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RESUMO

Rodrigues, Janaina da Soledad. A codorna japonesa (Coturnix japonica) como hospedeiro
para Cystoisospora felis (Wenyon, 1923) Frenkel, 1977 (Apicomplexa: Cystoisosporinae).
2010. 68p. Dissertagdo (Mestrado em Ciéncias Veterinarias, Parasitologia Veterinaria).

Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2010.

Cystoisospora felis ¢ um parasito intracelular obrigatorio que acomete felideos de diversas
espécies, que podem se contaminar tanto pela ingestdo de oocistos esporulados, quanto pela
ingestdo de tecidos de hospedeiros intermediarios infectados previamente com oocistos
esporulados. Neste estudo, 10 codornas japonesas foram infectadas com um inoculo puro de
oocistos esporulados de C. felis na concentragdo de 1 x 10°, e apos 60 dias, bago, figado e
bursa dessas codornas infectadas foram oferecidos a trés filhotes de gato livres de infecgdo.
Um quarto gato ainda foi infectado com uma suspensdo de 1 x 10° oocistos esporulados de C.
felis por via oral. Apos o inicio da eliminagdo, os oocistos foram colocados para esporular e,
apods a esporulacdo, 50 oocistos oriundos de cada infec¢do foram mensurados, tendo como
médias de didmetros maior (DM), menor (dm) e indice morfométrico os seguintes valores:
44,304+2,30, 31,30+1,90 um e 1,40+0,1 para os oriundos do animal infectado com figado,
46,30+2,20, 32,90+1,90 pm e 1,40+0,1 para os oocistos do animal infectado com baco,
44,804+2,20, 31,20+1,60 um e 1,40+0,1 para os oocistos oriundos do animal infectado com
bursa ¢ 43,60+1,60, 30,80£1,60 um e 1,40+0,1 para os oocistos do animal que recebeu
oocistos por via oral. Ao analisar a distribui¢do da frequéncia dos valores dessas medidas,
pude-se observar que quando a fonte de infecgao utilizada foi figado e baco, a distribui¢do foi
mais homogénea, o que ndo ocorreu quando utilizou-se bursa cloacal ou oocistos esporulados
como fonte de infec¢do. Com estes resultados foi possivel concluir que ndo se observaram
diferencas significativas na morfometria dos oocistos de C. felis independente da fonte de
infeccdo. Além disso, os periodos pré-patente e patente foram semelhantes quando os gatos
livres de infec¢do foram alimentados com visceras de codornas, infectadas previamente com
oocistos esporulados de C. felis em compara¢io com o animal que recebeu 1 x 10° oocistos
esporulados por via oral.

Palavras chave: Cystoisospora felis, ciclo bioldgico, infecgdo experimental, novo hospedeiro.



ABSTRACT

Rodrigues, Janaina da Soledad. The Japanese quail (Coturnix japonica) as a host for
Cystoisospora felis (Wenyon, 1923) Frenkel, 1977 (Apicomplexa: Cystoisosporinae).
2010. 68p. Dissertation (Master in Veterinary Science, Veterinary Parasitology). Instituto de

Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2010.

Cystoisospora felis is an obligatory intracellular parasite that infecting felines of diverse
species, that were contaminated by ingesting sporulated oocysts end/or intermediated host
harboring monozoic cysts of this species. In this study, 10 Japanese quails were infected with
a pure inoculum consisted by 10° sporulated oocysts of C. felis, after 60 days post infection,
liver, spleen, and bursa of Fabricius were removed from each quail and they were given to
feed to 3 kittens separately. A forth kitten was infected with 10° sporulated oocysts orally.
After shedding oocysts by kittens, they were allowed to sporulate. After that, 50 sporulated
oocysts of each infection were measured, having as means of Length, Width and Shape Index
the following values: 44.30+2.30, 31.30+1.90 pm and 1.40+0.1 from kitten fed on liver,
46.3042.20, 32.90+1.90 pm and 1.40+0.1 from kitten fed on spleen, 44.80+2.20, 31.20+1.60
um and 1.40+0.1 from kitten fed on bursa of Fabricius, and 43.60+1.60, 30.80+£1.60 um and
1.40+0.1 from kitten infected with sporulated oocysts orally as well as C. felis prepatent and
patent periods. By analyzing the frequency of the distribution of values was observed that
when the source of infection were liver and spleen, the distribution was more homogeneous,
which did not occur when was used cloacal bursa or sporulated oocysts as sources of
infection. As conclusions in this work, there were no significant differences among de
morphometry of the sporulated oocysts, independent of the source of infection. Moreover, the
pre-patent and patent were similar when cats fed on infected viscera of quails experimentally
infected with sporulated oocysts of C. felis previously when compared with the animal that
received 1x10° sporulated oocysts orally.

Keywords: Cystoisospora felis, life cicle, experimental infection, new host.
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1 INTRODUCAO

A familia Sarcocystidae Poche, 1913 ¢ uma das familias mais estudadas da subordem
Eimeriorina Leger, 1911, na qual estdo incluidos individuos do Filo Apicomplexa Levine,
1970, coccidios parasitas do intestino delgado de cordados. Esta familia tradicionalmente
abrange espécies bem estudadas, como Toxoplasma gondii Nicolle e Manceaux, 1909,
Neospora caninum Dubey et al., 1988, Hammondia hammondii Frenkel e Dubey, 1975; H.
heydorni (Tadros e Laarman, 1976) Dubey, 1977, espécies do género Sarcocystis Lankester,
1882; espécies do género Besnoitia Henry, 1913 e finalmente as espécies do género
Cystoisospora Frenkel, 1977.

Uma das peculiaridades desta familia é possuir ciclo heteroxeno obrigatorio ou
facultativo, onde a relagdo presa-predador entre os hospederios vetebrados seria a vertente
mais importante para o fechamento do ciclo biologico. As formas nos hospedeiros
intermediarios sdo apenas proliferativas ou de desenvolvimento troéfico, mas contribuem de
maneira substancial para a manutencao e a transmissao desses parasitos entre vertebrados.

Cystoisospora ¢ um dos géneros desta familia mais recentemente inclusos na familia
Sarcocistidae, tendo sido descrito no final da década de 70. Talvez por esse motivo, ainda sdo
poucos os hospedeiros intermediarios que participam de sua dispersdo, em especial para a
espécie C. felis, que possui um ciclo biologico muito semelhante ao de Toxoplasma gondii.

O objetivo deste trabalho foi comprovar a capacidade das codornas japonesas de
servirem como hospedeiros intermediarios de C. felis, para tanto foram estudadas algumas das
caracteristicas biologicas e morfométricas desta espécie, bem como ainda avaliar o tropismo
da distribuicdo sistémica dos hipnozoitos nos 6rgdos das codornas japonesas a partir de

infeccao experimental.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 A familia Sarcocystidae Poche, 1913

Membros desta familia tiveram até pouco tempo uma fase obscura sobre a sua real
classificagdo. Espécies do género Sarcocystis, Besnoitia ¢ Toxoplasma antes do final da
década de 60 e inicio da de 70 s6 se conheciam as suas formas cisticas e algumas
proliferativas para 7. gondii o que os colocavam em classificacdo duvidosa (SMITH, 1981).
Com a caracterizagdo de formas merogonicas e cisticas no hospedeiros intermedidrios e a
formag¢do de oocistos oriundos de fases sexuadas nos hospedeiros definitivos foram
inicialmente elucidadas por Dubey et al. (1970) e Fayer e Johnson (1973). Além disso, seus
oocistos quando esporulados eram dispdricos tetrazdicos e tinham em substituicdo ao corpo
de stieda, fraturas na parede dos esporocistos (BOX et al., 1980). Desta maneira, foram todos
classificados como heteroxenos com formas merogdnicas e cisticas em vertebrados que
participavam da cadeia alimentar de carnivoros e onivoros. Estes tltimos seriam responsaveis
pela produgdo de oocistos que seriam eliminados nas fezes (ODENING, 1998). Servindo
assim, como fonte de infec¢do para novos vertebrados herbivoros e onivoros (SMITH, 1981).
Com base nesse conhecimento, outros géneros foram incluidos nesta familia como Neospora
(MUGRIDGE et al., 2000) e outras espécies em Cystoisospora (SAMARASUNGHE et al.,
2008).

2.2 O género Cystoisospora Frenkel, 1977.

Este género foi descrito primeiramente como Isospora por Schneider em 1881 e sua
taxonomia tem gerado controvérsia desde entdo. Entre 1972 e 1979, uma série de estudos foi
conduzida, tendo como resultado marcante a capacidade de I. felis e I rivolta em formar
cistos monozdicos em hospedeiros intermediarios, em especial, nos linfonodos mesentéricos
de roedores (DUBEY; FRENKEL, 1972, FRENKEL; DUBEY, 1972, DUBEY, 1979).
Frenkel, em 1977, aproveitando os resultados obtidos, incluiu ambas as espécies em um novo
género, Cystoisospora, alocando nele as espécies de Isospora encontradas em caes e gatos, a
respeito das quais, até aquele momento, ja se conhecia a capacidade em formar cistos
monozdicos em hospedeiros intermedidrios e a capacidade destes de serem infecciosos para

seus hospedeiros definitivos.



Este novo género foi inicialmente alocado na familia Eimeriidae, baseado no fato de
seu ciclo homoxeno ser muito similar aos das espécies de Eimeria (LEVINE, 1988). Contudo,
estudos usando andlises filogenéticas do gene rRNA 18S mostraram que o género
Cystoisospora ¢ mais proximo dos géneros Toxoplasma, Neospora e Sarcocystis que ao
género Eimeria, indicando que melhor seria que o género Cystoisospora fosse incluido na
familia Sarcocistidae, juntamente com coccidios formadores de cistos (CARRENO et al.,
1998; FRANZEN et al., 2000; SAMARASINGHE et al., 2008). Outro detalhe que chama
atencdo seria a auséncia de corpo de Stieda e a presenca de fraturas nos esporocistos de
oocistos de espécies do género Cystoisospora, que os aproxima das espécies da familia
Sarcocystidae. Desta maneira, além das ja inclusas como espécies do Género Cystoisospora,
C. felis e C. rivolta do gato e C. canis e C. ohioensis do cao, foram acrescidos a este género as
espécies C. belli, antiga I belli do homem e C. suis, antiga I suis de suinos
(SAMARASINGHE et al., 2008).

Além disso, Barta et al. (2005) atribuiram que todos os oocistos disporicos, tetrazoicos
de mamiferos sem corpo de Stieda em seus esporocistos fossem alocados no género
Cystoisospora e todos oocistos também dispdricos, tetrazdicos de passaros porém com corpo

de stieda em seus esporocistos, pertenceriam ao género Isospora.

2.3. A espécie Cystoisospora felis (Wenyon, 1923) Frenkel, 1977.

Esta espécie faz parte da familia Sarcocystidae, subfamilia Cystoisosporinae, sendo
capaz de infectar varios hospedeiros homeotérmicos (SMITH, 1981). Cystoisospora felis €
um parasito intracelular obrigatério e pode desenvolver ciclo heteroxenico facultativo e
apresentar formas extra-intestinais caracterizadas por hipnozoitas em cistos monozodicos e
estes podem estar localizados em varias visceras de hospedeiros intermediarios. A infec¢ao
em felideos ocorre de maneira acidental a partir da ingestdo de oocistos esporulados assim
como visceras contendo hipnozoitos (DUBEY; FRENKEL, 1972).

O coccidio intestinal C. felis ja foi alocado intimeras vezes entre diferentes tdxons da
arvore taxionomica zoologica desde a sua primeira observagdo até o presente. Até hoje, a sua
denominacdo ainda causa discussdo. No entanto, evidéncias biologicas, imunoldgicas e
moleculares, tém pesado sobre as antigas classificagdes muitas vezes ainda utilizadas.

A espécie C. felis remonta dos primeiros achados de formas ovdides nas fezes de caes

e gatos, as entdo chamadas psorospermas oviformes ou coccidios. Nesse tempo, tinha-se a



idéia de que caes e gatos compartilhavam as mesmas espécies de coccidios, podendo infectar
seus respectivos tratos gastrointestinais. Assim, C. felis baseia-se nos estudos de Grassi
(1879) sobre Coccidium rivolta do gato, nos de Stiles (1891) acerca de C. bigeminum do cdo e
nos de Wasielewski (1904) sobre Diplospora bigemina. Grassi (1879) descreveu a espécie C.
rivolta do gato doméstico que foi redenominada como Isospora rivolta a partir da criacdo do
género Isospora, em 1881. Em estudos desenvolvidos por Wasielewski em 1904, este
descreve dois coccidios que a época o proprio pensou que se tratava de uma Unica espécie,
com mensuragdes similares as de C. rivolta descritas previamente por Grassi e a futura
espécie 1. felis. Porém, pelo fato de considerar as formas como pleomorfica da espécie por ele
descrita, D. bigemina, Wasielewski faz com que o seu achado se torne nomen nudum.
Wenyon (1923) denominou de /. felis a espécie de Isospora com grandes oocistos eliminados
nas fezes de gatos. Entretanto, Marotel (1921) havia descrito dois anos antes de Wenyon
(1923), como 1. cati o coccidio intestinal com grandes oocistos eliminados nas fezes de gatos
(WENYON, 1926). Finalmente, Frenkel (1977) descreveu o género Cystoisospora, sendo este
proposto formalmente para todas as espécies de Isospora que infectam mamiferos. A
nomeclatura para o género Cystoisospora s6 foi adotada pela lei da prioridade, pois no mesmo
ano, Dubey (1977), descreveu o mesmo parasito adotando o género Levineia, contudo esta foi
considerada como sinonimia para o género Cystoisospora.

