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VIABILIDADE E MORFOBIOLOGIA DOS OOCISTOS DE
Cystoisospora ohioensis (DUBEY, 1975) FRENKEL, 1977
(APICOMPLEXA: CYSTOISOSPORINAE) ELIMINADOS
POR CAES INFECTADOS EXPERIMENTALMENTE"

VIABILITY AND MORPHOBIOLOGY OF Cystoisospora ohioensis
(DUBEY, 1975) FRENKEL, 1977 (APICOMPLEXA:
CYSTOISOSPORINAE) OOCYSTS SHED BY DOGS

EXPERIMENTALLY INFECTED
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ABSTRACT. Teixeira Filho W.L., Cardozo S.V. & Lopes, C.W.G. [Viability and
morphobiology of Cystoisospora ohioensis (Dubey, 1975) Frenkel, 1977
(Apicomplexa: Cystoisosporinae) oocysts shed by dogs experimentally infected]
Viabilidade emorfobiol ogiados oocistosde Cystoisospora ohioensis (Dubey, 1975) Frenke,
1977 (Apicomplexa: Cystoisosporinae) eiminados por céesinfectados experimental mente.
Revista Brasileira de Medicina Veterinaria, 32(3):161-165, 2010. Escola de Ciéncias
da Salde, Curso de Ciéncias Bioldgicas, Universidade do Grande Rio, Rua Prof. José de
SouzaHerdy, 1160, Duque de Caxias, RJ 25071-202, Brasil. E-mail: sergianvc@oi.com.br

With the purpose of estimating the viability, sporulation time, prepatent period (PPP),
patent period (PP) and morphologic patterns of Cystoisospora ohioensis, dogs were
divided in two groups and were infected with 5 x 10* sporulated oocysts, two of these
were infected with stoked oocysts that were storage at refrigeration temperature for a
period of two years, wherewere obtained first passing oocysts, were obtained by infection
of two other animals. Then the total quantity of feces daily eliminated for each group,
were submitted to forced aeration to obtain sporulated oocysts. The stoked oocysts had
23.82+0.98 by 21.24+1.65um length and width respectively, whereas sporocysts measured
19.78+1.80 by 14.35+2.07um of diameter. The first passing oocysts last twelve days to
complete the sporulation, the PPP was three days and the PP was eight days. Oocysts
were 26.17+£2.66 by 23.23+2.67um whereas sporocysts measured 16.43+£2.50 by
12.67+1.67um of diameter. The second passing oocysts had PPP of five days, PP of
nineteen days and sporulated in six days, whereas oocysts and sporocysts measured
20.84+1.38 by 18.59+1.75um and 13.61+1.25 by 9.59+0.90um, respectively. Significant
differences between PPP and PP were observed, and in the morphometry of the sporocysts
from second passage with oocysts varying from subspherical to elliptical .

KEY WORDS. Cystoisospora ohioensis, dogs, morphobiology, experimental infection.
RESUMO. Comoobjetivodeestimar aviabilidade,0  de Cystoisospora ohioensis, foram feitas infecgdes

tempo de esporulacéo, o periodo pré-patente (PPP), 0 experimentais em caes, divididosem doisgrupos. Os
periodo de paténcia (PP) e os aspectos morfoldgicos  animaisforam infectadoscom 5x 10* ooci stos esporu-
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lados, maisdoisanimaisinfectados, com oocistos ar-
mazenados que foram mantidos previamente por um
periodo de doisanosem refrigeracdo, onde se obteve
aposinfeccdo oocistosde 12 passagem, osquaisforam
utilizadosparaainfeccdo demaisoutrosdoisanimais. A
seguir, aquantidedetota defezesdiminadasdiariamente,
para cada grupo, foi submetida a aeracdo, para que
ocorresse aesporul acdo dos oocistos. Osoocistosar-
mazenados mediram 23,82+0,98 por 21,24+1,65um
Com oS respectivos esporocistos medindo 19,78+1,80
por 14,35+2,07um de diametro. Os de 12 passagem
levaram 12 dias para esporular, sendo o PPP de trés
dias e o PP de oito dias, cujas medidas dos oocistos
foram 26,17+2,66 por 23,23+2,671m com esporocis-
tos medindo 16,43+2,50 por 12,67+1,67um. Os 00-
cistosde 22 passagem tiveram PPPdecinco dias, PP de
19 diaseesporularam em seisdias, cujasmedidasdos
oocistos e esporocistos foram 20,84+1,38 por
18,59+1,75um e 13,61+1,25 por 9,59+0,90um, res-
pectivamente. Foram observadas aindadiferencassig-
nificativas entre o PPP e PP e namorfometriados espo-
rocistos de 22 passagem, com os oocistos variando da
formasubesféricaadipsoidal.

