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Perdas reprodutivas associadas com infec¢ao por Toxoplasma
gondii em caprinos no sul do Brasil
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L.G. & Driemeier D. 2007. [Reproductive losses linked to Toxoplasma gondii infection in
goats in southern Brazil.] Perdas reprodutivas associadas com infec¢ao por Toxoplasma gondii
em caprinos no sul do Brasil. Pesquisa Veterindaria Brasileira 27(4):167-171. Departamento de
Patologia Clinica Veterinaria, Faculdade de Veterinaria, Universidade Federal do Rio Grande
do Sul, Av. Bento Gongalves 9090, Porto Alegre, RS 91540-000, Brazil. E-mail: davetpat@ufrgs.br

Toxoplasma gondii was implicated with reproductive losses in a goat herd in Rio Grande do
Sul, Brazil. Gross changes were present in 2 out of 6 fetuses/offsprings submitted for diagnosis
and included enlarged, pale mesenteric lymph nodes, and edematous, mottled red and tan
lungs. Microscopic changes were observed in most fetuses and were especially characterized
by lymphoplasmacytic infiltration in the brain and lungs. Other histological changes included
lymphoplasmacytic interstitial nephritis, necrotizing lymphadenitis and periportal lympho-
plasmacytic cell infiltrates. While bacteriological and direct immunofluorescent antibody tests
for Leptospira sp. were negative in samples from all cases, immunohistochemical and PCR pro-
cedures for Toxoplasma gondii reacted positively in most of them. Antibody titles against T.
gondii varying from 1:512 to 1:2048 were detected in serum samples from the mother goats of
these aborted (1), stillborn (3) or dead newborn (2) kids. This paper describes the clinical,
pathological, serological, molecular and immunohistochemical findings of a Toxoplasma gondii-

infected goat flock.

INDEX TERMS: Abortion, goat, reproductive losses, stillborn, Toxoplasma gondii.

RESUMO.- Infeccao por Toxoplasma gondii foi associada com
perdas reprodutivas em um rebanho caprino no Rio Grande do
Sul, Brasil. Lesoes macroscopicas foram observadas em dois de
seis produtos caprinos enviados para diagnostico e incluiram
linfonodos mesentéricos palidos e aumentados e pulmoes com
consisténcia firme e areas claras intercaladas com vermelhas.
Lesoes histologicas, especialmente caracterizadas por
infiltrados linfoplasmocitarios no cérebro e pulmoes, foram
observadas em todos os fetos. Nefrite intersticial linfoplasmoci-
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taria, linfadenite necrosante e hepatite periportal linfoplasmo-
citaria também foram observadas. Enquanto tanto o exame
bacteriologico quanto o teste de imunofluorescéncia direta para
Leptospira sp. foram negativos em todos os casos, a PCR e a
imunoistoquimica resultaram positivamente para T. gondii em
quase todas as amostras testadas. Anticorpos anti-T.gondii, em
titulacoes de 1:512 a 1:2048, foram detectados nas amostras
de soro sangiiineo das cabras que pariram natimortos (3), abor-
taram (1) ou cujos neonatos morreram (2). Este trabalho des-
creve os achados clinicos, patolégicos, sorologicos, imunoisto-
quimicos e de PCR observados em um rebanho caprino
infectado por T. gondii.

TERMOS DE INDEXACAO: Aborto, caprino, natimorto, perdas
reprodutivas, Toxoplasma gondii.

INTRODUCAO
Toxoplasma gondii é um coccideo intracelular obrigatério com
distribuicao mundial e capacidade de causar doen¢a em huma-
nos, pequenos ruminantes e varios outros mamiferos (Massala
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et al. 2003). A toxoplasmose tem sido identificada como uma
das maiores causas de problemas reprodutivos em ovinos e
caprinos na Gra-Bretanha, Noruega, Australia, Nova Zelandia,
nos EUA e no Uruguai, assim como em outros paises (Blewett &
Watson 1984, Dubey & Beattie 1988, Skjerve et al. 1998, Freyre
et al. 1999, Borde et al. 2006). No Brasil, estudos realizados
especialmente em pequenos ruminantes tém detectado
prevaléncias de 28,9-92,4% de anticorpos anti-T.gondii nos re-
banhos (Amaral et al. 1978, Chiari et al. 1987, Sella et al. 1994,
Gondim et al. 1999, Silva et al. 2003, Maciel & Araajo 2004). A
infeccao por T. gondii pode causar reabsorcao fetal, aborto em
diferentes idades gestacionais, mumificacao fetal, natimortali-
dade ou mortalidade perinatal (Blewett 1983). A historia clini-
ca, a detecgao de anticorpos especificos no rebanho e a obser-
vacao de lesoes histologicas caracteristicas na placenta e no
cérebro de fetos abortados ou natimortos, bem como a utiliza-
¢ao das técnicas de imunoistoquimica e PCR em amostras de
tecidos fetais (Dubey et al. 1987, Buxton 1991, Owen et al. 1998,
Hurtado et al. 2001) fundamentam o diagndstico de
toxoplasmose. Este trabalho descreve os achados clinicos, pa-
tologicos, sorologicos, moleculares e imunoistoquimicos ob-
servados em um rebanho caprino infectado por T. gondii.

