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Aborto ovino associado com infec¢ao por Sarcocystis sp.!
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Protozoal infection has worldwide distribution and may cause abortion, premature
parturition or fetal death in almost all domestic animals. In July 2004, eight Corriedale sheep
showed abortion and stillbirth in the third trimester of gestation. Of these reproductive losses,
one stillborn male was submitted to the Laboratory of Veterinary Pathology for necropsy
investigation. The direct immunofluorescence test for Leptospira sp. was negative. No significant
bacteria was isolated from lung and liver by aerobic and microaerobic cultures. Macroscopic
lesions were not found in any fetal tissue. The histological lesions were observed mainly in the
brain and heart and consisted primarily of severe multifocal nonsupurative encephalitis and
nonsuppurative myocarditis. Schizonts of a protozoan parasite consistent with Sarcocystis sp.
were found in the endothelial cells and vascular endothelium in several organs. Many schizonts
with merozoites arranged in a rosette-like pattern were observed in brain and kidney tissues.
In sections stained with periodic acid-Schiff (PAS), the limiting membrane of some schizonts
appeared to be weakly PAS-positive. Merozoites and nuclei were PAS-negative. Protozoa did
not react immunohistochemically to the antibody anti-Toxoplasma gondii; however, cross-
reactivity was observed with Neospora caninum antibody. These findings were consistent with

the diagnosis of Sarcocystis sp.
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RESUMO.- Infec¢oes por protozoarios tém distribuicao mun-
dial e podem causar aborto, nascimentos prematuros e ou
morte fetal em diversas espécies animais. Em julho de 2004,
oito ovinos Corriedale apresentaram problemas reprodutivos
caracterizados por aborto e natimortalidade no terco final
da gestacao. Dessas oito perdas, um natimorto macho foi
enviado ao Setor de Patologia Veterinaria para necropsia. Al-
teragcoes macroscopicas nao foram observadas durante a
necropsia. Lesoes histoldgicas foram observadas principal-
mente no cérebro e coragao e se caracterizaram por encefalite
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nao-supurativa multifocal acentuada associada a presencga de
protozoarios no interior de células endoteliais e vasos san-
guineos e miocardite nao-supurativa focal leve. Alguns des-
ses organismos apresentaram formato de roseta. O teste de
imunoistoquimica anti-Toxoplasma gondii foi negativo, mas
houve reacao cruzada com anticorpo anti-Neospora caninum.
O exame de imunofluorescéncia direta para Leptospira sp. foi
negativo. A bacteriologia aerébica e micro-aerébica nao reve-
lou crescimento significativo. Esses achados foram compati-
veis com o diagnostico de Sarcocystis sp.

TERMOS DE INDEXACAO: Sarcocystis sp., aborto, natimortalidade,
ovinos.

INTRODUCAO

Protozoarios do filo Apicomplexa classificados na familia
Sarcocystidae sao coccideos obrigatorios e ou facultativos que
se caracterizam por apresentar uma fase de desenvolvimento
sexual no intestino do hospedeiro definitivo e formacao de cis-
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tos em varios tecidos do hospedeiro intermediario (Tender et
al. 1997). O filo Apicomplexa é composto por pelo menos seis
géneros de coccideos formadores de cistos em tecidos (Rommel
1989, Tender et al. 1997). Os géneros Toxoplasma, Hammondia,
Besnoitia e Neospora sao classificados dentro da subfamilia
Toxoplasmatinae. Sarcocystis e Frenkelia pertencem a subfamilia
Sarcocystinae (Mugridge et al. 1999). Apesar de grande parte
das descri¢oes genéricas dessas subfamilias estarem baseadas
somente em caracteristicas fenotificas tais como hospedeiro,
ciclo de vida, transmissao, tipo de célula infectada, morfologia
e localizacao dos cistos, uma analise filogenética molecular foi
implementada para melhorar o sistema de classificacao
(Mugridge et al. 1999). Protozoarios do género Toxoplasma,
Sarcocystis e Neospora sao importantes agentes patogénicos
(Jones et al. 2000) causadores de abortos em animais de produ-
¢ao e perdas econdmicas significativas (Tender 1995, Dubey
2003). O objetivo desse trabalho foi descrever os achados clini-
cos e sorologicos observados em uma criacao de ovinos com
historico de abortos e os achados histopatologicos e ultra-es-
truturais de um feto ovino com lesoes generalizadas associa-
das com Sarcocystis sp. no Rio Grande do Sul.