A evidéncia de que cdes e gatos compartilhassem mesmas espécies de Isospora
comecou a ser desconsiderada a partir do trabalho de Nemeseri (1960), onde foi observada a
especificidade de /. felis para felideos, dando subsidios para a criacdo da espécie 1. canis, que
compartilha semelhangas morfométricas com a anterior porém com oocistos ovoides em vez
de piriformes, como se observa para . felis.

Utilizando-se a classificacdo mais recente, a espécie C. felis se encontra alocada,

seguindo as propostas apresentadas por Frenkel (1977), Smith (1981) e Corliss (1994):

Império: Eukaryota Corliss, 1994

Reino: Protozoa Goldfuss, 1818

Filo: Apicomplexa Levine, 1970

Classe: Sporozoea Leuckart, 1879

Subclasse: Coccidia Leuckart, 1879

Ordem: Eucoccidiidae Leger e Duboscq, 1910

Subordem: Eimeri(or)ina Leger, 1911



Familia: Sarcocystidae Poche, 1913

Subfamilia: Cystoisosporinae Smith, 1981

Género: Cystoisospora Frenkel, 1977

Espécie: Cystoisospora felis (Wenyon, 1923) Frenkel, 1977

2.4. Hospedeiros definitivos

Felideos domésticos e silvestres sdo hospedeiros definitivos dessa espécie
(HITCHCOCK, 1955; AMARAL et.al., 1966; SHAH, 1971; PATTON; RABINOWITZ,
1994), sendo observado at¢ o momento diversas espécies de felinos consideradas como
passiveis de se infectar com este parasito, sendo descrito como hospedeiro desta espécie a
onga-pintada (Panthera onca) por Barreto e Almeida (1937), a suguarana (Puma concolor)
por Amaral et al. (1966), o leopardo (P. pardus), tigres (P. tigris), o leopardo nublado
(Neofelis nebulosa) estes por Patton e Rabinowitz (1994), o gato-selvagem-europeu (F.
silvestris), a jaguatirica (Leopardus pardalis), o serval (Leptailurus serval), o lince (Lynx
lynx), o ledo (P. leo), o tigre (P. tigris) e o gato-leopardo (Prionalilurus bengalensis) por
Duszynski et al. (2000). Porém, o hospedeiro tipo da espécie ¢ o gato domésticado (Felis

catus), por ter sido nele a primeira descri¢ao de /. felis nas fezes.

2.5. Hospedeiros intermediarios

Vérios animais vém sendo descritos como hospedeiros intermediarios de C. felis,
sendo esses capazes de transmitir a infeccdo para felideos através do carnivorismo. Entre
esses hospedeiros intermedidrios pode-se citar: camundongos, ratos, cdes (FRENKEL;
DUBEY, 1972), cobaios (HERZOG et al., 1993), passaros (LINDSAY; BLAGBURN, 1994),
bovinos (FAYER; FRENKEL, 1979), suinos (CARVALHO FILHO et al., 2003), coelhos
(COSTA; LOPES, 1998), gerbis da Mongolia (CARVALHO FILHO et al., 2004) e frangos
(MASSAD et al., 2002).

De acordo com Levine (1985) os cistos monozodicos podem ser encontrados
principalmente em orgaos ligados ao sistema linfatico, como linfonodos, bago e figado e

também, ocasionalmente na musculatura.



Os o0rgaos extra-intestinais de gatos infectados sao igualmente parasitados, porém em
uma taxa muito menor de multiplicacdo e os hipinozoitos sdao de dificil observagao histoldgica
(DUBEY; FRENKEL, 1972).

Cystoisospora felis pode ser considerada patogénica para camundongos neonatos.
Estes, quando inoculados por via intraperitonial com 10° esporozoitas de C. felis, podem
causar a morte de 100% dos animais em apenas quatro dias. Por outro lado, quando 10°
macrofagos de peritonio de camundongos adultos pré-inoculados com esporozoitas de C. felis
foram inoculados em camundongos neonatos, todos os animais vieram a 6obito 12 dias apds
inoculacdo (FREIRE; LOPES, 1995), do mesmo modo que interfere no ganho de peso de

camundongos infectados por via oral com oocistos esporulados (LOSS; LOPES, 1992a).

2.6 A codorna como um novo hospedeiro intermediario de Cystoisospora felis

Ciclos biologicos de parasitos em que hd o envolvimento de hospedeiros
intermediarios estdo em constante adaptacdo, e a criagdo de aves e mamiferos de forma
associada, passiveis de infec¢do contribuem para o aparecimento de novos hospedeiros
(RUFF, 1999). Sendo assim, muitas aves, sejam silvestres ou domesticadas, servem como
hospedeiros intermediarios, principalmente por serem em sua maioria, animais predados e por
isso, albergam formas cisticas de muitos parasitos, que ficam alojadas nos tecidos dessas aves,
muitas vezes de maneira assintomatica, o que facilita a disseminagdo do parasito no meio
ambiente, como ja foi constatado por Peixoto e Lopes (1991) para frangos naturalmente
infectados com 7. gondii no municipio de Seropédica, Rio de Janeiro. Neste caso, podem
comportar-se como animais sentinela, por albergarem formas cisticas teciduais, j& que viviam

livres a campo.

2.7 Ciclo biologico

Tanto felinos quanto os hospedeiros intermedidrios podem se infectar apds a ingestao
de oocistos esporulados, com esporozoitas viaveis em seu interior. Apds a ingestdo de
oocistos esporulados ou de cistos monozoicos de C. felis, o parasito multiplica-se

extensivamente no intestino delgado dos felinos, produzindo trés geracdes merogdnicas € uma

gametogonia (SHAH, 1971; LOSS 1991).



Os oocistos de C. felis sao eliminados nas fezes dos hospedeiros definitivos na forma
nao esporulada, a exemplo dos individuos da subfamilia Toxoplasmatinae e Cystoisosporinae,
tornando-se esporulados em condi¢des Otimas de temperatura, umidade e oxigenacdo em um
periodo médio de 48 horas apos contato com o meio ambiente (SHAH, 1971).

A ingestdo de visceras contendo as formas de resisténcia extra-intestinais pelo
hospedeiro definitivo faz com que o ciclo se processe como ocorreria com a ingestao de
oocistos esporulados em periodo pré-patente ligeiramente menor do que com a infec¢do por

oocistos esporulados (DUBEY; FRENKEL, 1972, FRENKEL; DUBEY, 1972).

2.8 Distribuicao sistémica das espécies do género Cystoisospora

As formas latentes, cistozoitas ou hipnozoitas, em tecido extraintestinal dos
hospedeiros intermediarios (DUBEY; FRENKEL, 1972) ndo s6 lhes tem assegurado a
sobrevivéncia, mas também se constituem em importante meio de dispersao deste parasito,
uma vez que os cistos permanecem viaveis por um longo periodo e ainda podem permanecer
infectantes por varias semanas ap6s a morte do hospedeiro (FAYER, 1980).

A distribui¢do sist€émica dos hipnozoitas nas diferentes visceras avaliadas e nos
hospedeiros intermediarios até agora estudados indica um tropismo mais acentuado por
linfonodos mesentéricos, bago, figado e placas de Payer (FRENKEL; DUBEY, 1972;
BROSIGKE et al., 1982; FREIRE; LOPES, 1996; COSTA; LOPES, 1997).

Oliveira-Silva (2006) ao cultivar esporozoitas livres de C. belli em diferentes tipos
celulares observou que este tinha capacidade de penetrar e se multiplicar em todos os tipos
celulares utilizados, apesar de ndo terem sido observados formas reprodutivas, como macro e
micogametdcitos. Apesar de toda a reproducdo endogénica deste parasito ocorrer em células
epiteliais do intestino delgado (LINDSAY et al, 1997), em pacientes severamente
imunocomprometidos, cistos monozdicos ja foram observados em linfonodos, no bago, figado
e na lamina propria do intestino delgado do mesmo hospedeiro (FRENKEL et al., 2003).

O cisto monozdico de C. felis se caracteriza como sendo um vactolo parasitoforo
simples, sem a existéncia de uma parede cistica, tipica de cistos de 7. gondii ¢ aderido a uma
camada de material granular eletro-denso (MEHLHORN; MARKUS, 1976).

A denominagdo hipnozoitas foi proposta por Levine (1985). E, desde entdo, o nome

tem sido mais utilizado com para esta forma evolutiva, como j& vinha sendo utilizado para as



formas hepaticas de resisténcia em espécies do género Plasmodium Marchiafava e Celli,
1885.

Dubey (1979) observou que a musculatura esquelética de camundongos inoculados
com oocistos de C. rivolta induzia a eliminacdo de oocistos deste coccidio por gatos.
Entretanto, 0 mesmo autor ndo identificou nenhuma forma do parasito na musculatura através
de histologia ou de impressao de 6rgaos. Costa e Lopes (1998), utilizando a técnica de
digestdo péptica em tecidos de coelhos experimentalmente infectados com oocistos de C.
felis, constataram a presenca de hipnozoitos no figado, bago, linfonodos mesentéricos e placas
de Peyer, sem identifica-los na musculatura esquelética.

Na década de 1980, técnicas de digestao enzimatica de tecidos possibilitaram observar
e isolar hipnozoitos do interior de células parasitadas. A digestdo triptica de tecidos foi uma
das primeiras utilizadas para isolamento desta forma evolutiva (HEINE, 1981, BROSIGKE et
al., 1982). Entretanto, a digestao triptica tende a causar maiores danos aos hipnozoitas e, com
o advento da digestdo péptica de tecidos, uma quantidade maior de formas extra-intestinais
pdde ser recuperada e isolada de tecidos de hospedeiros intermedidrios (FREIRE; LOPES,
1996, DUBEY, 1998, COSTA; LOPES, 1998, OLIVEIRA et al., 2001).

2.9 Aspectos clinicos e patoldgicos da cistoisosporose felina.

A cistoisosporose felina ¢ uma enterite que acomete principalmente animais jovens,
com sinais clinicos discretos, marcados por diarréia com muco, desidratacdo, emagrecimento
e pélos arrepiados (SHAH, 1971, LOSS; LOPES, 1992b). Ao infectar felinos jovens com 10°
oocistos esporulados de C. felis, Tomimura (1957) verificou severa diarréia, anorexia,
emagrecimento, anemia, elevacdo da temperatura e perda de peso, enquanto que Hitchcock
(1955) ndo conseguiu reproduzir os sintomas de enterite, desidratacdo e diarréia ao infectar
felinos jovens com 10° oocistos de C. felis. Loss (1991) observou que filhotes naturalmente
infectados apresentavam sinais clinicos de diarréia, algumas vezes associada a desidratacao,
pelos arrepiados e, em alguns casos, vindo a 6bito.

Ainda, de acordo com Hitchcock (1955), apenas duas geragdes de merontes se
desenvolveriam no epitélio da mucosa intestinal de felinos infectados por C. felis. A terceira
geracdo de merontes identificada por Shah (1971) ¢ similar a segunda identificada por
Hitchcock (1955). Shah (1971) observou, entre as duas geragdes identificadas previamente

por Hitchcock (1955), uma forma merogonica que seria originada sem a exteriorizagdo dos



merozoitas de segunda geracdo a luz intestinal e que se multiplicaria por processo de
endopoligenia.

As lesdes macroscopicas ndo sdo bem identificadas, a ndo ser a expressiva quantidade
de muco, entretanto, a histopatologia, observa-se a perda de epitélio da mucosa do intestino
delgado, em especial do ileo, hiperemia da ldmina propria, infiltrado neutrofilico moderado e
aumento das células caliciformes em areas integras da mucosa intestinal, sendo muitas dessas
lesdes irreversiveis em infec¢des com grande numero de parasitos (SHAH, 1971; LOSS;
LOPES, 1992).

Nao ha evidéncias concretas da existéncia de uma relacdo direta entre doengas
imunossupressoras como a sindrome da imunodeficiéncia felina e a leucemia viral felina, e a
eliminacdo de oocistos de 7. gondii, C. felis ou C. rivolta nas fezes de gatos (LIN et al.,

1990).

2.10 Epidemiologia

A infeccdo por C. felis, assim como C. rivolta ndo podem ser transmitidas pela via
transplacentaria em infecgdes cronicas (DUBEY, 1977), o que os faz diferentes de muitos dos
coccidios da familia Sarcocistidae, no caso 7. gondii e Neospora caninum Dubey et al., 1988
(BARBER; TREES, 1998, DUBEY; FRENKEL, 1998, HIETALA; THURMOND, 1999).
Mesmo sem utilizar esta estratégia epidemioldgica, as espécies do género Cystoisospora
apresentam alta dispersdo entre os hospedeiros definitivos; mais alta at¢ mesmo do que
coccidios que utilizam a transmissao transplacentaria para transitar verticalmente entre seus os
hospedeiros vertebrados.

Além disso, evidéncias recentes t€ém demonstrado que o carnivorismo possui maior
impacto na dispersdo de oocistos por parte dos hospedeiros definitivos do que a ingestdo de
oocistos esporulados (CARVALHO FILHO et al., 2003; MASSAD et al., 2009). A exemplo
de T. gondii, é possivel que a ingestdo de formas teciduais possa promover um maior risco
para os hospedeiros definitivos no meio ambiente em que vivem.

