 

genômico como padrão do limiar na detecção escolhida nesse estudo, baseou-se na 196 

variação fisiológica observada na eliminação desses agentes infecciosos no sêmen, onde 197 

a carga bacteriana/parasitária eliminada dependerá do estágio da infecção (aguda ou 198 

crônica) (CAETANO-DA-SILVA, et al. 2004; SANOCKA, et al. 2004), o uso de 199 

crioprotetores utilizados na preparação das doses para inseminação artificial (EVANS & 200 

MAXWELL, 1987) e ainda as potenciais perdas pela degradação de DNA genômico 201 

ocorridas nas etapas de extração: desde o transporte da amostra, a natureza dos diluentes 202 

empregados na conservação do sêmen, o tipo de técnica empregada para extração e 203 

purificação de DNA (KEMP et al., 2006), além da influência no acondicionamento do 204 

DNA extraído até a realização dos testes moleculares. 205 

Quando utilizadas combinações entre os controles positivos em suas diferentes 206 

concentrações na mPCR2 observou-se variação na amplificação, onde concentrações de 207 

DNA de Actinobacillus seminis superiores a 100ng/mL impediram a amplificação de 208 

DNA de Brucella ovis em concentrações abaixo de 10ng/mL, porém não foi observada 209 

inibição da amplificação do DNA de Toxoplasma gondii e Neospora caninum em 210 

concentrações semelhantes ou inferiores quando presentes com primeiro agente citado. 211 

As diferenças observadas na amplificação do DNA de Brucella ovis quando em contato 212 

com grandes concentrações de DNA template de Actinobacillus seminis foram 213 
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semelhantes aos resultados obtidos por Moustacas et al. (2013). A amplificação de várias 214 

sequências de DNA em um único tubo na mPCR, diferente da amplificação 215 

individualizada em uma PCR simples, leva a uma competição pelos recursos, que são 216 

limitados in vitro, podendo interferir na quantidade de amplificação de determinada 217 

sequência-alvo sobre a outra (YANG et al., 2005). Henegariu et al. (1997) relataram que 218 

quantidades de DNA template inferiores a 30ng/25µL de reação podem diminuir a 219 

eficiência da especificidade da amplificação. A utilização de um único par iniciador 220 

degenerado para detecção de Toxoplasma gondii e Neospora caninum, baseada nas 221 

pequenas deleções nucleotídicas na sequência do gene ITS1 se mostra um marcador 222 

viável na diferenciação entre ambas espécies, porém não é indicada em estudos 223 

filogenéticos mais avançados (HOMAN et al., 1997), sendo necessário o empregado de 224 

pares de iniciadores específicos para regiões mais conservadas. 225 

A adoção de uma mPCR otimizada leva a uma simplificação da demanda de 226 

serviço em uma laboratório de diagnóstico clínico, uma vez que são dispensáveis testes 227 

separados para cada tipo de patógeno ou gene de interesse, levando a reduções 228 

significativas nos custos gerais, pela redução da utilização de reagentes pós-extração de 229 

DNA, bem como a diminuição no tempo de manipulação das amostras (CIRINO et al., 230 

2007; GUNSON et al., 2008). 231 

Para comercialização do sêmen ovino, o Código Zoossanitário dos Animais 232 

Terrestres da OIE, recomenda técnicas sorológicas para o diagnóstico de Brucelose Ovina 233 

(Brucella spp.), Epididimite Ovina (Brucella ovis), Agalaxia Contagiosa (Mycoplasma 234 

agalactiae) e doenças virais como a Artrite-encefalite Caprina (CAEV), Maed-Visna, 235 

Língua-azul (OIE, 2006). Determinam o status livre da doença dos reprodutores 236 

utilizados nas centrais de inseminação, porém não atestam a real qualidade sanitária do 237 

sêmen destes animais, uma vez que não é realizada a detecção da presença destes 238 

patógenos na amostra (HARE, 1985) o que pode favorecer a introdução destes micro-239 

organismos no rebanho. No Brasil, os animais utilizados em centrais de inseminação 240 

credenciadas pelo Ministério da Agricultura, Pecuária e Abastecimento (MAPA) são 241 

testados sorologicamente a cada 12 meses, para os agentes listados pela OIE. Animais 242 

não reagentes podem ter seu sêmen comercializado durante esse intervalo de tempo entre 243 

os testes diagnóstico. Em caso de positividade, em um teste posterior, todas as amostras 244 

de sêmen coletadas no intervalo entre o teste negativo e o outro positivo devem ser 245 

destruídas (BRASIL, 2004). Contudo, a sorologia isoladamente não é suficiente para a 246 

detecção direta destes micro-organismos no sêmen e desta forma, a utilização de um 247 
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mPCR pode agilizar o diagnóstico, liberando para a comercialização apenas as amostras 248 

de ejaculados negativos. Isto garantiria a seguridade sanitária do produto final adquirido 249 

pelo produtor e maior rentabilidade no processo de comercialização para as centrais de 250 

inseminação. 251 

As reações de PCR Multiplex padronizadas neste estudo foram capazes de 252 

detectar simultaneamente o DNA de Brucella sp., Burcella ovis, Leptospira sp., 253 