MATERIAL E METODOS

Em julho de 2004, um ovino natimorto, macho, da raca Corriedale
foi encaminhado ao Setor de Patologia Veterinaria. Na necropsia,
fragmentos de diversos 6rgaos foram coletados e fixados em
formalina tamponada a 10% e processados por métodos conven-
cionais para exames histologicos e corados por hematoxilina-eosina
(HE) e Acido Periddico de Schiff (PAS). Foram realizadas impressoes
de secgoes de rim para o teste de imunofluorescéncia direta para
Leptospira sp., utilizando-se anticorpo comercial multivalente na
diluicao de 1:20 (Miller et al. 1989). Amostras de figado, pulmao e
contetido do abomaso foram encaminhadas para exames bacterio-
l6gicos (aerobio e microaerofilo para Brucella sp.). O cultivo aerobio
das amostras foi realizado em agar-sangue ovino (5%). Para
isolamento de Brucella sp. foi usado meio base de agar sangue (Alton
et al. 1988, Timoney et al. 1988) acrescido com 5% de sangue ovino
e antibioticos. Fragmentos de cérebro incluidos em parafina foram
submetidos ao teste imunohistoquimico com anticorpo policlonal
anti-Toxoplasma gondii e anti-Neospora caninum, ambos na diluicao
de 1:1000 (Corbellini et al. 2000). Controles positivos foram
incluidos nesse exame. Como cromogeno foi utilizado o DAB.
Amostras de rim e cérebro fixadas em formalina tamponada a 10%
foram encaminhadas a Universidade Federal de Pelotas para
microscopia eletronica de transmissao. Soro sangtiineo das ovelhas

Fig.1. Natimorto ovino, encefalite nao-supurativa focal e acentuada
associada com a infecgao natural por Sarcocystis sp. HE, obj.40x.

Fig.3. Rim, natimorto ovino, merontes de 22 geracao no interior de
capilares glomerulares. HE, obj.40x.
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Fig.2. Merontes de 22 geracao contendo merozoitos em um capilar
cerebral de um natimorto ovino. HE, obj.40x.

Fig.4. Merontes de 22 geracao com formato de roseta no interior de
célula endotelial. HE, obj.40x.
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com histérico de aborto e natimortalidade foram testadas para T.
gondii por hemaglutinagao indireta e para Brucella sp. pela técnica
de aglutinacao em placa com antigeno acidificado (Card-Test).
Adicionalmente, dados epidemiol6gicos foram obtidos em visita a
propriedade com o proprietario.

RESULTADOS

O proprietario relatou problemas reprodutivos caracteriza-
dos por aborto (geralmente no ter¢o final da gestacao) e
natimortalidade em oito ovelhas da raga Corriedale. O reba-
nho total incluia 60 ovinos de diferentes idades. Os animais
eram vacinados contra carbiinculo sintomatico, enterotoxemia
e leptospirose. Além dos ovinos, também havia caninos,
felinos, aves e eqiiinos. Todos esses animais tinham acesso
aos mesmos ambientes. Das oito perdas fetais ocorridas, um
ovino natimorto foi examinado.

Durante a necropsia, observou-se a presenca de meconio
distribuido difusamente sobre a pele. Lesoes macroscopicas
nao foram observadas. Na microscopia, as alteracoes mais
significativas foram observadas no cérebro e coracao e se ca-
racterizavam por encefalite nao-supurativa multifocal acen-
tuada (Fig.1) associada com areas de gliose e vasculite linfo-
histiocitaria multifocal moderada. Numerosos merontes con-
tendo merozoitos foram encontrados em capilares (Fig.2),
inclusive os glomerulares (Fig.3), células endoteliais de vasos
cerebrais e em alvéolos pulmonares. Alguns merontes apre-
sentavam formato de roseta (Fig.4).