MATERIAL E METODOS

Em outubro de 2005, trés neonatos (mortos), trés natimortos e um
abortado (mumificado) caprinos da raca Boer foram encaminhados
ao Setor de Patologia Veterinaria (SPV), UFRGS, para diagnostico.
Fragmentos de diversos 6rgaos foram coletados durante a necropsia,
fixados em formalina tamponada a 10%, processados pelos métodos
convencionais para histologia e corados com hematoxilina-eosina.
Impressoes de seccoes de rim foram testadas pela imunofluorescéncia
direta para Leptospira sp com anticorpo comercial multivalente na
diluicao de 1:20 (Miller et al. 1989). Fragmentos de figado, pulmao e
contetido abomasal foram coletados para bacteriologia (aerébio e
Brucella sp). O cultivo aerdbio foi realizado em agar sangue ovino
(5%) e a tentativa de isolamento de Brucella sp em meio-base de agar
sangue (Alton et al. 1988, Timoney et al. 1988) acrescido com 5% de
sangue ovino e antibidticos. Fragmentos de cérebro foram
submetidos aos testes imunoistoquimicos com anticorpos policlonais
anti-T.gondii e anti-N.caninum na diluicao de 1:1000. DAB foi o
cromogeno. Controles positivos foram inseridos simultaneamente
com as laminas testadas. Amostras de cérebro, figado e coracao,
coletadas a necropsia em ependorfs e conservadas a -20°C, foram
submetidas a técnica de nested-PCR para T. gondii (Lin et al. 2000) no
Laboratorio de Viroses de Bovideos, Instituto Biologico, Sao Paulo.
A extracao do DNA foi obtida por Trizol LS (Invitrogen®). Os prim-
ers utilizados foram TOXO-1; 5-GGAACTGCATCCGTTCATGAG-3’ e
primer reverso TOXO 2;5- TCTTTAAAGCGTTCGTGGTC-3’); a leitura
foi feita em gel de agarose 2%. Amostras de soro sangiiineo das
maes dos produtos enviados foram testadas para Toxoplasma gondii
(Hemaglutinagao indireta) e virus da Artrite e Encefalite Caprina
(CAEV) pela técnica de Agar Gel Imunodifusao.

RESULTADOS

O rebanho possuia, em 2005, um total de 240 cabras da raca
Boer, sendo 180 fémeas e 60 machos. Os problemas
reprodutivos estavam sendo observados por mais de um ano
e nao havia nenhum registro de vacina¢ao no rebanho, ape-
nas de dosificacoes com anti-helminticos. De 70 fémeas
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prenhas em 2005, 20 abortaram (trés mumificados), tiveram
produtos natimortos ou que morreram logo apo6s o parto.
Seis desses 20 casos foram enviados ao SPV para diagnéstico.
Alteragoes macroscopicas foram vistas somente em dois ani-
mais e se caracterizaram por linfonodos mesentéricos pali-
dos e aumentados (Caso 1) e pulmoes com edema e areas
avermelhadas intercaladas com areas claras (Casos 1 e 5). Na
microscopia, as alteracoes no sistema nervoso central foram
encefalite nao supurativa multifocal moderada com necrose
(Fig,1), (Casos 1, 3 e 4), meningoencefalite nao supurativa
multifocal moderada associada a meningite nao supurativa
focalmente extensa e acentuada (Caso 5), gliose multifocal
leve (Caso 6) e mielite nao supurativa multifocal moderada
(Caso 2). Dois padroes de pneumonia foram observados: pneu-
monia intersticial piogranulomatosa difusa moderada com
presenca de células gigantes (Caso 1) e pneumonia intersticial
mononuclear com area de necrose (Fig.2) difusa moderada
(Casos 3 e 4). No Caso 1, havia hepatite mononuclear

periportal leve, miocardite mononuclear leve, nefrite
intersticial mononuclear multifocal moderada e linfadenite

Fig.1. Encefalite necrosante nao supurativa focal acentuada (Caso
3). HE, 0bj.20.