Dubey (1993) afirmou que praticamente todo gato extra-domiciliado estava ou estaria
eliminando oocistos do género Cystoisospora, de modo que, virtualmente, todo gato tornar-
se-ia infectado por coccidios deste género, em especial por C. felis. Esta afirmativa foi
confirmada por Loss (1991) por observar que gatos de rua quando mantidos em gaiolas por

mais de dois dias, mesmo negativos foram capazes de eliminar oocistos de C. felis em suas



fezes. Esta tltima colocacdo indicou que animais supostamente negativos ao exame de fezes
podem ser portadores do parasito e quando submetido a um fator estressante para eliminar
oocistos em suas fezes. Consideragdes estas podem ser observadas em Fayer (1980) quando
discute sobre fatores de diapausa.

Nichol et al. (1981), ao avaliar os parasitos encontrados nas fezes de 92 gatos
silvestres provenientes de cinco regides da Inglaterra, encontraram 4,3% de positividade para
C. felis. Em nenhuma das amostras de fezes estudadas foram encontrados oocistos de outros
coccidios.

Em 96 amostras de fezes coletadas de gatos em clinicas veterinarias particulares,
hospitais-escola e varios criadores em Taiwan, 3,1% das amostras foram positivas para C.
felis e 5,2% para C. rivolta (LIN et al., 1990). Quando em um estudo epidemioldgico ndo-
aleatorio foram analisadas fezes de gatos de rua oriundos de vérias 4reas da Bélgica, a
frequéncia de animais positivos para coccidios do género Cystoisospora foi de 30%, sendo
10% dos exames positivos para C. rivolta e 20% positivo para C. felis (VANPARIJS et al.,
1991), no entanto, ndo se deve esquecer de que, nesse estudo, apenas uma coleta de material
foi feita, diminuindo em muito a chance de se encontrar estes coccidios, ja que os felinos
devem ser avaliados durante o periodo de paténcia para ser considerado como positivo.

Outro estudo sobre inquérito parasitolégico em gatos de Hannover e de suas
imediagdes, na Alemanha, 932 amostras de fezes, 505 de gatos da &rea urbana e 427 da éarea
rural foram pesquisadas, tendo sido observado em 2,0% das amostras oocistos de C. rivolta
sendo de 1,0% na area urbana e de 3,3% na area rural, e em 1,9% oocistos de C. felis de 1,8%
na area urbana e de 2,1% na area rural (MUNDHENKE; DAUGSCHIES, 1999). Um estudo
anterior realizado em trés cidades da mesma Alemanha, porém na regido da Turingia e da
Saxonia, revelou resultados muito diferentes dos encontrados posteriormente em Hannover.
Neste, oocistos de C. felis, C. rivolta e T. gondii estavam presentes respectivamente em 17%,
13% e 3,6% das andlises fecais realizadas em um total de 111 gatos ndo-domiciliados
(RASCHKA et al., 1994). Observa-se que as frequéncias desses coccidios nas fezes de felinos
domesticados variam em muito, mesmo em se tratando de regides proximas, possivelmente
possa estar relacionado ao tipo de hospedeiro intermedidrio predado ou as condig¢des
ambientais existentes.

Gennari et al. (1999) ao analisar 187 amostras de fezes de gatos de diferentes idades,
domiciliados, porém sendo a maioria deles com livre aceso a rua, durante os anos de 1991 a

1995 e tendo como universo, diferentes regides da cidade de Sdo Paulo. A presenga de

10



endoparasitos nas amostras fecais foi determinada em 95,72%. Dos animais examinados.
Oocistos de Cystoisospora foram os mais frequentes, presentes em 38,5% das amostras de
fezes avaliadas. E claro que o presente trabalho ndo reflete a realidade da ocorréncia de
oocistos de coccidios do género Cystoisospora em fezes de felinos, porém oferece um forte
indicativo da ocorréncia deste protozoario no grupo de felinos domiciliados, porém com livre
acesso a rua.

Um estudo realizado no municipio de Campos dos Goytacazes no estado do Rio de
Janeiro indicou que 42,42% dos gatos errantes capturados pelo Servico de Controle de
Zoonoses local nos trés primeiros meses de 2002, 14 de 33 animais, estavam em plena
eliminacdo de oocistos de C. felis ou entrariam em eliminacdo nos 15 dias sucedidos a
captura, concluindo que o estresse da captura sofrido pelos animais exacerbaria a infec¢ao,
sendo responsavel por uma outra eliminacdo (SANTOS et al., 2002), fato este, ja observado
anteriormente por Loss (1991) e indicado previamente por Fayer (1980) ao discutir sobre

fatores de diapausa.

2.11 A Codorna japonesa

2.11.1 Classificacao

Segundo os dados apresentados pelo Museu Nacional de Historia Natural do Instituto
Smithsonian no distrito de Columbia, EUA. (SMITHSONIAN, 2009), a classificacdo seria:

Ordem: Galliformes

Familia: Phasianidae

Sub Familia: Perdicinae

Género: Coturnix

Espécie: C. japonica

2.11.2 Historico

A codorna japonesa pertence ao grupo dos galinaceos, que com aproximadamente 70
géneros, ¢ um dos mais ricos em espécies. No género Coturnix, a maioria das espécies ¢
nativa da Eurasia, sendo as mais conhecidas C. japonica ou codorna japonesa e C. coturnix ou

codorna cinzenta. A primeira pode ser encontrada no inverno na Tailandia, Indochina e
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Formosa, regressando para a Ilha Sacalina na Federagao Russia e ao arquipélago niponico
durante a primavera. J4 a codorna cinzenta ou selvagem, ¢ também natural da Eurésia,
emigrando para o Oriente Proximo, India e Africa durante o inverno (CORRADELO, 1990).

Os primeiros arquivos da domesticacdo desta ave datam do inicio do século XII, no
Japao, porém segundo Fah (2003), esta ave teria sido levada da China para o Japao por volta
do século XI. Com a domesticagdo, as codornas perderam suas qualidades de ave de caca,
principalmente com a atrofia das asas, o que impossibilitou o voo e fazendo com que elas
perdessem sua tendéncia migratéria. Os japoneses, a partir de 1910, iniciaram estudos e
cruzamentos entre codornas, oriundas da Europa e espécies selvagens, obtendo-se assim, um
tipo domesticado, C. japonica, que passou a ser difundida em diversas regides do Japao,
principalmente por suas caracteristicas produtivas, como excelente carne e ovos, € por ser
propria para pequenas gaiolas e producdo em série. Gracas a sua alta fertilidade, abundante
postura de ovos e exigéncia de pouco espago para o seu confinamento, mais a facilidade de
transporte, a codorna tornou-se uma das principais fontes de alimentagdo para os vietinamitas
durante a guerra contra os EUA. Sua utilizagdo na Europa se deu por volta de 1940, sendo
introduzida nos EUA em meados de 1950 (HOWES, 1964).

No Brasil, a criacdo de codornas ¢ relativamente recente, quando foram trazidas por
imigrantes italianos e japoneses na década de 50. Atualmente, apresenta uma ampla
distribuicdo pelo Pais, e embora se pareca com as codornas selvagens aqui existentes, nao
pertencem a mesma familia, pois Nothura boraquira, encontrada no Nordeste, N. minor,
encontrada na regido central, ¢ N. maculosa, que habita os campos do Sul desde o Rio Grande
do Sul até os Estados do Mato Grosso do Sul, Sao Paulo e Espirito Santo no Brasil pertencem
a familia Tinamidae.

A criagdo de codornas, coturnicultura, tem apresentado um crescimento bastante
acentuado no Pais nos ultimos tempos. Os principais fatores que contribuem para isso sao: o
excepcional sabor exotico de sua carne, responsavel por iguarias finas e sofisticadas; o baixo
custo para implantar uma pequena criacdo, podendo se tornar uma fonte de renda
complementar dos pequenos produtores rurais. Do lado técnico-econdmico, torna-se ainda
mais atrativa, ao verificar seu rapido crescimento e maturidade sexual, elevada prolificidade e
0 pequeno consumo de ragdo, com um baixo investimento, com consequente retorno
financeiro.

Depois de se expandir, a coturnicultura mais especializada se fortaleceu,

principalmente pela boa aceitacdo do ovo de codorna no cardapio dos brasileiros. Segundo
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dados da APAC (Associacao Paulista de Coturnicultura), atualmente a producao chega a 4,8
milhdes de ovos por dia, concentrando-se basicamente nos Estados de Sao Paulo, Minas

Gerais e Rio de Janeiro (AVICULTURA INDUSTRIAL, 2003).

2.11.3 A codorna como animal de laboratorio

Atualmente, codornas t€ém se tornado um importante animal experimental, sendo
utilizadas extensivamente em pesquisas genéticas, nutricionais, toxicologicas, fisioldgicas e
patolégicas (ICHILCIK; AUSTIN, 1978), sendo mais especificamente utilizadas como
modelo para pesquisas avidrias (WILSON et al., 1961). Essa ampla utilizagdo das codornas
com finalidades cientificas se deve principalmente a sua semelhanca fisiologica e anatomica
com as galinhas domésticas além de fatores como seu pequeno porte, o que possibilita uma
melhor acomodacao, pois em um espacgo onde se cria apenas uma galinha é possivel acomodar
até 10 codornas, além de possuirem um ciclo de vida relativamente curto, sendo possivel
obter ate seis geracdes de codornas por ano, enquanto que nas galinhas s6 ¢ possivel obter
duas. Ainda possuem maior resisténcia a algumas doengas do que outras espécies de aves e
por serem doceis, respondem de forma favoravel a manipulacdo em laboratorio (WILLIANS,

1976; LUCOTTE, 1980).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Origem dos animais

3.1.1 Codornas

As codornas japonesas (C. japonica) originaram-se de uma criacdo situada na zona
rural da localidade de Sao Miguel, Municipio de Seropédica no Estado do Rio de Janeiro. As
aves ap6s o nascimento forma encaminhadas diretamente ao local do experimento e alojadas
em caixas de polietileno, devidamente aquecidas com lampadas incandescentes. O
fornecimento de racao balanceada para poedeiras e agua foi dado ad libitum.

Apo6s aproximadamente um més do nascimento, um total de 30 aves foi dividido de
forma aleatdria em trés grupos de 10 animais, sendo que dois grupos foram utilizados para

inéculos de diferentes concentragdes € um grupo controle.

3.1.2 Gatos

Duas gatas no terco final da gestacdo foram trazidas ao infectério do L.C.C. e
submetidas a um exame de fezes que constatou a presenga de ovos de Toxocara sp. em uma
das gatas. Sendo assim, ambas foram tratadas com Praziquantel em associacdo com Pamoato
de Piranel (20mg/230mg) na dose de um comprimido para cada 10 kg de peso vivo, por via
oral em duas doses com intervalo de 15 dias entre elas. O exame nao constatou a presenca de
coccidios, porém preventivamente durante o periodo de sua chegada até o parto, foi
administrado Sulfadiazina em associacdo com Trimetoprim (80mg/400mg) na dose de 0,1
mg/kg por via intramuscular, uma vez ao dia durante 15 dias, a semelhanca de Loss e Lopes
(1997). Por todo o periodo de permanéncia das gatas no infectorio, antes e apos o parto, suas
fezes foram coletadas e submetidas a exames diarios utilizando-se a técnica de centrifugo-
flutuacdo com solugdo saturada de acucar conforme Figueiredo (1984).

Ap0s o parto, os filhotes, que eram sete no total, foram mantidos com as maes durante
45 dias, quando ocorreu o desmame, € 0s mesmos passaram a se alimentar com ragdo seca.
Em seguida, estes foram alojados em gaiolas individuais, com 4gua e comida ad libitum, e
para facilitar a higienizacdo das gaiolas e coleta das fezes, bacias contendo areia higiénica

para gatos foram colocadas em cada uma das gaiolas. Exames de fezes dos filhotes foram
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realizados diariamente desde o desmame ate a infecc¢do, para confirmacao de que os animais

estavam livres de qualquer tipo de infecg¢do por parasitos gastrintestinais.

3.2 Localiza¢ao do trabalho experimental

Todo o desenvolvimento das atividades desse estudo foram realizadas, no Laboratorio
de Coccidios e Coccidioses (L.C.C.) localizado no Projeto Sanidade Animal
(EMBRAPA/UFRRJ), Departamento de Parasitologia Animal, Instituto de Veterinaria desta
IFES.

3.2.2 Baias

Foram separadas duas baias no infectério do L.C.C. para realizacdo do estudo, sendo
um para alojar as codornas ¢ uma segunda para alojar os gatos. Ambas as baias foram
previamente higienizadas com 4gua e sabdo e deixadas de molho em hipoclorito de sédio a
5% por um periodo de aproximadamente 24 horas. Em seguida, as gaiolas foram flambadas
com o auxilio de uma vassoura de fogo e colocadas no interior das baias de forma que

ficassem suspensas, sem contato direto com o chao.