Os exames bacteriol6gicos nao revelaram crescimento sig-
nificativo. O teste de imunofluorescéncia direta para Leptospira
sp. foi negativo. A analise imunoistoquimica foi negativa para
Toxoplasma gondii. Entretanto, discreta reagao positiva com in-
tensidade menor que os controles positivos foi observada com
o anticorpo anti-Neospora caninum. A microscopia eletronica
de transmissao em fragmentos de rim revelou a presenca de
inilmeros merozoitos no glomérulo renal e auséncia de vactiolo
parasit6foro e roptrias (Fig.5). Os testes sorologicos de hemaglu-
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Fig.5. Microscopia eletronica de rim. Natimorto ovino. Inimeros
merozoitos sem roptrias e sem vactiolo parasité6foro em uma
célula endotelial vascular. Barra = 5 micrometros.

tinacao indireta contra Toxoplasma gondii e de aglutinacao em
placa com antigeno acidificado (Card-Test) contra Brucella sp.
foram negativos em todas amostras testadas.

DISCUSSAO

Infecgao por protozoarios do filo Apicomplexa tem sido rela-
tada como causa de encefalite em ovinos (Stubbings et al.
1985). Toxoplasma gondii e Neospora caninum sao protozoarios
capazes de desenvolver lesoes inflamatorias nao supurativas
no cérebro de fetos ovinos abortados (Buxton et al. 1998, Jolley
et al. 1999, Hassig et al. 2003). Embora a infecgao por esses
protozoarios cause lesoes microscopicas muito similares,
ambos apresentam caracteristicas ultra-estruturais e antigeé-
nicas distintas que permitem sua diferenciacao (Mugridge et
al. 1999). Adicionalmente, Sarcocystis sp. ja foi associado com
problemas reprodutivos em ruminantes (Dubey et al. 1982),
inclusive com lesoes semelhantes as descritas em casos de
Neospora e Toxoplasma em ovinos. Munday & Black (1976) rela-
taram um caso suspeito de infeccao por Sarcocystis sp. no cé-
rebro de dois fetos bovinos abortados (Munday et al. 1976).
Os organismos descritos por eles foram similares aos obser-
vados nesse caso. Casos de infeccao natural por Sarcocystis
spp. em ovinos foram descritos em diversos paises (Dubey
1989, O‘Toole et al. 1993, Buxton 1998, Caldon et al. 2000).
Entretanto, informacoes sobre essa infeccao como possivel
causa de aborto nao tem sido relatada no Brasil. Aborto e
morte fetal sao os sinais clinicos mais frequentemente obser-
vados quando os animais sao infectados com espécies
patogénicas de Sarcocystis spp. durante a gestacao (Fayer et
al. 1988).

O mecanismo pelo qual Sarcocystis sp. induz o aborto ain-
da é desconhecido (Mackie et al. 1992) e a presen¢a do
protozoario e de lesoes histologicas raramente é observada
nos tecidos fetais (Corner et al. 1963, Fayer et al. 1976,
Stalheim et al. 1976, Barnett et al. 1977, Leek & Fayer 1978).
Além do aborto, outros sinais clinicos como febre, anemia,
anorexia, perda de peso, problemas de coagulacao sangui-
nea e fraqueza sao também descritos em animais infectados
(Fayer et al. 1976). No hospedeiro intermediario (herbivoros),
Sarcocystis sp. possui uma fase vascular e muscular (Dubey
1976). Durante a fase vascular, esporozoitos liberados dos
esporocistos se multiplicam em células endoteliais dos vasos
sanguineos em varios 6rgaos, gerando dois ciclos de multipli-
cacao (geracao). Na primeira geragcao, merontes se desenvol-
vem em artérias e arteriolas. Exceto pela febre, a primeira
gera¢ao composta de formagao de merogonias aparentemente
nao é patogénica para bovinos e ovinos, visto que a inoculagao
de Sarcocystis sp. nessas espécies nao tem sido associada com
doen¢a ou morte durante essa fase de infeccao (Johnson et
al.1975, Leek et al.1977). A presenca de sinais clinicos e le-
soes histologicas esta correlacionada com o desenvolvimen-
to de merontes maduros de segunda geracao no endotélio
vascular do cérebro e rins dos animais infectados (Dubey et
al. 1981). Os merontes maduros sao formados pela liberagcao
de merozoitos presentes no interior dos merontes de primei-
ra geracao (Gardiner et al. 1998).

