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associadas com as vias de infec¢cao*

Cystoisospora ohioensis (Dubey, 1975) Frenkel, 1977 (Apicomplexa:
Cystoisosporinae) of the dog: biological diferences associated with the
ways of infection
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Resumo

Diferengas biolégicas e pleomorfismo nos oocistos foram observadas, quando caezinhos foram infectados experimentalmen-
te com Cystoisosora ohioensis. Para tanto, utilizaram-se seis filhotes recentemente desmamados de uma cadela livre de
coccidios, com aproximadamente um més de idade. Dois deles foram infectados com oocistos esporulados, dois outros com
visceras trituradas, contendo hipnozoitas, e os dois Gltimos deixados como controles. Diariamente, o total de fezes eliminadas
por cada grupo foi recolhido e os oocistos deixados -esporular em bicromato de potassium a 2,5% por 72 horas a temperatura
ambiente. Os animais infectados com hipnozoitas eliminaram oocistos em suas fezes quatro dias apés a infecgao (DAl),
persistindo por um periodo de 27 DAI, enquanto os infectados com oocistos esporulados eliminaram oocistos em suas fezes
aos cinco DAI, persistindo a eliminagdo por 23 DAL Os filhotes infectados com hipnozoitas eliminaram mais oocistos com um
maxima de 2.565 oocistos aos 25 DAI que os outros infectados com oocistos que tiveram uma eliminagdo maxima de 2.778
oocistos aos 5 DAI. Foi observada ainda diferenga significativa entre os diametros maiores dos oocistos presentes nas fezes
dos- caes infectados com hipnozoitas em comparagao com os dos cées infectados com oocistos. Os oocistos eliminados nas
fezes dos caes, sejam infectados com hipnozoitas ou oocistos esporulados, mediram 26,40 + 1,69 por 24,47 + 1,36 e 25,28 +
2,12 por 23,32 + 2,18 um respectivamente.

Palavras- chave: Cystoisospora ohioensis, caes, infec¢ao experimental, oocistos, hipnozoitas.

Abstract
Biological differences ‘and pleomorphism of the oocysts were observed, when puppies were experimentally infected by
Cystoisosora ohioensis. For so much, six animal with approximately a month of age and recently weaned of a beach free of
coccidia were infected. Two of them were infected by esporulated oocysts, two other infected by grinded mice visceras, contended
. hypnozoites. The last ones were left as controls. Daily, the total volume of feces shed by each group were ‘collected e to obtained
esporulated oocysts were left to aeration in potassium dicromate 2.5% for 72 h at environment temperature. The animals
inoculated with hypnozoites shed oocysts in their feces at 4 days after infection (DAI) persinsting up to 27 DAI, while which those
. inoculated with oocysts shed oocysts in their feces at 5 DAl persisting up to 23 DAI. Puppies infected by hypnozoites eliminated
~ more oocysts with a maximum of 2,565 oocysts at 25 DA than other ones infected by oocysts with a maximum of 2,778 oocysts
at 5 DAI. A side these results, the way of infection determined significant difference in the length of oocysts, when they were shed
by dogs induced by hypnozoites (26.40 + 1.69 by 24.47 + 1.36 um) or esporulated oocysts. (25.28 + 2.12 by 23.32 + 2.18 mm).
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Introdugao

A diarréia é muito comum em filhotes de caes e gatos. Nes-
tes animais essa sindrome pode ser desencadeada princi-
palmente por fatores ambientais, virais e parasitarios, levan-
do a desidratagao e morte {Alves, 2000).

Cystoisospora ohioensis ¢ um parasita que tem seu desen-
volvimento nas células epiteliais do jejuno, ceco e célon de
seu hospedeiro definitivo, canideos, promovendo entao um
quadro caracterizado por diarréia com presenca de muco ou
sangue, desidratagao, anorexia e depressdo (Dubey, 1978),
onde os animais podem se infectar por duas formas: pela
ingestéo de oocistos esporulados presentes no meio ambi-
ente, ou pela ingestdao de visceras de animais previamente
infectados contendo cistos. Estes cistos sdo caracterizados
como monoz6icos por conter apenas um hipnozoita no seu
interior, além de possuir parede fina ao seu redor. Sao, em
sua maioria, encontrados em 6rgaos linféides (Smith, 1981).

As infecgbes por espécies de Cystoisospora tém sido obser-
vadas com mais freqliéncia em criagbes, onde a aglomera-
¢éo facilita a disseminagao desta parasitose. Desta manei-
ra, os animais jovens sdo os mais afetados, podendo-se
observar um quadro de diarréia associado a formas
enteroepiteliais livres destes parasitos, apesar de serem
observados poucos oocistos nas fezes (Loss, Lopes, 1992;
Dubey, 1992; Greene, 1993). Aiém disso, a idade é um im-
portante fator na determinacdo da severidade da doencga, o
filhote é mais propenso a doenca (Georgi, Georgi, 1992), do
que os adultos (Levine, 1985). : ‘ ’

Este trabalho teve como objetivo analisar comparativamente

o periodo pré-patente, patente e avaliar a quantidade de .