Fig.2. Pneumonia intersticial mononuclear associada a necrose fo-
cal (Caso 4). HE, 0bj.20.
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granulomatosa multifocal acentuada (Fig.3 e 4). A imunoisto-
quimica para T. gondii foi positiva somente no Caso 1, em cujo
foco de encefalite foram observados grupos de taquizoitos e
cistos (Fig.5). Todas as amostras testadas na imunoistoquimica
anti-N. caninum foram negativas. Exceto pelo caso 1 (que nao
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Fig.3. Linfadenite granulomatosa focal subcapsular (Caso 1). HE,
obj.40.

Fig.4. Linfadenite granulomatosa com necrose caseosa e minerali-
zacao (Caso 1). HE, obj.20

Fig.5. Imunoistoquimica anti-Toxoplasma gondii em cérebro de feto
caprino. Presenca de cisto marcado com DAB (Caso 1). Obj.100.

foi testado), os demais foram positivos no teste de nested-PCR
para T. gondii. O produto de amplificacao esperado foi 98pb.
No Quadro 1 esta apresentada a sintese dos achados histo-
patologicos, imunoistoquimicos e de nested-PCR bem como
a sorologia por hemaglutinacao indireta para T. gondii das
amostras das maes dos fetos enviados. A imunodifusao para
CAEV foi negativa nas amostras dos seis casos, assim como
a bacteriologia e a imunofluorescéncia direta para Leptos-

pira sp.

Quadro 1. Achados clinicos, histopatol6gicos, imunoistoquimicos e moleculares em seis fetos caprinos natimortos, neonatos ou
abortados e titulos sorolégicos anti-Toxoplasma gondii das respectivas maes

Caso Categoria Sexo, idade  Titulos Ac ~ Orgdos examinados? Alteragoes histopatologicas (HE) Testes para T. gondii
maes (HI) IHQ Nested-PCR
1 Neonato ~ Macho, 8 dias  1:2048 CE,C,R, T, E LN, P, MM, B.  Encefalite ndo supurativa e malacia multifocal, + Nao realizado
miocardite mononuclear, nefrite intersticial mononu-
clear multifocal, hepatite periportal mononuclear,
linfadenite granulomatosa multifocal e pneumonia
intersticial piogranulomatosa difusa
2 Natimorto ~ Macho, NdP 1:2048 CE, ME, C, MM, T, P, R. Mielite nao supurativa multifocal - +
3 Natimorto Fémea, Nd 1:2048 CE,EC, P, MM, R, T, B. Encefalite nao supurativa e malacia multifocal e pneu- - +
monia intersticial mononuclear difusa
4 Natimorto Macho, Nd 1:512 CE, R, F, C, ME, MM, B. Encefalite nao supurativa e malacia multifocal, pneu- - +
monia intersticial mononuclear difusa e necrose de
foliculos linfoides do bago
5 Neonato ~ Macho, 3 dias  1:2048 CE, ME,P,R,MM, T,Be C. Meningoencefalite nao supurativa multifocal e me- - +
ningite nao supurativa focalmente extensa
6 Aborto* Nd, 3 fetos 1:2048 CE,ER,PLeP. Gliose multifocal - +
mumificados

a4 CE= cérebro, C= cora¢ao, R= rim, T= timo, F= figado, LN= linfonodo mesentérico, P= pulmao, MM= misculo esquelético, B= baco, ME= medula

espinhal, PL= placenta, "Nd = Nao determinada.
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DISCUSSAO

