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DETECCAO DE MICRORGANISMOS PATOGENICOS NO SEMEN DE
REPRODUTORES OVINOS DO ESTADO DO TOCANTINS
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Diversas enfermidades podem acometer 0os ovinos, comprometendo diretamente a
sanidade do rebanho e o desenvolvimento da producdo animal. A epididimite
infecciosa ovina representa uma das principais doencas reprodutivas em ovinos,
promovendo prejuizos econdmicos pela reducdo da fertilidade ou infertilidade dos
animais, sendo os agentes causadores mais comuns Brucella ovis, Actinobacillus
seminis e Histophilus somni. O diagndstico definitivo dessas infec¢cfes por isolamento
bacteriano € limitado, devido a auséncia de meios seletivos e a diversidade
morfoldgica e bioquimica das culturas. Como alternativa, técnicas moleculares como
a PCR tém se mostrado mais sensiveis e especificas. O objetivo deste trabalho foi
detectar os principais agentes patogénicos em amostras de sémen - de reprodutores
ovinos do estado do Tocantins por meio de PCR. Foram utilizadas amostras de sémen
de 88 reprodutores ovinos oriundos de diferentes regides do Tocantins (CEUA UFT
23101.005639/2016-14), sendo submetidas a extracdo de DNA pelo método de fenol-
cloroférmio e & PCR multiplex para B. ovis, Actinobacillus seminis e Histophilus somni
e PCR convencional para Leptospira sp., Campylobacter fetus e Toxoplasma gondii.
Os resultados demonstraram que houve deteccdo de A. seminis em 28,4%, de H.
somni em 23,8% e de B. ovis em 59% das amostras. Nao houve dectecédo de
Leptospira sp., Campylobacter fetus e Toxoplasma gondii. Este estudo € o primeiro a
detectar a presenca simultanea desses trés microrganismos em amostras de sémen
de reprodutores ovinos no Tocantins. Tais resultados fornecem suporte para a ado¢ao
de estratégias de prevencdo e controle da epididimite infecciosa ovina no estado,
contribuindo para a sanidade dos rebanhos e a sustentabilidade da producédo animal
da regiéo.
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I.  INTRODUCAO/JUSTIFICATIVA

A ovinocultura apresenta papel de destaque no cenario da producédo animal,
nao apenas como fonte de proteina de alto valor biolégico, mas também como
atividade estratégica para a subsisténcia e o desenvolvimento socioeconémico de
regides rurais brasileiras (SANTOS et al.,, 2023). As enfermidades do sistema
reprodutivo representam um dos principais entraves ao desenvolvimento da cadeia
ovina , uma vez que resultam em queda da fertilidade, aumento do intervalo entre
partos, descarte precoce de reprodutores e, consequentemente, perdas econémicas
expressivas (OLIVEIRA et al., 2019).

Dentre essas enfermidades, a epididimite infecciosa destaca-se por
comprometer a fertilidade dos carneiros, reduzindo a taxa de prenhez e podendo
culminar em infertilidade permanente (MOUSTACAS et al., 2013).

O diagnéstico da epididimite infecciosa ovina constitui outro desafio, pois
muitas vezes depende de exames laboratoriais complementares, como sorologia,
bacteriologia e biologia molecular, visando a diferenciacdo entre agentes etioldgicos
(MOUSTACAS et al., 2013). Nesse cenario, o desenvolvimento e a aplicacdo de
métodos diagndsticos mais rapidos, especificos e sensiveis representam ferramentas
essenciais para a medicina veterinaria, auxiliando no controle sanitario e no
planejamento estratégico da producao.

Assim, considerando os impactos da epididimite sobre a eficiéncia reprodutiva
dos ovinos, a relevancia econdmica para a ovinocultura nacional e a necessidade de
aprimorar os métodos de deteccdo da enfermidade, justifica-se a realizacdo deste
estudo.

ll.  BASE TEORICA
Os ovinos foram uma das primeiras espécies de animais domesticadas pelo

homem. A sua criacdo possibilitava alimento, principalmente pelo consumo da carne
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e do leite, e protecédo, pelo uso da 1a, fibora que servia como abrigo contra as
intempéries do ambiente e hoje a ovinocultura esta presente em praticamente todos
os continentes sendo destinada tanto a exploracdo econdémica como a subsisténcia
das familias de zonas rurais (VIANA, 2008).

Diversas enfermidades podem acometer os ovinos, comprometendo diretamente
a sanidade do rebanho e o desenvolvimento da producdo animal (OLIVEIRA et al.
2019) e a falta de cuidados com questdes sanitarias reprodutivas favorecem a
manutencdo e disseminacdo de microrganismos causadores de doencas
(CARVALHO-JUNIOR et al. 2010).

Uma das principais doencas reprodutivas que acometem 0s carneiros é a
epididimite infecciosa que pode ser ocasionada por uma variedade de agentes
etiologicos, como: Actinobacillus lignieresii, Chlamydia psittaci, Corynebacterium
pseudotuberculosis, Escherichia coli, Trueperella (Arcanobacterium) pyogenes,
Mannheimia haemolytica, Pasteurella multocida e Yersinia pseudotuberculosis
(MOUSTACAS et al. 2013 sendo os mais comuns : Brucella ovis, Actinobacillus
seminis e Histophilus somni (RODRIGUES, 2020).

. OBJETIVOS

Geral

Detectar os principais agentes patogénicos no sémen de reprodutores ovinos do
estado do Tocantins.