3.3 Preparacio do indculo de oocistos de Cystoisospora felis

O isolado puro de Cystoisospora felis utilizado para inocula¢do dos animais deste
experimento foi o isolado LCC-UFRRJ 2003, obtido a partir da purificagdo das fezes de gatos
recém desmamados naturalmente infectados por C. felis, onde essas fezes foram diluidas em
agua destilada, filtradas em gaze dupla e armazenadas em garrafas de plastico contendo
dicromato de potassio 2,5% na propor¢do de 1:2, e colocadas sob aeracdo forgada para
esporulacdo. Apds isso, esse homogeneizado foi submetido a sucessivas centrifugagdes de 10
minutos a 500G cada, e posteriormente lavado com agua destilada para limpar a solucao e
para retirar o excesso de dicromato de potassio, sendo armazenando em solu¢do salina de
Hank (ANDRADE, 2000), em adi¢do de penicilina G e estreptomicina, na propor¢dao de 100

U/ml e 10 mg/ml, respectivamente e anfotenicina B, na propor¢do de 0,5 mg/ml.
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No momento da utilizagdo deste isolado para da inoculacdo dos animais deste
experimento, a solu¢do de armazenamento, rica em antibidticos e antimicoéticos foi removida
através de centrifugacdo em tubos conicos de polietileno com capacidade para 15ml na
velocidade de 500g por 10 minutos e o sedimento concentrado em oocistos ressuspendidos
em solugdo PBS pH 7,2, tendo sido tal processo executado por duas vezes. Os oocistos de C.
felis, uma vez livres da solucdo de preservagao, foram ressuspendidos em solu¢ao PBS pH 7,2
e a proporcdo do numero de oocistos por volume de suspensdo ajustada em camara
hemocitométrica de forma que fossem obtidos dois indculos de concentragdes de 1,0 X 10° e
1,0 X 10° oocistos/ml. As suspensdes finais de oocistos esporulados nas duas concentragdes

diferentes forma os inoculos utilizados para as codornas e gato.

3.4 Inoculac¢ao das codornas

Um total de 30 codornas foi separado aleatoriamente em trés grupos de 10, sendo o
primeiro grupo denominado infectado I, onde cada animal foi infectado com 1 ml de
suspensdo contendo 1,0 x 10° oocistos esporulados C. felis. O segundo grupo, denominado
infectado II, teve cada animal infectado com 1 ml de suspensdo contendo 1,0 x 10° oocistos
esporulados de C. felis e finalmente o grupo denominado grupo controle, onde cada animal
recebeu 1 ml de uma solugao contendo somente PBS pH 7,2, que era o veiculo utilizado para
infeccdo. Em todos os grupos a inoculagdo foi realizada como auxilio de uma sonda oro-

gastrica.

3.5 Eutanasia dos animais

Depois de decorridos 60 dias da infec¢do, de forma que a mesma se tornasse cronica,
as codornas foram eutanasiadas, conforme resolucdo n° 714, de 20 de junho de 2002 do
CFMV (COBEA, 2007).

Figado, bagco e bursa de todos os animais foram retirados e separados em duas
aliquotas cada, respeitando a separagdo por grupo. A primeira aliquota de cada orgdo foi
fixada em formol histologico a 10% para preparagdo dos cortes histologicos. Ja a segunda

aliquota, foi triturada e utilizada como inoculo para os gatinhos livres de coccidios.
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3.6 Infeccdo dos gatos com visceras de codornas infectadas e com oocistos esporulados
de C. felis

Cada um dos sete filhotes recebeu uma fonte de infeccdo distinta, sendo os gatos
chamados A, B e C alimentados com figado, baco e bursa cloacal de codornas do grupo
infectado I, respectivamente, ¢ os gatos D, E e F alimentados com figado, bago e bursa de
codornas do grupo infectado II, respectivamente, e por fim o gato chamado de gato G recebeu

1ml de suspensio de 1,0 X 10° oocistos esporulados de C. felis por via oral.

3.7 Determinacio dos periodos pré-patente e patente

Apo6s a infecgdo, todo o volume de fezes dos animais foi colhido individual e
diariamente, desde a infeccdo até o término da eliminagdo, para determinagdao dos periodos
pré-patente e patente. Para andlise da presenga de oocistos nas fezes, foi utilizada a técnica de

centrifugo-flutuagao conforme Figueiredo (1984).

3.8 Contagem de oocistos por grama de fezes (OoPG)

Apds o inicio da eliminagdo, todo o contetido de fezes diario dos gatos infectados
experimentalmente passou a ser recolhido, pesado e processado, onde 2 gramas do volume
fecal total de cada animal foi diluido em 100 ml de agua destilada, homogeneizado ¢ coado
em tamis com gaze dobrada, separadamente. Em seguida essa suspensdo foi novamente
homogeneizada e 10 ml foram separados em tubos de plastico de centrifuga de 15 ml,
centrifugados por 10 minutos a 500g, e ap6s a centrifugacdo o sobrenadante foi desprezado e
o sedimento ressuspendido em 10 ml de solugdo saturada de agtcar e centrifugado da mesma
forma, por 10 minutos a 500g. Em seguida, foi adicionada solugdo saturada de agucar até a
forma¢do de um menisco convergente na superficie de cada tubo de centrifuga, com
conseguinte colocacdo de uma laminula sobre este, por um periodo de 5 minutos. Essa
laminula foi entdo sobreposta em lamina e observada em microscopio binocular Carl Zeiss em
objetiva de 40X, sendo os oocistos encontrados na lamina contados e esse numero
multiplicado por fator 5, conforme Menezes e Lopes (1995), obtendo-se assim o nimero de

oocistos em 1 grama de fezes (OoPG) de cada animal. Esse procedimento foi realizado
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diariamente para todos os animais individualmente, desde o primeiro até o ultimo dia de

eliminacao.

3.9 Esporulacio e mensurac¢io dos oocistos

Logo que constatada a eliminagdo de oocistos nas fezes dos gatos experimentalmente
infectados, e apds a realizagdo do OoPG, o volume de fezes restante foi diluido em agua
destilada, coado e tamis com gaze dupla e armazenado em garrafas de plastico com
capacidade para 2 litros, contendo dicromato de potassio 2,5% na propor¢do de 1:4 (v/v)em
temperatura ambiente e submetidos a aeragao forgada por bomba de aquario.

A taxa de oocistos esporulados foi acompanhada até que esta se mantivesse estavel, ou
seja, que o numero de oocistos esporulados fosse igual ou maior que 70%.

Apbs a esporulagdo, uma aliquota de 10 ml de cada amostra foi centrifugada durante
10 minutos a 500g, o sobrenadante foi desprezado e o sedimento ressuspendido em solugao
saturada de agucar e novamente centrifugado por 10 minutos a 500g. Em seguida, completou-
se o tubo com solugdo saturada de acucar até a formacdo de menisco convergente, onde foi
colocada uma laminula por um periodo de 5 minutos, e em seguida essa laminula foi colocada
em uma lamina e levada ao microscopio 6tico, onde os diametros, maior (DM) e diametro
menor (dm) de 50 oocistos e esporocistos de cada gato foi obtido, com o auxilio de uma
ocular micrométrica K-15X P20. O indice morfométrico foi obtido pela razdo entre DM e o

dm, tanto para os oocistos quanto para 0s esporocistos.

3.10 Histologia

A partir dos fragmentos de figado bago e bursa previamente fixados em formol
histologico a 10%, foram preparados cortes histologicos para visualizacdo de cistos
monozodicos, além das possiveis alteragdes causadas pela infec¢do por C. felis. Os cortes
histologicos apds serem disparafinados foram corados de acordo com a metodologia utilizada
por Behmer et al. (1976), utilizando-se para este fim as colora¢des por hematoxilina e eosina e

PAS.
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3.11 Avaliacoes estatisticas
Os dados de tendéncia central obtidos e as comparagdes entre os oocistos esporulados

provenientes das diferentes fontes de infeccdo, assim como os histogramas e as retas de

regressdo foram analisados de acordo com Sampaio (2002).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 A codorna como um novo hospedeiro intermediario para Cystoisospora felis

Apos a infeccao dos gatos utilizando visceras de codornas previamente infectadas com
oocistos esporulados de Cystoisospora felis, estes iniciaram a eliminac¢do de oocistos que apos
a esporulacao, foram confirmados como pertencentes a espécie em questdo, através de sua
morfometria e morfologia, o que comprova que a codorna neste caso serviu como hospedeiro

intermediario para o C. felis, o que até entdo ainda nao havia sido descrito por outros autores.

4.2 Aspectos Clinicos dos animais

Concordando com o que foi descrito para a maioria dos possiveis hospedeiros
intermediarios do género Cystoisospora, as codornas utilizadas neste experimento nao tiveram
qualquer alteracao clinica aparente que pudesse ser relacionada com a infec¢ao. Porém, esta
constatagdo difere dos resultados obtidos por Loss e Lopes (1992¢) em camundongos albinos
e de Costa e Lopes (1998) em coelhos, que ao infectarem com oocistos esporulados de C. felis
observaram perda temporaria no ganho de peso desses animais, relacionado com a presenca
de formas teciduais deste parasito e associado a hepato-esplenomegalia. Situagdo semelhante
foi observada por Oliveira et al. (2004) e Reyes et al. (2004) quando utilizaram camundongos
e frangos desafiados com oocistos esporulados de C. ohioensis.

J& em relacdo aos gatos utilizados no experimento, os filhotes infectados com figado e
bago de codornas que receberam uma carga de 10° oocistos viaveis de C. felis vieram a Obito
respectivamente no 1° e 3° dia apds a infecgdo. Tal fato pode ter ocorrido devido ao estresse
da desmama, uma vez que nenhum dos dois animais apresentou sinais aparentes de qualquer
outro tipo de problema. Quanto aos filhotes remanescentes, os sinais clinicos observados
durante a eliminagdo dos oocistos de C. felis foram: diarréia com presenca de muco, pélos
arrepiados e ligeira desidratacdo, todos condizentes com os achados observados para uma

infeccdo por C. felis em gatos infectados experimentalmente (LOSS, 1991).
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4.3 Morfologia dos oocistos esporulados de Cystoisospora felis obtidos dos gatos

experimentalmente infectados

Para determinacdo de uma espécie de coccidio, diversos fatores bioldgicos e
morfologicos devem ser levados em consideracdo. Dentre as caracteristicas morfologicas,
talvez a mais importante ¢ a mensuragao de seus oocistos e esporocistos, que segundo Long e
Joyner (1984), podem variar dentro de uma mesma espécie, desde que seu indice
morfométrico seja mantido constante, sendo que essa variacdo pode estar relacionada a
diversos fatores externos, como grau de infec¢do e estatus imunolégico do animal.

Para caracterizagdo dos oocistos como pertencente a espécie estudada, fez-se
necessaria um completo conhecimento dos aspectos taxiondmicos que, neste caso, se baseiam
nas caracteristicas fenotipicas, uma delas a morfometria dos oocistos esporulados (TENTER
et al., 2002). No presente estudo os oocistos de C. felis recuperados de cada gato infectado
com os diferentes o6rgaos de codornas contendo cistos, sendo esses: figado, bago e bursa de
Fabricius podem ser observados na tabela 1 onde a morfologia dos oocistos esporulados
(Figura 1) recuperados de cada fonte de infec¢do ndo tiveram diferencas significativas entre as
médias das medidas para os diametros, maior e menor (Tabelal). O mesmo foi observado
entre as médias das medidas de didmetro maior € menor dos esporocistos provenientes de
cada tipo de infeccdo. Além disso, as medidas dos indices morfométricos foram semelhantes e
independentes do tipo de infec¢do, o que comprova que se trata de oocistos de uma mesma

espécie.

Figura 1. Oocisto esporulado de Cystoisospora felis. Solugdo saturada de agucar 1000X
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Tabela 1. Oocistos esporulados de Cystoisospora felis de diferentes fontes de infecgao.

Oocistos*
| Fonte de infeccio  Amostras Diametro Indice
- morfométrico
maior menor
Figado 50 44,30+2,30 31,30+1,90 1,40+0,1
Baco 50 46,30+2,20 32,90+1,90 1,40+0,1
Bursa de Fabricius 50 44,80+2,20 31,20+1,60 1,40+0,1
Ooocistos 50 43,60+1,60 30,80+1,60 1,40+0,1

esporulados
* Nao foram observadas diferencgas significativas.

Esses resultados diferem dos resultados observados por Medeiros et al. (2007) e por
Carvalho Filho et al. (2004), quando estes observaram oocistos de C. felis procedentes de
infec¢do experimental com visceras de camundongos e gebis, respectivamente. Entretanto, em
ambos os casos, o indice morfométrico dos oocistos foi similar ao observado no presente
estudo (Tabela 2). Estas variagdes podem estar relacionadas ao tipo de animal utilizado como
hospedeiro intermedidrio, uma vez que em ambos os trabalhos onde ocorreram as diferencas
foram utilizados mamiferos como hospedeiros intermediarios.

Além disso, Massad et al. (2009), ao utilizar visceras de frangos como fonte de
infec¢do experimental de cdes para C. ohioensis nao observaram diferengas significativas

entre as médias dos didmetros maior € menor dos oocistos mensurados.
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Tabela 2. Comparacdes morfoldgicas entre oocistos recuperados de diferentes fontes

de infecgdo por diferentes autores.