Pesq. Vet. Bras. 27(10):393-397, outubro 2007



396 Caroline A. Pescador et al.

Dificuldades no diagnéstico de aborto ovino por Sarcocystis
spp. tém sido associadas com a auséncia de ambos, protozo-
arios no tecido fetal e lesoes histologicas patognomonicas da
infeccao (Leek et al. 1977). O feto examinado nesse caso apre-
sentava lesoes multifocais nao supurativas acentuadas no
cérebro e coragao associadas com a presenca de grupos de
merontes contendo merozoitos no endotélio vascular e em
células endoteliais, especialmente em fragmentos de cérebro
e rim. Os protozoarios observados nesse caso nao foram co-
rados pelo acido periodico de Schiff (PAS), fortalecendo as
suspeitas de infec¢ao por Sarcocystis spp., pois a parede dos
cistos e merontes desse protozoario sao PAS-negativos
(Morgan et al. 1984). A presenca de merontes com formato
de roseta (endopoligenia) em células endoteliais e no
endotélio de vasos sanguineos assegura que 0s protozoarios
observados nesse natimorto pertencem ao género Sarcocystis
(Mackie et al. 1992). A observacao de merozoitos livres em
vasos sanguineos cerebrais associados com reac¢ao inflamat6-
ria sugere que a parasitemia foi o maior mecanismo de indugao
de lesao tecidual pelo protozoario. A parasitemia foi prova-
velmente também responsavel pela infiltracao de células
mononucleares em outros 6rgaos.

Outros protozoarios pertencentes ao filo Apicomplexa
devem ser considerados no diagnostico diferencial de infec-
¢ao por Sarcocystis sp. Infeccao por T. gondii é associada com
abortos, mumificacao fetal, morte perinatal e infeccao con-
génita em fetos ovinos e de outros animais (Frenkel et al. 1973;
Nurse & Lenghaus 1986). As lesoes induzidas por T. gondii no
sistema nervoso central em fetos ovinos sao similares as ob-
servadas nesse caso. Entretanto, o tropismo dos esquizontes
por endotélio vascular e células endoteliais nao sao caracte-
risticos de toxoplasmose. Além disso, aimunoistoquimica com
anticorpo policlonal anti-T.gondii em amostra de cérebro e a
hemaglutinacao indireta em amostras de soro sangiiineo das
maes foram negativos. A imunoistoquimica para N. caninum
revelou fraca reacgao positiva, quando comparada aos contro-
les positivos. Essareacao foi considerada cruzada. Antigenos
de Sarcocystis sp. apresentam reacao cruzada com outros
protozoarios formadores de cistos (Rose 1982). Reacoes cru-
zadas com protozoarios pertecentes ao mesmo filo Apicom-
plexa podem ser observadas ocasionalmente com o uso de
anticorpos policlonais anti-N. caninum provavelmente devido
a grande varia¢ao na fonte de animais utilizados para a pro-
ducao de anticorpos, no tipo de antigeno e estagio dos para-
sitas utilizados na imunizac¢ao dos animais, bem como a vari-
acoes observadas nos procedimentos imunoistoquimicos em
diferentes laboratorios (Dubey & Lindsay 1996, Van Maanen
et al. 2004). A analise de fragmentos de rim pela microscopia
eletronica de transmissao confirmou o diagnéstico de infec-
¢ao por Sarcocystis sp. pela auséncia de réptrias e vactiolo
parasitoforo, caracteristica marcante desse género (Markus
et al. 2004). Tal fato excluiu a possibilidade de infeccao por T.
gondii e N. caninum, uma vez que ambas as organelas estao
presentes nesses dois géneros de protozoarios (Speer et al.
1999).

O diagnostico de infeccao por Sarcocystis sp. no presente
estudo baseou-se nos achados microscopicos encontrados
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aliados as caracteristicas morfologicas dos merontes no inte-
rior de vasos e de células endoteliais dos tecidos fetais, o que
foi confirmado pela técnica de microscopia eletronica de trans-
missao.
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