Especificos

(i) Avaliar a presenca de células inflamatorias no sémen de reprodutores ovinos, do
estado do Tocantins, naturalmente infectados através de esfregaco do sémen.

(i) Avaliar a presenca de Brucella ovis, Actinobacillus seminis, Histophilus somni,

Leptospira sp., Campylobacter fetus e Toxoplasma gondii em amostras de sémen de
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reprodutores ovinos, do estado do Tocantins, naturalmente infectados, através de
PCR multiplex e convencional.

IV. METODOLOGIA

Reprodutores ovinos

Foram coletadas amostras de sémen de reprodutores ovinos machos, sem raca
definida, entre 18 e 24 meses de idade, de propriedades 21 propriedades criadoras
de ovinos em todo o estado do Tocantins (CEUA n°® 23101.005639/2016-14 UFT).
Extracdo de DNA

Para extracdo do DNA ica do fenol-cloroférmio de acordo com Matrone et al., 2009.
PCR

A reacdo de PCR foi realizada utilizando uma solu¢do de volume final de 31 pL,
contendo 22 uL de PCR supermix (Invitrogen) com 1.65 mM MgCI2, suplementado
com 0,5 pL de MgClI2, 1 pyL de cada iniciaizador (25mM) e 200-500ng de DNA.
Esfregaco de sémen

Aliquotas (2 pL) de sémen de cada animal serdo coletadas para realizagdo do
esfregaco com auxilio de laminas de vidro que serdo coradas com panotico rapido
com o objetivo de avaliar a presenca de células inflamatorias.

Anélise estatistica

As frequéncias de deteccdo de B. ovis, A. seminis e H. somn,i Lepstospira sp.,
Campylobacter fetus e Toxoplasma gondii por PCR serdo comparadas pelo Teste
Exato de Fisher. A analise do esfregaco de sémen sera comparada através do teste
de Mann-Whitney utilizando o software GraphPad Prisma 5.0 (GraphPad Prisma
software, Inc 5.0, EUA).

V. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Observaram-se células inflamatorias em 54,54% (48/88) das amostras avaliadas,
sugerindo, portanto, infeccdo. Em 85,41% (41/48) destas amostras predominaram
neutroéfilos e em 56,25% (27/48), linfocitos.

A Figura 1 ilustra diferentes tipos de ejaculados contendo quantidades diferenciadas

de células Inflamatdrias, com predominio de neutrdfilos (setas).

Figura 1. Esfregagcos de sémen de ovinos apresentando auséncia de células inflamatoérias, 10x
(A) em discreta quantidade discreta (B), em moderada quantidade (C) e intensa quantidade (D)
com predominio de neutréfilos. Panético rapido, 40 X.
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A presencga de células inflamatérias em mais da metade das amostras de sémen ava-
liadas neste estudo indica um comprometimento da qualidade espermatica dos repro-
dutores ovinos do Tocantins. O predominio de neutréfilos sugere processos infeccio-
sos de origem bacteriana, conforme descrito por Moustacas et al. (2013), que associ-

aram a inflamacéo do trato genital masculino a ocorréncia de epididimite infecciosa

ovina.
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As frequéncias de detecc¢ao por PCR multiplex espécie-especifico dos principais
agentes causadores da epididimite infecciosa ovina no sémen de reprodutores do To-
cantins estédo representadas na figura 2. Os dados mostram que houve detecg¢ao de
A. seminis em 28,4,% (25/88) das amostras de sémen dos reprodutores,deteccao de
H. somniem23,8 % (21/88) e deteccao de B. ovis em 59% . Geralmente, o diagndstico
definitivo dessas infecgdes € baseado no isolamento bacteriano o qual pode ser dificil
devido a auséncia de meio seletivo e a variedade morfolégica e bioquimica das cultu-
ras de A. seminis e H. somni. Dessa forma, ensaios de PCR sao considerados como

alternativas para superar as limitagdes da bacteriologia.

Figura 2. Frequéncia de detecgao de Actinobacillus seminis, Histophilus somni, e Brucella ovis
por PCR multiplex espécie-especifico e Leptospira sp., Campylobacter fetus e Toxoplasma gon-
dii por PCR convencional de amostras de sémen de reprodutores ovinos no estado do Tocan-
tins. Letras diferentes indicam diferencga estatistica entre os grupos (P < 0,05).

100+

Frequéncia de carneiros positivos sémen %

Os achados moleculares obtidos por PCR multiplex revelaram uma elevada frequén-
cia de detecgao dos principais agentes etioldgicos da epididimite infecciosa. A taxa de
59% de positividade para Brucella ovis encontrados no presente estudo € superior a
relatada em outros estados brasileiros, onde a prevaléncia variou de 1,9% a 34,4%
(SANTOS et al., 2013). Essa diferenca pode estar relacionada a auséncia de fiscali-

zacao rigorosa no transito de animais e a baixa exigéncia de documentos sanitarios,
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facilitando a disseminacao da doenga entre rebanhos, conforme ja apontado por Gou-

veia.

VI. CONCLUSAO/CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho representa o primeiro registro no estado do Tocantins da deteccéo de
Actinobacillus seminis, Histophilus somni e Brucella ovis em amostras de sémen
ovino, por meio de isolamento bacteriano e PCR. A associacdo desses resultados com
a soropositividade, os achados clinicos do aparelho reprodutor e a andlise citologica
seminal permitiu a confirmacdo do diagndstico de epididimite infecciosa ovina na
regiao.
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