Fonte de Medidas (um)
Autores Infeccio Didmetro Maior  Didmetro Menor indice
Morfométrico
Medeiros et Visceras 41,55+2,19 33,13+1,75 1,26+0,08
al. (2007)
Oocistos 40,55+2,06 32,20+1,75 1,26+0,08
Carvalho Visceras* 33,82+1,55 24,74+1,30 1,37+0,07
Filho (2004)
Oocistos NA NA NA
Presente Visceras* 45,13+£2,16 31,80+1,80 1,40+0,1
Trabalho
Oocistos 43,60+1,60 30,80+1,60 1,40+0,1

* Médias dos valores obtidos das diferentes visceras utilizadas

NA — Nao Analisado

Ainda para confirmacdao de que os oocistos esporulados recuperados de cada um dos
animais alimentados com visceras procedentes de diferentes fontes de infeccdo pertenciam a
uma mesma espécie, foram tragadas retas de regressdo para cada um dos tipos de infec¢ao
(Figuras 2a, b, ¢, d ). Os valores de R foram de 0,26 para figado, 0,29 para bago, ¢ 0,07 ¢ 0,12
para bursa de Fabricius e para infeccdo com oocistos esporulados por via oral,
respectivamente. Os valores de R menores que 0,1 podem ser explicado, devido a forma dos
oocistos recuperados das diversas fontes de infec¢do, que por serem piriformes podem

apresentar acentuado polimorfismo.
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Figura 2. Retas de Regressdo das medidas dos oocistos esporulados recuperados de cada
fonte de infeccao: figado (a), bago (b), bursa de Fabricius (c) de codornas japonesas
infectadas experimentalmente por via oral com 10° oocistos esporulados e (d) oocistos obtidos

a partir de infeciio oral em gatos com 10° oocistos esporulados.
4.4 Curvas de eliminacio dos oocistos de acordo com a fonte de infeccao

Apo6s a inoculagdo ficou confirmado que as visceras das codornas continham
hipnozoitos viaveis de C.felis, uma vez que os gatos infectados experimentalmente passaram a
eliminar oocistos nas fezes ap6s um periodo de 5 dias, condizente com o periodo pré-patente

para C. felis e, estes oocistos assim que esporulados tiveram somente dois esporocistos
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contendo em cada um quatro esporozoitos cada, especifico para o género Cystoisospora de
acordo com Dubey e Melhorn (1978), Dubey (1992), Lindsay e Blagburn (1994). Ja os
animais infectados com oocistos por via oral iniciaram a eliminac¢ao de oocistos ap6s 7 dias da
infec¢do, sendo este seu periodo pré-patente. Resultados similares foram observados por
Dubey e Streitel (1976) e Carvalho Filho et al. (2004). Lindsay e Blagburn (1994) assinalaram
um periodo patente de 10-11 dias para C. felis, quando gatos livres de coccidios foram
infectados por via oral com 10" oocistos esporulados. Esta disparidade de valores de periodos
patente e pré-patentes pode ser explicada por diversos fatores, como o uso de diferentes cepas
do parasito, dose infectante ou fatores intrinsecos do hospedeiro utilizado (FAYER, 1980).

As médias do OoPG de cada gato infectado experimentalmente podem ser observados
na tabela 3. Apesar de se usar oocistos esporulados de C. ohioensis como fonte de infecgao
experimental para frangos por Massad et al. (2009) os dados verificados ndo foram
semelhantes aos encontrados por este estudo, indicando que a infecgao por espécies diferentes
do género Cystoisospora em diferentes hospedeiros intermediarios, mesmo sendo aves, nao
apresentam resultados semelhantes.

As curvas de eliminagdo preparadas a partir do OoPG de oocistos eliminados
diariamente, resultado da infeccdo por cada o6rgdo estudado, tiveram papel fundamental ao
possibilitar a comparagao entre as quatro origens de infeccao utilizadas (Figura 3a, b, ¢, d).

Ao fim do periodo patente, obteve-se um ntimero expressivo de oocistos nos valores
totais por cada fonte de infec¢do (Tabela 3). Ao se comparar os resultados obtidos no presente
estudo com os observados por Carvalho Filho et al. (2003), quando este utilizou figado, bago
e linfonodos mesentéricos de suinos e oocistos por via oral como fonte de infecgdo para gatos,
pode-se constatar que apesar de, no presente estudo o 6rgdo que teve o uma melhor resposta
quanto ao nimero de oocistos eliminados pelo gato ter sido o figado, enquanto que dentre os
orgdos utilizados por Carvalho Filho et al. (2003) os linfonodos mesentéricos obtiveram
melhores resultados, em ambas as experimentacdes, a infeccdo dos gatos com oocistos
esporulados de C. felis por via oral obtiveram uma maior elimina¢do de oocistos nas fezes.
Quanto aos picos de eliminacdo, os obtidos por Carvalho Filho et. al. (2003) foram mais
tardios que os observados no presente estudo. Estas variagdes podem estar relacionadas a uma
série de fatores, entre eles, a diferenca quanto ao tipo de animal utilizado como hospedeiro
intermediario, uma vez que no presente estudo foi utilizado codornas japonesas e Carvalho
Filho et al. (2003) utilizaram mamiferos, neste caso, suinos. Entretanto, ao se comparar o total

de oocistos eliminados pelos gatos do estudo em questdo com os obtidos por Massad et al.
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(2009), quando este utilizou visceras de frangos contendo hipnozoitos e oocistos viaveis de C.
ohioensis como fonte de infeccdo para caes, observou-se que os animais que receberam os
orgdos tiveram uma maior eliminacdo de oocistos que os animais que receberam oocistos
esporulados por vai oral, o que difere dos resultados obtidos no presente estudo.

Essa maior eliminagdo dos animais infectados com oocistos por via oral pode ser
explicada pelo fato de que os oocistos possuem cada um oito esporozoitos, enquanto que nos

cistos so existe um esporozoito, o que acaba por levar a uma conseqiiente maior eliminagao.

Tabela 3. Eliminagdo de oocistos de Cystoisospora felis por gatos infectados com diferentes
fontes de infecgao.

Origem do material Fonte de Periodo Numero de oocistos
infectante infeccao
Prepatente Patente OoPG* Total
Baco 5 12 3.450 57.740

Codorna japonesa *

Figado 5 12 4.880 216.522
Bursa de 5 12 445 19.924
Fabricius

Oocistos Fezes 7 14 31.274 1.565.948

esporulados °

* Animais infectados previamente com 10° oocistos esporulados
® Gatinhos infectados por via oral com 10° oocistos esporulados

“Oocistos por grama de fezes.
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Figura 3. Eliminagao de oocistos de Cystoisospora felis por gatos alimentados com figado (a),

baco (b), bursa de Fabricius (c) de codornas japonesas e gato infectado
experimentalmente por via oral com 10° oocistos esporulados (d)
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4.5 Analise dos Histogramas

Na analise dos histogramas, observou-se uma variacao na distribui¢do das medidas dos
oocistos, de acordo com as formas de infec¢do. Os oocistos provenientes do animal infectado
com bursa (Figura 4) apresentaram uma distribui¢do pouco uniforme, onde a maior parte dos
oocistos media entre 46,65 ¢ 47,98 um de diametro maior e entre 29,14 ¢ 31,6 um para
didmetro menor, assim como os oocistos J4 os oocistos oriundos da infecg¢do direta por
oocistos (Figura 5), mediam em sua maioria entre 42,38 e 43,42 um de didmetro maior e entre
29,9 e 30,98 um de didmetro menor, e os obtidos a partir dos animais alimentados com figado
(Figura 6) e baco (Figura 7), onde a maioria dos oocistos tinha valores de diametro maior
entre 43,52 e 44,85 um e entre 31,13 e 32,36 um de didmetro menor para figado e entre 44,06
e 45,39 um de didmetro maior e 31,5 e 32,7 um de didmetro menor para bago, tiveram uma
distribuicdo mais homogénea, concentrando a maior parte dos oocistos dentre os valores

medianos, o seja, dentro da curva de distribui¢do normal.
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de Cystoisospora felis.
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Cystoisospora felis.
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4.6 Analise Histologica

Ao serem observadas em microscopio Otico, ndo foi possivel observar a presenca de
cistos monozodicos nas visceras das codornas infectadas experimentalmente, corroborando
assim com as afirmagdes de Dubey e Frenkel (1972). Este fato pode ser explicado pelo
reduzido niimero de cistos na musculatura, o que dificulta sua visualizagdo em cortes
histologicos. Também nao foram encontradas alteracdes patoldgicas dignas de nota nos

orgaos observados que pudessem ser compativeis com lesdes causadas pelo parasito.
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5 CONCLUSOES

1. A codorna japonesa é considerada um hospedeiro intermedidrio para C. felis, pois
gatos infectados com visceras destes animais contendo cistos monozoicos foram

capazes de eliminar oocistos nas fezes.

2. A infec¢do de gatos com oocistos esporulados de C. felis produz uma eliminacdo
maior de oocistos do que a infec¢do via hospedeiro intermedidrio, quando a codorna
foi utilizada como hospedeiro intermedidrio, e entre os 6rgaos utilizados neste estudo

o figado mostrou-se capaz de promover uma maior eliminagdo de oocistos.

3. Os oocistos de C. felis ndo apresentam significativo polimorfismo quando oriundos de

diferentes fontes de infec¢ao de codornas japonesas infectadas experimentalmente.
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Sarcocystis cruzi (Apicomplexa: Sarcocystidae) no
cachorro-do-mato (Cerdocyon thous)'
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ABSTRACT.- Rodrigues J., Meireles G.S_, Garvalho Filho P.R_, Ribeiro G.T., Flausino
W. & Lopes CW.G. 2008. [Sarcocystis cruzi (Apicomplexa: Sarcocystidae) in the
crab-eating fox (Cerdocyon thous).] Sarcocystis cruzi (Apicomplexa: Sarcocystidas)
no cachorro-do-mato (Cerdocyon thous). Pesquisa Veterinaria Brasileira 28(11):561-
564 Departamento de Parasitologia Animal, Instituto de Veterinaria, Universidade Federal
Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ 23890-000, Brazil. E-mail: lopescwg @ ufrrj.br

Sporocysts of Sarcocystis were identified in feces samples of a crab-eating fox, and
were orally given to a suckling calf; after 3 months of infection, sarcocysts morphologically
similar to Sarcocystis cruzi were observed in cardiac and skeletal striated muscles. The
cardiac muscles of this calf were orally given to a puppy free of coccidia, that shed
sporocysts in its feces. with a prepatent and patent period of 11 and 12 days after infection,
respectively. To compare the morphology of the sporocysts and cysts, a second puppy
was fed on bovine cardiac muscles infected naturally, and sporocysts identical to those
shed by the first dog were recovered from its feces. In spite of the significant difference
between sporocysts found in the mucosa of the crab-eating fox and those shed by the
first and second puppies, the species observed in this study was considered to be
Sarcocystis cruzi, based on size of the sporocyts, morphology of the cyst wall, and the
pray-predator cycle.

INDEX TERMS3: Sarcocystis cruzi, sporocysts, cysts, crab-eating fox, Cerdocyon thous, dogs,

cattle.

RESUMO.- Esporocistos de Sarcocystis foram identifica-
dos nas amostras fecais de um cachorro-do-mato. Eles
foram dados por via oral para um bezerro em aleitamen-
to, sendo observados cistos com morfologia compativel
com os de Sarcocystis cruzi na musculatura cardiaca e
esquelética, trés meses apos a infecgdo. Musculatura
cardiaca deste bezerro foi dada para um segundo céo
doméstico livre de coccidios, que eliminou esporocistos
compativeis com os de Sarcoeystis em suas fezes, tendo
com periodos pré-patente e patente 11 e 12 dias apos a

1 Recebido em 3 de agosto de 2007.

Aceito para publicagao em 4 de outubro de 2008.

2 Departamento de Parasitologia Animal (DPA), Instituto de Veterina-
ria (IV), Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ)., Sero-
pedica, AJ 23890-000, Brasil. Bolsista de Iniciagao Gientifica do GNPq.

3 Curso de Pos-Graduacao em Giéncias Veterinarias, UFRRJ. Bolsis-
tas da CGAFES.

“DPA, IV, UFRRJ. Bolsistas do GNPg. *Autor para correspondéncia:

infeccdo respectivamente. Para comparar a morfologia
dos esporocistos e cistos, um segundo cio, também livre
de coccidios, foi alimentado com musculatura cardiaca
de um bovino infectando naturalmente e positivo para cis-
tos de S cruzi. Esporocistos compativeis com os elimina-
dos pelo primeiro cio foram encontrados nas fezes. Ape-
sar dos esporocistos eliminados pelo cachorro-do-mato
serem significativamente diferentes dos eliminados pelos
caes infectados experimentalmente, pode se considerar
com base na morfologia dos esporocistos, cistos e na
transmissao biologica que a espécie encontrada nas fe-
zes do cachorro-do-mato & Sarcocystis cruzi.

TERMOS DE INDEXACAO: Sarcocystis cruzi, esporocistos,
cistos, cachorro-do-mato, Cerdocyon thous, cées, bovino.

INTRODUCAO
Os animais silvestres sio extremamente importantes na
participacao de infeccées por coccidios (Lopes & Pereira
1987, Lopes 2002). Entre eles, o cachorro-do-mato
Cerdocyon thous assume papel preponderante na trans-
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misséo de coccidios por ser encontrado na América do
Sul até o norte da Argentina exceto na bacia amazonica.
Habita comumente areas abertas, alteradas, campos e
florestas (Pro-Camivoros 2007).

Alguns destes animais térm uma relagdo muito estreita
com os animais domésticos e acabam sendo parasitados,
aparentemente, pelas mesmas espécies de coccidios. As
doencas surgem ou recrudescem quando animais silves-
tres e domésticos passam a utilizar o mesmo territario,
principalmente onde a agropecuaria & desenvolvida de
maneira extensiva (Fayer 1980, Lopes 2002).

Diversas espécies de camivoros silvestres sao hos-
pedeiras definitivas de Sarcocystis encontrados nos ani-
mais domésticos. Coiotes, raposas e guaxinins podem ser
hospedeiros de Sarcocystis cruzi (Rommel et al. 1974,
Fayer & Johnson 1975, Fayer et al. 1976), raposas de S.
tenella (Ashford 1977) e cachorro-do-mato de S. capra-
canis, acometendo os caprinos (Pereira & Lopes 1982).