Abortos por Toxoplasma gondii tém distribuicao mundial e ta-
xas de prevaléncia que variam de 6.4- 27.2% (Bekele & Kasali
1989, Chanton-Greutmann et al. 2002, Masala et al. 2003,
Sharma et al. 2003). Quadros clinico-patologicos diversos tém
sido associados com a doenga (Burridge 1980). Entretanto,
perdas reprodutivas tais como morte embrionaria, morte fetal,
mumificagcao, aborto, natimortalidade e morte neonatal sao
os achados mais comuns (Blewett 1983, McSporran et al. 1985),
tendo sido também nesse estudo os achados clinicos obser-
vados. Os achados clinicos, macroscopicos, histopatologicos,
sorologicos, imunoistoquimicos e moleculares foram carac-
teristicos da infeccao por Toxoplasma gondii. Em geral, lesoes
em tecidos fetais sao achados microscopicos, particularmen-
te observadas no cérebro, figado e pulmao (Hartley & Kater
1963, Beverley et al. 1971, Dubey & Beattie 1988). Encefalite
nao supurativa e gliose multifocal tém sido freqiientemente
descritas nas perdas por Toxoplasma sp. (Munday & Mason
1979, Dubey & Bettie 1988, Buxton 1991), o que também foi
confirmado aqui. Areas branco-amareladas com cerca de 2mm
de diametro nos cotilédones da placenta (Hartley & Kater 1963,
Beverley et al. 1971), microscopicamente correspondentes a
areas de necrose e mineralizacao, também tém sido descritas
(Dubey 1980). Tais achados nao foram confirmados, pois ne-
nhuma alteracao foi observada em apenas uma placenta en-
viada para diagnéstico. Animais jovens, imunodeprimidos e
com infecgao sistémica por Toxoplasma gondii geralmente de-
senvolvem pneumonia intersticial, hepatite necrosante focal,
linfadenite, miocardite e meningoencefalite nao supurativa
(Dubey et al. 1987, Hartley & Dubey 1991, Barker et al. 1992,
Reddacliff et al. 1993). Essas alteracoes foram vistas nos Ca-
sos 1 e 5, ambos neonatos de 8 e 3 dias de idade, respectiva-
mente, e que nasceram fracos e morreram subseqiientemen-
te. Nao foram observados cistos de T. gondii nas coloragoes
de hematoxilina-eosina, o que pode estar relacionado a difi-
culdade de detectar cistos degenerados em coloragoes
histologicas rotineiras (Uggla et al. 1987).

Técnicas sorologicas tém sido implementadas para detec-
tar anticorpos de T. gondii em amostras de soro sangtiineo de
animais adultos (Wilson et al. 1990, Figueiredo et al. 2001,
Massala et al. 2003). A hemaglutinacao indireta tem sido o
teste mais utilizado devido a rapidez de execucao e baixo
custo (Chang et al. 1985). Os altos titulos de anticorpos ma-
ternos contra T. gondii nao foram associados com histoérico
de vacinagao, devendo, portanto estarem associados com in-
feccao. Nesse sentido, a sorologia das maes contribuiu para o
diagnostico da doenga no rebanho. A deteccao de T. gondii
nos tecidos fetais foi obtida por imunoistoquimica e nested-
PCR em fragmentos de cérebro, figado e coragao. Estudos tém
ressaltado a importancia da técnica de PCR para o diagnosti-
co complementar de toxoplasmose, inclusive com potencial
para aplicacao na rotina. A técnica tem sido intensivamente
utilizada por pesquisadores (Lin et al. 2000, Masala et al. 2003,
Sreekumar et al. 2004) devido a alta sensibilidade que tem
demonstrado em comparagao com a imunoistoquimica, as-
pecto que também foi confirmado nesse relato. As infeccoes
por Sarcocystis sp, Neospora caninum e virus da CAEV devem
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ser consideradas no diagnostico diferencial de Toxoplasma
gondii. A infeccao por Sarcocystis sp foi descartada, pois os
protozoarios nao foram encontrados no interior de células
endoteliais, nem apresentaram formato em roseta, caracte-
ristica morfol6gica marcante de Sarcocystis sp. A infec¢ao por
Neospora caninum em caprinos tem sido esporadicamente des-
crita (Corbellini et al. 2001), mas também foi descartada pela
imunoistoquimica (Dubey 1977). A possibilidade de infeccao
por CAEV foi considerada em fun¢ao da malacia que acompa-
nhava a encefalite na maioria dos casos, porém o resultado
sorologico negativo em todos os animais do rebanho a ex-
cluiu. A forma de infec¢ao desse surto nao pode ser determi-
nada, mas a ingestao de oocistos de T. gondii que passa a ser
liberado nas fezes de gatos é considerada a principal fonte de
infeccao (Dubey & Bettie 1988) e, pelo menos dois gatos eram
mantidos na propriedade. Em conseqtiéncia dos resultados
observados, ressalta-se a necessidade de incluir Toxoplasma
gondii entre as causas de perdas reprodutivas em caprinos no
Brasil.
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