- oocistos eliminados ‘diariamente nas fezes e suas diferen-
¢as morfométricas em dois grupos de filhotes infectados ex-
perimentalmente com oocistos esporulados e com macerado
de visceras de camundongos contendo hipnozoitas.

Material e métodqs

Neste experimento, foram utilizados cinco camundongos
albinos provenientes do Biotério Central da Fundagao Institu-
to Oswaldo Cruz (FIOCRUZ) e seis filhotes de uma cadela
livres de coccidios. Estes foram vermifugados aos 25 e des-
mamados aos 35 dias de idade. Os animais foram coloca-
dos em gaiola apropriada para a espécie, sendo fornecidas
aos mesmos agua e ragado ad libitum.

Oocistos oriundos de uma infecgao natural foram concentra-
dos e contados em camara de Newbauer, sendo o tamanho
do indculo definido de modo que cada camundongo e
caozinho recebesse 0,5 ml da suspensao contendo 105
oocistos esporulados de C. ohioensis

Cinco camundongos foram inoculados com 105 oocistos de
C. ohioensis. Estes foram sacrificados aos 60 dias apos
inoculagdo (DAI), sendo seus 6rgaos triturados com ajuda
de um mixer (Braun Handblender MR 310- Brasil),
- homogeneizado em solugao 0,9% salina, e divididos em vo-
lumes iguais.

Os seis filhotes selecionados foram divididos em trés gru-
pos aleatoriamente, constituidos de dois filhotes cada. O pri-
meiro grupo foi infectado por via oral, com homogeneizado
de 6rgao de camundongos contendo hipnozoitas, o segundo

com 10° oocistos esporulados, por.via oral e o terceiro grupo
serviu como controle. Os oocistos recuperados nas fezes
destes filhotes foram quantificados diariamente pela Técnica
de Centrifugo-Flutuagdo, com pequena modificacdo descrita
a seguir. A quantidade individual de fezes eliminada diaria-
mente foi coletada, pesada e homogeneizada, sendo retirado
um grama, colocado em um frasco de Erlenmayer de 125mi,
adicionando-se 100ml de agua destilada e misturados, ob-
tendo-se uma suspens&o, de onde foram retirados 10mi que
foram colocados em tubo de Centrifuga de 15ml e centrifugado
por cinco minutos a 200 x g. O sobrenadante foi descartado e
o sedimento ressuspendido em 10ml de solugéo saturada
de agucar, seguida de nova centrifugagéo por 5min a 200 x g.
Apds a centrifugagdo o tubo de centrifuga foi preenchido com
solugao saturada de aglcar até a formagao de um menisco
onde foi sobreposta uma laminula, e deixada por 10 minutos.
A laminula foi retirada e colocada sobre 1amina e observada
ao microscdpio. O total de oocistos presentes entre lamina e
laminula foi multiplicado por 10, para se obter o nimero de
oocistos por grama de fezes (OoPG). O total de oocistos eli-
minados pelos caes diariamente foi calculado multiplicando-
se 0 OoPG pelo total do peso em gramas das fezes coletadas
diariamente.

Os oocistos coletados, diariamente, dos dois grupos, foram
acondicionados em dois frascos e a seguir adicionado
bicromato de potassio 2,5% em dois frascos limpos, deixan-
do-os esporular & temperatura ambiente. A aceleragao da
esporulag@o se deu com auxilio de uma bomba de aquario,
seguida de armazenamento a temperatura de refrigeracao
para uso posterior. Do material de ambos os grupos foi retira-
da aliquota de 10ml e feitas dez mensuragdes dos diametros
maior (DM) e menor (dm) dos oocistos esporulados e dos
esporocistos obtidos a cada dia de eliminagao. Para isso foi
utilizado um microscépio biocular H. M.Lutz/ Leitz, com ocular
micrométrica PZO-K15X. O indice morfométrico foi calculado,
tanto para os oocistos esporulados quanto para os
esporocistos. :

As médias, desvio-padréo e o Teste t de Student foram utiliza-
dos nos dados obtidos, conforme o programa Graph Pad
Instat'™, Copyright 1990-1994, Graf Pad Softwere v2-05
9504225. )

Resuitados e discussio

Os caes do grupo Hipnozoita (GH) e os do grupo Esporozoita
(GE), eliminaram oocistos nas fezes no 42 e 52 DA, respecti-
vamente (Figura 1). Rocha, Lopes (1971) observaram um
periodo pré-patente em caes inoculados com oocistos
esporulados de 3 a 7 dias. Além disso, achados semelhan-
tes a estes resultados foram observados por Dubey (1977),
tanto para infecgao com hipnozoitas quanto para esporozoitas,
sugerindo uma distingdo bioldgica entre as duas formas de
infeccdo do parasita Dubey (1992).