Este trabalho tem como objetivo contribuir para o co-
nhecimenio da importancia do cachorro-do-mato
(Cerdocyon thous) na disseminacio de esporocistos de
Sarcocystis cruzi no Brasil.

MATERIAL E METODOS

Origem dos animais e obtencéo dos esporocistos de
Sarcocystis

Segmentos do intestino delgado, duodeno, jejuno e ileo de
um cachorro-do-mato ( Cerdocyon thous) foram coletados, sen-
do gue este animal veio a obito de causa ndo identificada no
Centro de Triagem de Animais Selvagens (Cetas/lbama/RJ),
localizado no municipio de Seropédica, RJ. Este animal apre-
sentava esporocistos de Sarcoeystis no exame coprologico
(Menezes & Lopes 1995) sendo as amostras de intestino del-
gado fixadas em formol 10% tamponado, pH 7,2, para a pes-
quisa de esporocistos. Apos a coleta deste material, a mucosa
dos segmentos intestinais foi raspada com uma lamina de vi-
dro e submetida a digestao conforme Dubey (1998) e a sepa-
ragéo e obtengdo de esporocistos conforme Menezes & Lopes
(1995).

Um bezerro macho, de 12 dias de idade ainda em periodo
de aleitamento, oriundo de uma propriedade rural localizada na
zona oeste do municipio do Rio de Janeiro e mantido em um
bezermeiro da Estacdo para Pesquisa Parasitologica W.O. Neitz
da UFRRJ. Ao mesmo tempo, dois caes domésticos recente-
mente desmamados, e considerados livres de cocecidios pelo
exame coprologico segundo Menezes & Lopes (1995). foram
mantidos em canis na mesma estagdao experimental, tendo re-
cebido alimentagdo adequada a idade e agua ad libitum.

Infecgéo experimental

Um bezerro recebeu por via oral 1,3x104 esporocistos/5mL,
obtidos do raspado de mucosa do intestino delgado do cachorro-
do-mato. Apos 120 dias da infeccéo experimental este bezerro
foi submetido a eutanasia, conforme normas do Gonselho
Regional de Medicina Veterinaria do Rio de Janeiro (CRMV-RJ
2003) e amostras de tecidos da musculatura cardiaca foram
fixadas em formol a 10%, tamponado em pH 7,2, para analise
histologica. O restante da musculatura cardiaca foi triturada e
fornecida como alimento a um dos cdes (Gao |) para
determinagio da especificidade da espécie de Sarcocystis

Pesq. Vet. Bras. 28(11):561-564, novembro 2008

encontrada no cachorro-do-mato (Odening 1998). O Gao |l foi
alimentado com musculatura cardiaca triturada, obtida no
matadouro de Barra Mansa, RJ, e positiva para cistos de
Sarcocystis cruzi. Para este animal, também foram utilizados
os mesmos procedimentos relatados para o céo |. Ao final do
experimento, os cdes foram submetidos a eutanasia, em
conformidade com nomas do CRMV-RJ (2003).

Procedimentos laboratoriais

Exames de fezes de ambos os cédes foram realizados
diariamente por um periodo de 21 dias apos a infeccao
experimental para determinagéo do periodo pré-patente e
patente. Para a obtenc&o dos esporocistos eliminados nas fezes
foi utiliza a técnica de centrifugo-flutuagéo em solugéo saturada
de sacarose (Menezes & Lopes 1995) e para a mensuragao
dos mesmos foi utilizado um microscopio binocular (Carl Zeiss)
com ocular micrometrica SK-15X (PZ0).

Os exames histologicos das amostras dos segmentos do
intestino delgado do cachorro-do-mato, dos cides domésticos,
do musculo cardiaco procedente do bezerro infectado experi-
mentalmente e do coragéo de bovino infectado naturalmente e
obtido no matadouro foram processados, incluidos em parafina
e corados em Hematoxilina-Eosina (HE) e PAS conforme técni-
ca descrita por Behmer et al. (1976). As fotografias foram tira-
das com auxilio de uma camara digital (Sony) em um microsco-
pio triocular (Zeiss, Jena) As analises de tendéncia central dos
esporocistos e o teste tde Tukey foram determinados com base
em Sampaio (2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As dimenstes dos esporocistos (Fig.1a,b) oriundos do
raspado de mucosa do cachorro-do-mato e dos cées in-
fectados experimentalmente estio no Quadro 1. Houve-
ram diferencas significativas em nivel de 5% no diametro
maior dos esporocistos guando compara o eliminado pelo
cachorro do mato em comparacio aos eliminados pelos
caes experimentalmente infectados. Poliformismo seme-
Ihante foi observado por Pereira et al. (2001) ao estudar
as variacoes morfométricas de oocistos de Hammondia
heydorni eliminados tanto por cachorro-do-mato como por
caes domésticos infectados experimentalmente. Gom
base na morfometria dos esporocistos e morfologia dos
cistos encontrados nas células da musculatura cardiaca
e na especificidade guanto aos hospedeiros involvidos,
cdo e bovino, infectados experimentalmente com
esporocistos do cachorro do mato sdo semelhantes as
citagies de Fayer (1980), Tenter (1995) e Odening (1998)
gue o caracteriza como Sarcocystis cruz, além dos perio-
dos, pré-patente e patente serem semelhantes aos ob-
servados por Botelho & Lopes (1984) e Figueiredo et al.
(1991) para a mesma espécie. Além disso, os cistos en-
contrados na infeccéo experimental do bezerro com os
esporocistos procedentes do cachorro-do-mato (Fig.2a)
foram semelhantes morfologicamente aos ohservados nas
células da musculatura estriada cardiaca obtida de um
coracio bovino com infeccdo natural (Fig.2b) e sendo
compativel com a descricdo morfologica descrita por
Figueiredo et al. (1991) em infecciies naturais de células
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Fig.1. Esporocistos (=) de Sarcocystis cruzi: origem (a) cachor-
ro-do-mato, (b) cdo domeéstico. Solugio saturada de Agu-
car, ob].100x.

da musculatura estriada cardiaca de um bovino, caracte-
rizando-se o cisto por ter uma parede externa fina.

Na avaliagao histopatoldgica da mucosa intestinal do
cachorro-do-mato que veio a ébito no CETAS/Ibama o
grau de autdlise observado, dado ao longo periodo entre
a sua morte e a necropsia prejudicou a andlise, porém
esparsos oocistos podiam ser observados. Da mesma
maneira, acentuado nimero de oocistos esporulados

Quadro 1. Aspectos comparativos dos isolados de cachorro-
do-mato e de cao doméstico para Sarcocystis cruzi

Esporocistos Hospedeiro definitivo
{mm)2 Cachorro- Cao domestico
~do-mato [ e
Di&metro maior 14,84+0,94% 17,87+0,80¢  17,4420,82Y
Diametro menor  11,29+1,88Y 12,03+0,59¢  11,60+0,66Y
indice morfologico  1,310,04 ¥ 1.48+008Y 15040057
2 Numero de 10 esporocistos medidos. Letras dif (x.y) na mes-

ma linha significantes em nivel de 5% pelo teste t de Tukey.

b Infectado experimentalmente com cistos de um bovino que recebeu
esporocistos do cachorro do mato.

¢ Infectado experimentalmente com cistos de um bovino infectado na-
turalmente.

Fig.2. Cistos de Sarcocystis cruzi nas células da musculatura
estriada cardiaca de bovino, origem: (a) infecgdo experi-
mental com esporocistos do cachorro-do-mato e (b) infec-
cao natural. Parede externa do cisio fina | «- ) e presenca
de bradizoitas. HE, obj.40x.

(Fig.3) puderam ser vistos abaixo da camada epitelial do
intestino delgado nos Cées | e Il infectados experimental-
mente, porém sempre localizados nas extremidades das
vilosidades intestinais. Nao foram observadas lesoes dig-
nas de nota associadas & infeccao por Sarcocystis, que
segundo Fernando (1982), as lesdes causadas por
Sarcocyslis sao mais freqlientemente observadas nos
hospedeiros intermediarios, associadas as formas
merogoénicas localizadas no endotélio dos vasos sangli-
neos, o que faz dos canideos excelentes hospedeiros
definitivos por ndo adoecerem da infecgao e eliminarem
grande quantidade de esporocistos em suas fezes.

Com base nos dados obtidos, os esporocistos encon-
trados nas fezes do cachorro-do-mato sao da espécie
Sarcocystis cruzipor ter esta espécie ter como hospedei-
ros definitivo e intermediario canideos e bovinos respecti-
vamente o que foi determinado experimentalmente por
este trabalho.
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Anexo 2
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AVALIACAO DO INTESTINO DELGADO E LINFONODOS MESENTERICOS DE
CAES (Canis familiaris) INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE COM
Sarcocystis cruzi (HASSELMAN, 1923) WENYON, 1926 (APICOMPLEXA:
SARCOCYSTIDAE)*
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Iymph nodes of dogs (Canis familiaris) experimentally infected by Sarcocystis cruzi (Hasselman, 1923) Wenyon,
1926 (Apicomplexa: Sarcocystidae)]. Avaliacio do intestino delgado e linfonodos mesenténicos de cies (Canis
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Species of the genus Sarcocystis are considered as important parasites of domestic animals. Dogs are considered
as definitive host for a vanety species of Sarcocystis, when they fed on intermediated host tissues cysts shed
sporocysts in their feces. Grinded bovine cardiac muscles, positive for Sarcocystis cruzi was given to two puppies
free of coccidia. Both animals shed sporocysts i their feces at 12 days after infection (DAT). These sporocysts
measured 17.44+0.82 11.60 = 0.66 pum with shape mdex of 1.50+0.05. At 23 DAL these animals were posted and
samples of the small intestine, such as: duodenum. jejune. 1leum and mesenteric lymph nodes were colleted. In the
analysis of small intestine, sporocysts were observed under de mucosa and they were charactenized by sporulated
sporocysts with sporozoites. Lesions were consisted of discrete edema and plasmocytic cells infiltrations which
they were associated to a mimmal inflammatory reaction in the presence of parasitic stages. On the other hand,
sporocysts were observed at the cortical region near of lymphatic vessels adjacent to mesenteric lymph nodes
capsule. It ndicated the involvement of the lymphatic vessels in the sporocysts dispersion in the dog mesenteric

lymph nodes.

KEY WORDS: Sarcocystis. dogs, small intestine, mesenteric lymph nodes, histopathology.
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RESUMO

Espécies do género Sarcocystis sio consideradas com impor-
tantes parasitos dos amimais domeésticos. Cies sfo considera-
dos com hospedeiros definitivos para uma variedade de espé-
cies de Sarcocystis, quando estes se alimentam de cistos
teciduais dos hospedeiros mtermedianios elinninam em suas
fezes esporocistos. Amostras de musculatura cardiaca positi-
vas para sarcocistos de S. eruzi foram dados a dois cachorni-
nhos livres de coccidios. eles elininaram em suas fezes espo-
rocistos aos 12 dias apos mfecgio (DAI). Estes esporocistos
mediram 17.44 +0.82 11,60 + 0,66 pm com indice morfomeé-
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trico de 1.50 = 0.05. Aos 23 DAI estes animais foram ne-
cropsiados e amostras do intestino delgado como duodeno.
jejuno, ileo e linfonodos mesentéricos foram coletadas. Na
analise do intestino delgado. esporocistos foram observados
abaixo da mucosa e caracterizados como esporulados conten-
do esporozoitos. As lesdes foram constituidas por um discre-
to edema e infiltragio plasmocitania o que esta relacionado a
uma minima reagio inflamatonia pela presenca das fases pa-
rasitanas. Por outro lado, esporocistos esporulados tambem
foram observados na regifio cortical proximo a vasos linfati-
cos adjacentes a capsula dos linfonodos mesentéricos. Isto
indica que ha participacio dos vasos linfaticos na dispersio
dos esporocistos nos linfonodos mesentéricos de cies.

PAT AVRAS-CHAVE: Sarcocystis, cies, intestino delgado, lin-
fonodos mesenténicos, histopatologia.

A sarcocistose vem sendo considerada como nma impor-
tante doenca parasitania do sistema vascular nos animais de
producio (LOPES, 2004: LOPES et al.. 2005) sendo que al-
gumas espécies da familia Sarcocystidae sdo consideradas
como zoonose emergente (SLIFKO et al.. 2000). Sarcocysris
& um género que possm como hospederros definitivos (HD)
predadores carnivoros e onivoros, em especial o cfio e o gato,
e como hospedeiros intermedianios (HI), herbivoros ou oni-
voros, especialmente ruminantes (DUBEY, 1976;
FIGUEIREDO et al.. 1991: TENTER. 1995: LOPES. 2004).
Os HI adquirem a infecgiio por ingestio de esporocistos ou
oocistos esporulados que sdo eliminados nas fezes do HD
mnfectado, que por sua vez tornam-se infectados por ingestio
da forma cistica do parasito localizada na musculatura do HI
(DUBEY., 1976; TENTER. 1995). As fases do ciclo evolutive
de Sarcocystis sio bem conhecidas. principalmente em espé-
cies que envolvem animais de produciio onde o céio é consi-
derado como HD de espécies de Sarcocystis mais patogénicas
(LOPES. 2004). entre elas 5. cruzi em bovinos, S. levinei em
bufalo, 8. capracanis e 5. hircicanis em caprinos, S. tenella
em ovinos e S. miescheriana em suinos (TENTER. 1995:
ODENING, 1998). A distribmigdo da sarcocistose em ammais
de producio é cosmopolita (LOPES, 2004), porém a preva-
1éncia mundial nos cies varia de acordo com o pais, periodo e
metodologia utilizada. A recuperacio e identificacio dos es-
porocistos de Sarcocystis sdo geralmente realizadas em le-
vantamentos de parasitos mtestmais (OLIVEIRA-SEQUEIRA,
2002: FONTANARROSA et al_ 2006; LOPEZ et al . 2006:
MARTINEZ-MORENO et al.. 2006: SAGER et al.. 2006).
Alguns relatos da observagio de esporocistos em cies atraves
de digestio dos linfonodos mesentéricos foram assinalados
por Shimura et al. (1981) e por Botelho e Lopes (1984). Esse
trabalho teve como objetivo descrever a presenca de esporo-
cistos no intestino delgado e linfonodos mesentéricos de cies
experimentalmente infectados.