Actinobacillus seminis, Neospora caninum, Toxoplasma gondii no sêmen ovino, podendo 254 

ser empregada como método de diagnóstico na rotina clínica. Além disto, se mostrou um 255 

teste rápido, sensível e eficaz e menos dispendioso do que o uso de seis ensaios diferentes 256 

para cada agente no PCR convencional. 257 
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Tabela 1. Pares iniciadores utilizados na PCR simples para cada espécie de patógeno 403 

pesquisado, genes-alvo, sequência nucleotídica, temperatura de anelamento e tamanho do 404 

produto amplificado, segundo os respectivos autores. 405 

PCR 

simples 
Gene-alvo Sequência Anelamento Amplicon(pb) Referência 

Leptospira 

spp. 
16S rRNA 

Lep1  

5’ – GGCGGCGCGTCTTAAACATG – 

3’ 

Lep2  

5’ – 

TTCCCCCCATTGAAGCAAGATT – 

3’ 

60°C 331 
MÉRIEN et 

al., 1992; 

Brucella 

spp. 

16S-23S 

rRNA 

ITS66  

5’ – ACATAGATCGCAGGCCAGTCA 

– 3’ 

ITS279  

5’ – AGATACCGACGCAAACGCTAC 

– 3’  

62°C 214 
KEID et al., 

2007; 

Brucella 

ovis 

ORF 

Ao503 

Ao503 F 

5’ – 

GCCTACGCTGAAACTTGCTTTTG – 

3’ 

Ao503 R  

5’- 

ATCCCCCCATCACCATAACCGAAG 

– 3’ 

57°C 228 
TSOLIS et 

al., 2009; 

Actinobacill

us seminis 
16S rRNA 

SRJAS1  

5’ –CTTATCTTTCTTAAGCCCTGAC 

– 3’ 

SRJAS2  

5’- 

AAGAAAAAGACGAAGAGACATT – 

3’ 

 

55°C 436 

APPUHAM

Y et al., 

1998; 

Toxoplasma 

gondii e 

Neospora 

caninum 

Gene ITS1 

ITS1 F  

5’- TGGCGCGTTCGTGCCCGAAAT – 

3’ 

ITS1 R  

5’-TGCAITTYGCTGCGKYCTTC – 3’ 

50°C 
555/575 

 

HOMAN et 

al., 1997; 

 406 



74 
 

Tabela 2. Otimização das condições térmicas adotadas nas reações de mPCR para 407 

detecção simultânea de agentes patogênicos no sêmen ovino.  408 

 409 

 410 

 411 

Figura 1. Visualização de produtos amplificados em PCR Multiplex e PCR 412 

Convencional, eletroforese em gel de agarose a 1,5%. M: Marcador de peso molecular de 413 

100pb; 1: amplificação simultânea de Actinobacillus seminis (436pb) e Brucella ovis 414 

(214pb); 2: amplificação simultânea de Brucella ovis e Toxoplasma gondii (555pb); 3: 415 

amplificação simultânea de Actinobacillus seminis e Toxoplasma gondii; 4: amplificação 416 

simultânea de Actinobacillus seminis, Brucella ovis, Toxoplasma gondii e Neospora 417 

caninum (575pb); 5: controle negativo da mPCR2; amplificações por PCR Convencional 418 

(PCR Simplex), 6: Actinobacillus seminis; 7: Brucella ovis; 8: Toxoplasma gondii; 9: 419 

Neospora caninum; e 10: controle negativo.420 

Perfil térmico 
Leptospira sp. e Brucella sp. 

(mPCR1) 

A. seminis, B. ovis, T. gondii e N. caninum 

(mPCR2) 

Desnaturação inicial 94°C por 5min 95°C por 5min 

Número de ciclos 40 30 

Desnaturação de 

DNA 
94°C por 60s 94°C por 60s 

Anelamento dos 

primers 
62°C por 60s 55°C por 60s 

Extensão de DNA 72°C por 60s 72°C por 2min 

Extensão final 72°C por 10min 72°C por 5min 
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6. ANEXOS 

Normas da Revista Journal of Microbiological Methods (Instrução aos autores) 