C numero de oocistos eliminados por grama de fezes (OoPQG)
diariamente pelos caes dos GH e GE foram semelhantes até
0 212 DAI, quande os animais do GH tiveram um novo aumen-
to de oocistos eliminados (Figura 1). Os animais deste grupo
tiveram eliminagdo média maxima diaria no 252 DAI de 3.7 x
10° e eliminaram oocistos em suas fezes até o 27¢ DA, dife-
rindo dos.animais do GE, que tiveram eliminagao média ma-
xima diaria no 52 DAl de 2,7 x 10° OoPG e eliminaram oocistos
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Figura 1: Eliminagcao média diaria de oocistos por grama de fezes
dividido por 1.000 (OOPG/1000) dos caes inoculados por via oral com
visceras de camundongos, previamente infectados com 100.000 oocistos
esporulados de Cystoisospora ohioensis (Hipnozoitas) e inoculados por
via oral com 100.000 oocistos esporulados de C. ohioensis (Oocisto).

até 0 232 DAl (Figura 2). A paténcia de C. ohioensis pode variar
de 13 a 23 dias de acordo com Mahrt (1966) e Dubey (1975).
No entanto, estudos comparativos da paténcia induzida pe-
las duas formas de infecg@o nao foram encontrados na litera-
tura consultada. Fica evidente, portanto, que os animais que
foram inoculados com hipnozoitas (GH) tiveram um periodo
pré-patente menor, eliminaram um maior nimero de oocistos
€ apresentaram uma paténcia maior, reforgando a hipétese
de serem distintos biologicamente os dois estagios do para-
sita como foi sugerido por Dubey, 1992.

Os oocistos de C.ohioensis recuperados dos caes do grupo
que foi inoculado com visceras de camundongos infectados,
previamente, com 10° oocistos esporulados (GH) e do grupo
que foi inoculado com 10° oocistos esporulados (GE) tiveram
as médias de 100 oocistos DM de 26,40 + 1,69 e dm de 24,47
+1,36 pm e DM 25,28+ 2,12 e dm de 23,32 + 2,18 pm respec-
tivamente (Tabela 1). As medidas do DM dos oocistos do GH
foram maiores (P £ 0,05) que as do GE e as medidas do dm
para'os mesmos grupos néo foram significantes (P 3 0,05)
(Tabela 1). Nao foram ainda observadas diferengas (p30,05)
para os DM e dm dos esporozoitas medidos , comparando-
se as duas formas de infecgdo (Tabela 1). Estas medidas
correspondem as medidas dos oocistos de C.ohioensis ob-
servadas por Rocha, Lopes (1971), Dubey (1975) e Dubey
~(1992). .
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Figura 2: Eliminagao média didria total de oocistos dividido por 10.000
dos caes inoculados, via oral, com visceras de camundongos,
previamente infectados com 100.000 oocistos esporulados . de

Cystoisospora ohioensis (Hipnozoitas) e inoculado por via oral com
100.000 oocistos esporulados de C. ohioensis {Oocisto).

O IM para as medidas dos oocistos e esporocistos recupera-
dos dos GH e GE foram semelhantes (Tabela 1). Em que
pese a aparente diferenca morfométrica dos DM dos oocistos
eliminados pelos caes dos grupos pesquisados, estas nao
foram suficientes para modificar a forma subesférica a ovéide
de C. ohioensis conforme as observagdes prévias de Rocha,
Lopes (1971) (Figura 3).

Figura 3: Cystoisospora ohioensis, solugao saturada de agucar (— =
5um). Oocisto esporulado. :

Tabela 1: Dimensdes dos diametros dos oocistos, esporocistos e do respectivo indice
morfométrico em uma infecgao experimental por Cystoisospora ohioensis em caes.

Conclusées
b C

GH GE e As duas formas infectantes de C.
- - ohioensis tiveram diferengas bioldgicas
FORMAS®  DIAMETROS (um) INDICE DIAMETROS (um) INDICE quanto a infecgao experimental em
MORFOMETRICO MORFOMETRICO caes, sugerindo ser a via de infecgao
MAIOR MENOR MAIOR MENOR por camivorismo, mais importante no

ciclo do parasito estudado.
Occisto 26404169  24.47+1.36° 1,08+0,04 25284212 23324218 1.08+0.06 « O aparente pleomorfismo observado
. nos DM dos oocistos eliminados pe-
Esporocisto  18,97+1.77  12.00+1.45 1,5940.,17 18024191 11,59+157 1574012 los caes, infectados seja com

2Numero de formas medidas=100.

*Animais inoculados, via oral, com visceras de camundongos, previamente, infectados com 103

oocistos esporulados de C. ohioensis.

°Animais inoculados, via oral com 10° oocistos esporulados de C.ohioensis.

%(p<0,05)

hipnozoitas ou esporozoitas, estao
mais relacionados com as vias de in-
fecc@o do parasito do que numa pos-
sivel variante da espécie estudada.
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