Dois cies desmamados, sem raca defimda, de ambos os
sexos, dois meses de idade e livres de parasitos foram exa-

Meireles et al.

Figura 1. Sarcocystis cruzi. Cisto (‘== localizado em musculatura
cardiaca de um bovino (a). H.E., 100X. Esporocistos ==} (b). Solu-
¢do saturada de actcar. 1000X.

munados por 15 dias, antes de serem infectados. Esses am-
mais foram mantidos em gaiolas 1soladas proprias para a es-
pécie com agua e ragio ad [ibitum.

O maternial mfectante fo1 obtido de um bovino no mata-
douro de Barra Mansa, RJ e constituido de duas amostras de
100g de triturado de coragio de bovinoe positivo para
bradizoitas de Sarcocystis. Previamente a trituracéio do cora-
¢iio bovino, pedacgos foram retirados e fixados em formol his-
tologico a 10% para postenior identificacio da espécie dos
cistos encontrados onde foram compativeis com a morfologia
de S. eruzi quando examinados (Figura la). As amostras fo-
ram dadas a cada um dos cées por via oral. As fezes obtidas
desses animais foram examinadas por um periodo de 23 DAT
para pesquisa de esporocistos nas fezes conforme Figueiredo
et al. (1991). A segmir os dois amimais foram necropsiados
com base no Cobea (2008) onde secgdes dos linfonodos me-
sentéricos e do mtestino delgado como: duodeno, jejuno e
ileo foram separados, fixadas em formol histologico a 10%,
emblocadas em parafina e coradas em HE e PAS conforme
Behmer et al. (1976) inclusive as amostras de musculatura
cardiaca do bovino.

Os cées comegaram a elminacio de esporocistos (Figura
1b) nas fezes ao 11° DAT A média de eliminagéo foi de 8,0 X
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107 esporocistos por grama de fezes onde os didmetros maior e
menor mediram em media 17 44 + 0,82 e 11,60 = 0.66 mm_
respectivamente, com indice morfométrico de 1,50 =+ 0,05 ca-
racteristicas compativeis para esporocistos de S. cruzi (Figura
1b) conforme Botelho e Lopes (1988) e Figueiredo etal. (1991).

Na analise do intestino delgado foram evidenciadas nos
segmentos de mucosa do duodeno, jejuno e ileo congestio,
discreto a moderado mfiltrado inflamaténo infoplasmocitanio,
principalmente adjacente as células apicais das criptas mntes-
tinais onde havia oocistos esporulados, com esporocistos e
esporozoitas de S. cruzi (Figura 2) localizados no apice das
criptas da mucosa mtestinal, abaixo do epitélio de revesti-
mento. onde foram mais bem evidenciados com auxilio do
PAS. Hiperplasia de foliculo linféide, havendo focos com
mugracio de células linfoides em direcio as criptas intesti-
nais. Os relatos da literatura descrevem lesdes e achados mi-
croscopicos em hospedeiros intermedidrios principalmente em
herbivoros e onivoros. havendo escassas informacdes sobre
as lesdes em hospedeiros defimitivos, particularmente cies
(SHIMURA etal.. 1981: BOTELHO: LOPES. 1984: LOPES.
2004). Existem alguns estudos de Sarcocystis em cées que
relatam apenas a presenca de oocistos e esporocistos no m-

Figura 2. Sarcocystis cruzi. . Presenca de esporocistos (=) abaixo
da mucosa intestinal do ileo de um cdo (a). 400X. Aumente maior da
figura 2a (b). 1000X. PAS.

igura 3. Sarcocystis cruzi. Esporocisto (==} na cortex de um nfo—
nodo mesentérico de cdo. (a) 400X. Aumento maior da figura 3a (b).
1000X. PAS.

testino delgado. analisados por microscopia optica
(GARDINER et al.. 1988;: WADJKAR etal., 1993) inclusive
para 5. capracanis. Os relatos recentes estdo associados a le-
vantamentos de parasitos gastrintestinais (OLIVEIRA-
SEQUEIRA, 2002: FONTANARROSA et al . 2006:
LABRUNA et al.. 2006: LOPEZ et al., 2006: SAGER et al..
2006: MARTINEZ-MORENO et al.. 2007) onde esporocis-
tos de Sarcocystis estdo assinalados.

Nos linfonodos mesentéricos foram observados na regido
cortical alguns foliculos primarios evidentes e na regido me-
dular havia rarefacio celular. Ainda na regifio cortical, proxi-
mo aos vasos linfaticos aferentes que drenam linfa dos teci-
dos regionais foram evidenciados na coloragio de PAS espo-
rocistos e esporozoitas de S. eruzi (Figura 3). Existem poucos
relatos da observacio de esporocistos em linfonodos mesen-
téricos de cies (SHIMURA et al.. 1981: BOTELHO: LOPES.
1984). Esses autores citam a presenca dos esporocistos
extraintestinais em achados por digestio enzimatica dos hin-
fonodos mesentéricos sem. contudo observa-los no parénqui-
ma dos linfonodos. A investigaciio dessa coccidiose no ciio
através de analise histologica vem contribuir para melhor en-
tendimento sobre as localizacdes teciduais e das alteracdes
patologicas na mucosa do mtestino delgado do cio.
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Anexo 3

Eimeria bareillyi FROM THE DOMESTIC WATER BUFFALO,
Bubalus bubalis, IN THE STATE OF RIO DE JANEIRO, BRAZIL*

Eimeria bareillyi DO BUEALO DOMESTICO, Bubalus bubalis, NO
ESTADO DO RIO DE JANEIRQO, BRASIL

Landreani Ramirez'; Bruno Pereira Berto'; Walter Leira Teixeira Filho®; Walter
Flausino®; Gisele Santos de Meireles’; Janaina da Soledad Rodrigues*; Claudio
Rogério Rocha Almeida’ and Carlos Wilson Gomes Lopes®

ABSTRACT. Ramirez. L.: Berto, B.P.; Teixeira Filho, W.L.; Flausino, W.: Meireles,
G. S. de; Rodrigues, J. da S.: Almeida. C.R.R. & Lopes, C.W.G. Eimeria bareillyi from
the domestic water buffalo, Bubalus bubalis, in the State of Rio de Janeiro, Brazil.
[Eimeria bareillyi do bufalo doméstico, Bubalus bubalis, no estado do Rio de Janeiro,
Brasil.] Revista Brasileira de Medicina Veterindria, 31(4):261-264, 2009. Curso de
Pos-Graduacdo em Ciénceias Veterindrias, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro,
BR 465, Km 07, Seropédica, RT 23890-000, Brasil. E-mail: landrynana@hotmail.com
This study reports domestic water buffalos, Bubalus bubalis, parasitized by Eimeria
bareillyi. Its oocyts were pyriform, with smooth, bilayered wall, 29.5 (27-33) x 21.3
(20-24) pm length and width respectively. Micropyle was present, without a micropyle
cap. Polar granule and oocyst residuum were absent. Sporocysts were elongating
ellipsoidal. Stieda body was present: however, substieda and parastieda bodies were
absent. Sporocyst residuum was present and sporozoites presented a refractile body
and a nucleus. Sporulated oocysts of E. bareillyi were uniforms in their distribution,
evidencing the presence of a single species in spite of polymorphic in its shape.

KEY WORDS. Morphology, sporulated oocysts, coccidia, Bubalus arnee, Bovidae, Rio Claro.

RESUMO. Este estudo relata bufalos domeésticos.  ando a presenca de uma so espécie, apesar de serem

Bubalus bubalis. parasitados por Eimeria bareillyvi.
Seus oocistos foram piriformes. com parede lisa e
dupla. 29.5 (27-33) x 21.3 (20-24) um de diametros.
maior e menor respectivamente. Micropila estava pre-
sente sem capuz polar. Granulo polar e residuo. esta-
vam ausentes. Os esporocistos foram elipsoides alon-
gados. Corpo de Stieda presente, porém. corpos de
substieda e parastieda ausentes. O residuo do esporo-
cisto estava presente e os esporozoitas possuiam um
corpo refratil e um nucleo. Oocistos desta espécie de
coccidia sdo uniformes em sua distribuicdo, evidenci-

polimorficos quanto a sua forma.

PALAVRAS-CHAVE. Morfologia, oocistos esporulados.
coccidios, Bubalus armee. Bovidae, Rio Claro.

INTRODUCTION
The buffalo is a large bovine animal. frequently used
as livestock in Asia. South America, Europe and Africa.
In 2000. the United Nations Food and Agriculture
Organization estimated that there were approximately
158 million buffalo in the world (Nowak & Paradiso.
1983; Clutton-Brock. 1999; Wilson & Reeder. 2005).
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There are established feral populations in Australia
but the dwindling true wild populations are thought
to survive in India. Nepal. Bhutan and Thailand. All
the domestic varieties and breeds descend from one
common ancestor. the wild Asian water buffalo.
which is now an endangered species (Nowak &
Paradiso. 1983: Clutton-Brock. 1999: Wilson &
Reeder. 2005).

There are some scientific names for these animals;
however. the International Commission on
Zoological Nomenclature ruled that the name for wild
species is not invalid by virtue of its being antedated
by a name based on a domestic form. Therefore, the
International Union for Conservation of Nature and
Natural Resources (IUCN) considers the wild forms
of water buffalo under Bubalus arnee Kerr. 1792,
while the domestic forms are considered under B.
bubalis Linnaeus, 1758 (Gentry et al.. 2004; Wilson
& Reeder, 2005).

Coccidiosis associated with the genus Eimeria
Schneider. 1881 are frequently reported from buffalos
(Barbosa. 1992: Noronha et al.. 2009). Duszynski et
al. (2001) recognize 13 eimerid coccidian parasites
of water buffalos: Eimeria zuernii (Rivolta. 1878)
Martin, 1909: E. bovis (Ziiblin, 1908) Fiebiger. 1912:

E. canadensis Bruce, 1921: E. bukidnonensis
Tubangui. 1931; E. cylindrica Wilson. 1931: E.
thianethi Gwéléssiany. 1935: E. auburnensis
Christensen. Porter. 1939: E. brasiliensis Torres,
Ramos. 1939: E. alabamensis Christensen. 1941: E.
gokaki Rao. Bhatavdekar. 1959; E. ovoidalis Ray.
Mandal, 1961: E. bareillvi Gill, Chhabra. Lala 1963:
and E. ankarensis Sayin. 1969.

Experimentally. E. bareillyi was found to be
pathogenic and. recently. it was associated to death
of a three-week-old buffalo calf (Dubey et al.. 2008)

The aim of this study was report E. bareillyi
parasitizing domestic water buffalos, B. bubalis. in
the Municipality of Rio Claro. Rio de Janeiro State.
Brazil.

MATERIALS AND METHODS

Samples were collected from 33 domestic water
buffalos of farms located in Rio Claro City (22° 43°
S and 44° 08 W), Rio de Janeiro State. Brazil. Fecal
samples were collected manually from the rectum of
adults and calves, placed into plastic vials containing
potassium dichromate solution 2.5% (K,Cr,0,) (1:6
w/v). and they were carried to Laboratorio de Cocci-
dios e Coccidioses located at Universidade Federal

g%

Figure 1. Line drawning (a) and photographs (b. c} of Eimeria bareillyi. a coccidium
species recovered of buffalos. Bubalus bubalis, from Rio Claro City. Rio de Janeiro
State, Brazil. Scale-bar: 10um for line drawning: and 20pm for photographs.
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Rural do Rio de Janeiro. Samples were placed in a
thin layer (~ 5 mm) of K, Cr,0, 2.5% solution in Petri
plates. and incubated at 23-28°C for 10 days or until
70% of oocysts were sporulated. Oocysts were
recovered by flotation in Sheather’s sugar solution
(sp.g. 1.20) and examined microscopically using a
technique described by Duszynski & Wilber (1997).
Morphological observations and measurements. in
um, were performed using a binocular microscope
Carl Zeiss with apochromatic oil immersion objective
lens and ocular micrometer K-15X PZO (Poland).
Line drawing was prepared using a binocular
microscope Wild M-20 with drawing tube. Pictures
were taken using a digital camera model CD Mavica
MVC-CD250 Sony®. Size ranges are in parenthesis
followed by average and shape index (length/width).
Linear regression and histograms were performed
using the software Excel XP (Microsoft Co..
Redmond. WA, USA). based on Sampaio (2002).

RESULTS AND DISCUSSION

Thirty three domestic water buffalos were
examined; three of them shed oocysts in the feces.
These positive animals were healthily calves. Initially.
the oocysts were non-sporulated, while 70%
sporulated by day still sporulated at 25 days.

Sixty five sporulated oocysts (Figure 1) were
observed and measured. They were pyriform. with
smooth, bilayered wall. ~1.3 pm. Micropyle was
present. ~1.8 high » 4.9 wide, without a micropyle
cap. Polar granule and oocyst residuum were absent.
Sporocysts were elongate ellipsoidal. with a smooth.
thin, single-layered wall. Stieda body was flattened
and delicate. ~0.4 high = 2.1 wide. Substieda and
parastieda bodies were absent. Sporocyst residuum
usually formed a mass of granules: however,
sometimes some scattered granules were present.
Sporozoites with one posterior refractile body and a
nucleus.

Table 1. Measurements of sporulated oocysts of Eimeria bareillyi. a
coccidinm species recovered of buffalos. Bubalus bubalis.

Oocyst Values
descriptions Oocysts? Sporocysts?
Length  Width  Shape  Length Width Shape
index index
Gill et al. 308 216 - 18 8 -
(1963F  (2635)  (19-25)
etal 7.2 193 138 - - -
Q008 (232-95) (165-22) (1.26-157)
Cutrent 295 213 14 16.4 7.2 23
sudy  (27-33)  (2024) (1216 (1319 (68) (17-3.0)

*Samples from India, original description: *from Netherlands; “from Brazil
and “Lengh and width in pm

These oocysts were closely resembled with E.
bareillyi. originally described from buffalos in India
by Gilletal. (1963). Table 1 shows the measurements
of the oocysts recovered in the current study: in the
original description of Gill et al. (1963): and in the
recent report of fatal coccidiosis of a three-week-old
buffalo calf by Dubey et al. (2008).

Analyzing Figure 2. frequencies in the classes
increase and diminish gradually. or either. the oocysts
measurements are grouped in lesser amount in the
limits of the values and larger amount in the medium
values. Thus, these measurements showed uniforms
in their distribution. evidencing the presence of a
single species.

Oppositely. the linear regression (Figure 3)
showed a non-uniform distribution. with R? value
less than 0.5, and so revealed the polymorphism of
this species. Similar methodology and results were
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Figure 2. Frequencies in the distribution of the sporulated oocysts of

Eimeria bareillyi recovered from fecal samples of buffalos, Bubalus
bubalis. from the Municipality of Rio Claro, Rio de Janeiro State.
Brazil. (a) Length, (b) width and (c) shape-index.
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Figure 3. Distribution of the sporulated oocysts of Eimeria bareillyi
recovered from fecal samples of buffalos. Bubalus bubalis. from
the Municipality of Rio Claro, Rio de Janeiro State. Brazil.

obtained from studies of eimerid coccidian parasites
of fowls by Norton & Joyner (1981) and Joyner
(1982): Hammondia heydorni (Tadros. Laarman,
1976) Dubey. 1977 oocysts by Pereira et al. (2001):
Tyzzeria parvula (Kotlan, 1933) Klimes, 1963
oocysts by Berto et al. (2008a): and Isospora
hemidactyli Carini. 1936 oocysts by Berto et al.
(2008D).
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Anexo 4

The Japanense quail (Corturnix japonica) as a new intermediated host for
Cystoisospora felis (Wenyon, 1923) Frenkel, 1977 (Apicomplexa:
Cystoisosporinae)

A codorna japonesa (Coturnix japonica) como um novo hospedeiro para Cystoisospora felis

(Wenyon, 1923) Frenkel, 1977 (Apicomplexa: Cystoisosporinae)
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Resumo

Cystoisospora felis ¢ um parasito intracelular obrigatério que acomete felideos de diversas
espécies, que podem se contaminar tanto pela ingestao de oocistos esporulados, quanto pela
ingestdo de tecidos de hospedeiros intermediarios infectados previamente com oocistos
esporulados. Neste estudo, 10 codornas japonesas foram infectadas com um inoculo puro de
oocistos de C. felis na concentragio de 10°, e apés 60 dias, bago, figado ¢ bursa dessas
codornas infectadas foram oferecidos a trés filhotes de gato livres de infec¢ao. Um quarto
gato ainda foi infectado com uma suspensdo de 10° oocistos viaveis de C. felis por via oral.

Ap6s o inicio da eliminagdo, os oocistos foram colocados para esporular e, em seguida, 40
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oocistos oriundos de cada infec¢ao foram mensurados, tendo como médias de didmetro maior
(DM), diametro menor (dm) e indice morfométrico os seguintes valores: 44,30+2,30,
31,30£1,90 e 1,40+0,1 para os oriundos do animal infectado com figado, 46,30+2,20,
32,90£1,90 e 1,40+0,1 para os oocistos do animal infectado com baco, 44,80+2,20,
31,20+1,60 e 1,40+0,1 para os oocistos oriundos do animal infectado com bursa e 43,60+1,60,
30,80+1,60 e 1,40+0,1 para os oocistos do animal que recebeu oocistos direto por via oral.
Com estes resultados foi possivel concluir que ndo existem diferengas significativas na
morfometria dos oocistos de C. felis. Além disso, os periodos pré-patente e patente foram
semelhantes quando gatos foram alimentados com visceras de codornas infectadas
previamente com oocistos esporulados de C. felis em comparagao com o animal que recebeu
10° oocistos esporulados por via oral.

Palavras-chave: Cystoisospora felis, codorna japonesa, infec¢do experimental.

Abstract

Cystoisospora felis is an obligator intracellular parasite that infecting felines of diverse
species, that were contaminated by ingesting sporulated oocysts end/or intermediated host
harboring monozoic cysts of this species. In this study, 10 Japanese quails were infected with
a pure inoculum consisted by 10° sporulated oocysts of C. felis, after 60 days post infection,
liver, spleen, and bursa of Fabricius were removed from each quail and they were given to
feed to 3 kittens separately. A forth kitten was infected with 10° sporulated oocysts orally.
After shedding oocysts by kittens, they were allowed to sporulate. After that, 40 sporulated
oocysts of each infection were measured, having as means of Length, Width and Shape Index
the following values: 44.30+2.30, 31.30£1.90 and 1.40+0.1 from kitten fed on liver,
46.304+2.20, 32.90+1.90 and 1.40+0.1 from kitten fed on spleen, 44.80+2.20, 31.20+1.60 and
1.40+0.1 from kitten fed on bursa of Fabricius, and 43.60+1.60, 30.80+1.60 and 1.40+0.1
from kitten infected with sporulated oocysts orally as well as C. felis prepatent and patent

periods.

Keywords: Cystoisospora felis, Japanese quail, experimental infection.

* Autor for correspondence: Carlos Wilson G. Lopes. Departamento de Parasitologia Animal, Instituto de
Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro. BR — 465 km 7. CEP 23890-000 Seropédica — RJ,

Brasil, e-mail: lopescwg@ufrrj.br
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Introdution

Cystoisospora felis (Wenyon, 1923) Frenkel, 1977, an obligatory intracellular parasite
belongs to the Sarcocystidae family, Cystoisosporinae subfamily, is one of the coccidium
more frequently found in the feces of domestic cats (AMARAL et al., 1966). The oocysts of
this species easily identified due to its oocysts great size when compared with other coccidia
observed in feline feces (FRENKEL; DUBEY, 1972).

Dubey and Frenkel (1972) had identified two possible forms of infection of Felines for
Cystoisospora, being the first one for the ingestion of sporulated oocysts and a second for the

ingestion of an intermediate host infected previously with sporulated oocysts.

Some animals were described as intermediate hosts of species of the genus
Cystoisospora, such as: mice, rats, dogs (FRENKEL; DUBEY, 1972), guinea pig (HERZOG
et al., 1993), birds (LINDSAY; BLAGBURN, 1994), bovines (FAYER; FRENKEL, 1979),
swine (CARVALHO FILHO et al., 2003), rabbits (COSTA; LOPES, 1998), Mongolian’s
gerbis (CARVALHO FILHO et al., 2004) and chickens (MASSAD et al., 2003).

The systemic distribution of hipnozoytes in different intermediate hosts visceras was
indicated an accentuate tropism for mesenteric lymph nodes, spleen, liver and Payers’ patches
in mammals (FRENKEL; DUBEY, 1972; BROSIGKE et al., 1982; FREIRE; LOPES, 1996;
COSTA; LOPES, 1997).

The objectives of the present study were to determine the experimental infection due

to C. felis on Japanese quails and its experimental transmission to kittens free of coccidia

Material and Methods

The experiment was carried out at the Laboratério de Coccidios e Coccidioses (LCC)
— Projeto Sanidade Animal (Embrapa/UFRRIJ), Departamento de Parasitologia Animal,

Instituto de Veterinaria, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro.

A good-looking queen, in thirty final of gestation was brought for the LCC and it was

lodged in individual bay with water and food ad libitum. Fecal examination was carried to
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determine if the queen was free of infection for gastrointestinal parasites. Although the
negative examination, a preventive treatment was adopted as indicating by Loss and Lopes

(1997).

After 45 days of parturition, kittens were separated from its mother, fecal examination
from all of them were done for a period of 30 days before being infected for evidence of they
were free of infection. After that they were separated in suspended individual cages,
previously washed with sodium hypochlorite and fire broom to prevent possible
contaminations. For the direct infection, a pure suspension of C. felis sporulated oocysts
(Figure 1) in Hank’ solution (ANDRADE, 2000) in the concentration of 10° oocysts/mL was
used, gotten from the purification of fecal samples from cats infected naturally. For the
experimental viscera’s infection, 10 Japanese quails were inoculated by using a orogastric
tube, with 10° C. felis sporulated oocysts, and after 60 days of the infection, Japanese quails
were euthanized (COBEA, 2007) and their livers, spleens and bursas of Fabricius were
separated.

Of a total of 4 cats, each one of the cats received orally a distinct source of infection,
divided as followed: cat I — grinded spleen; cat II — grinded liver; cat III — grinded bursa of
Fabricius and cat IV - suspension of 10° sporulated oocists/mL;. From the following day to
the inoculation, fecal samples were examined daily and carried out according to Figueiredo et

al. (1984).

After the beginning of the elimination, fecal samples were diluted separately,
bolted and stored in plastic vials, containing potassium dichromate 2.5% in the proportion
ratio of 1:9 and under forced aeration due to a aquarium pump in ambient temperature for that

the sporulation could occur.

The tax of sporulated oocysts was followed daily, where the oocysts were classified in
sporulated and not sporulated, until the tax of sporulation exceeded 80%. After sporulation,
became the analysis and morphologic characterization of the oocysts, where 50 sporulated
oocysts from each source of infection were measured separately by using a micrometric
ocular (K-15X PZO) in a binocular microscope Carl Zeiss, where the length and width of
oocysts were determined, as well as the index shape. Pictures were taken using a digital

camera model CD Mavica MVC-CD250 Sony®.
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The measures of central tendency as well as the comparisons between sporulated
oocysts means from different sources of infection were analyzed according to Sampaio

(2002).

Results and Discussion

For characterization of the oocysts as part of the studied species, a complete
knowledge of the taxonomic aspects becomes necessary that, on this in case to be based on

the morphologic characteristics of the oocysts (TENTER et al., 2002).

To if comparing the measures of the length, width and index shape of the oocysts
recovered from different sources of infection (Table 1), significant differences between these
values had not been observed, that’s differs from the results observed by Medeiros et al.
(2007), when oocysts of C. felis proceeding from experimental infection with mice viscera’s
for being bigger than those observed in this study. Although, the length and width means
gotten from each source of infection, in the present study, they were similar to those observed
by Medeiros et al. (2007). In the same way, values observed in the present study for oocysts
were bigger than those observed when Mongolian gerbil viscera’s were used as source of
infection for C. felis (CARVALHO FILHO et al., 2004). However, in both cases, index shape
of the oocysts was similar to those observed in the present results. Prepatent and patent
periods were the same among viscera’s infection in comparison to that due to sporulated
oocysts infection (Table 2). Similar results were also observed by Dubey e Streitel (1976) and
Carvalho Filho et al. (2004). Lindsay e Blagburn (1994) described a patent period from 10-11
days for C. felis, when cats free of coccidia were infected by 10* sporulated oocysts orally.
When kittens fed on liver and spleen separately shed more oocysts than that fed on bursa of
Fabricius, but less than kitten infected orally (Figure 2).

This disparity of values can be explained by diverse factors, such as the different use

of parasite strains or intrinsic factors of the hosts (FAYER, 1980).
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Table 1. Cystoisospora felis sporulated oocysts from different source of infection.

Oocysts*
Source of infection Samples Length Width Shape index
Liver 50 44,30+2,30 31,30+1,90 1,40+0,1
Spleen 50 46,30+2,20 32,90+1,90 1,40+0,1
Bursa of Fabricius 50 44,80+2,20 31,20+1,60 1,40+0,1
Sporulated oocysts 50 43,60+1,60 30,80+1,60 1,40+0,1

* No significant differences were observed.

Table 2. Shedding Cystoisospora felis oocysts by cats infected with different sources of

infection.
Origin of infecting Source of Period Number of oocysts
material infection
Pre-patent ~ Patent OoPG* Total
Spleen 5 12 3,450 57,740
Japanese quail *
Liver 5 12 4,880 216,522
Bursa of 5 12 445 19,924
Fabricius
Sporulated oocysts *  Fecal oocysts 7 14 31,274 1,565,948

“Animals infected with 10° sporulated oocysts previously.
PKittens infected with 10° sporulated oocysts orally.

Oocysts per gram of feces
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Figure 2. Shedding Cystoisospora felis oocysts by cats fed on liver (a), spleen (b), bursa of
Fabricius (c) of the Japanese quail and infected with 10° sporulated oocysts orally
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Figure 1. Cystoisospora felis sporulated oocyst. Sugar saturated solution. 1000X.

68