PALAVRAS-CHAVE. Cystoisospora ohioensis, caes,
morfobiologia, infec¢do experimental .

INTRODUCAO

A coccidiosetem sido consideradaumadas proto-
Z00ses mais importantes para caes e gatos, devido a
suafreguiénciae patogenicidade (Rachman & Pollock
1961). Quatro espécies sdo conhecidastendo o gato e
0 ¢80 como hospedeirosdefinitivos: Cystoisospora felis,
C. rivolta, C. canis e C. ohioensis (Smith 1981).

A disseminacao das espéciesde Cystoisospora tem
S do observadacom maior freqiiénciaem criagdesonde
aaglomeracéo, faltadehigieneemangoinadequado dos
animaissdo fatoresquefacilitam ainstalacéo dadoenca
(Loss& Lopes1992, Dubey 1992, Greene 1993).

Cystoisospora ohioensis € um parasitaque faz seu
desenvolvimento nascélulasepiteiaisdo jguno, cecoe
c6lon de seu hospedeiro definitivo, estando associadas
aum quadro dediarréacom presencade muco ou san-
gue, desidratagao, anorexiae depressdo (Dubey 1978).
Este parasito, ao infectar seushospedeirosintermedié
rios, apresentaum ciclo biol 6gico extra-intestinal, com
formacado de cistos monozoicos, contendo em seuinte-
rior apenasum hipnozoita(Dubey 1979) eocorreprin-
cipalmente em 6rgéoslinféides, onde ndo seobservaa
multiplicagdo deC. ohioensis (Dubey 1992).

O cdo podeinfectar-se ao ingerir ooci stos esporul a
dos que se encontram dispersos no meio ambiente ou,

pelaingestéo de visceras de seus hospedeirosinterme-
di&rios, como camundongos, ratazanas, hamster doura
do, frangos, onde hipnozoitas podem ser encontrados
no baco, figado, bursacloacal, linfonodos mesentéricos
e esporadicamente namuscul aturaesquel ética (Dubey
& Mehlhorn 1978, Massad et . 2002).

A capacidade de sobrevivénciade um coccidio tor-
na-se maior quando encontra as condigdes ideais no
mei 0 ambiente, como temperatura, oxigenagao e umi-
dade, no entanto, aindaque em condic¢des adversas 0os
00ci stos sobrevivem durante semanas no sol o contami-
nado facilitando, dessamanei rasuadispersao no ambi-
ente (Fayer 1980).

Parao diagndstico deste coccidio tomam-se por base
seus hospedeiros definitivosea gumasvezes osinter-
mediérios, assm como, as caracteristicasmorfol ogicas
emorfométricas dos oocistos al ém do tempo de espo-
rulacdo, periodo pré-patente e de paténcia, que osdi-
ferenciam entre s nasfezesdos animais contaminados
(Dubey et a. 1978).

Este estudo teve como objetivos: avaliar se 0s 00-
cistosmantidos sob refrigeracdo duranteum periodo de
doisanos continuariam viave's; infectar novosanimais
com esses 00ci stos de modo que se obtenham oocistos
de 12 e 22 passagem; determinar o tempo de esporula-
¢ao, 0 periodo pré-patente e de paténcia, dém das cur-
vasde eliminacao dos oocistos dos cdesinfectadosem
todas as etapas do estudo e, finalmente, avaliar osas-
pectos morfobiol 6gi cos desses 0oci stos esporul ados.

MATERIAL E METODOS

Oestudofoai redlizado no Laboratorio de Coccidiose
Coccidioses, Projeto Sanidade Animal (Embrapa/
UFRRJ). Departamento de ParasitologiaAnima daUni-
versidade Federal Rurd do Rio de Janeiro. Foram utili-
zadastréscaddasprenhasoriundasdo MunicipiodoRio
de Janeiro, das quai s foram separados doisfilhotesde
cadaninhada, totalizando seisanimais, utilizadosao lon-
go do estudo. Estes nasceram em periodos distintos e
foram separadosem doisgrupos. grupo infectado, cons-
tituido por quatro animaisegrupo controle com doisani-
mais, sendo um paracadaetapado estudo. Ascadelas
prenhas foram tratadas com sulfadiazina (410mg) e
trimetropim (90mg), nosultimos 10 diasde prenhez, con-
formeOliveiraet d. (2000). Osfilhotes,com 30 diasde
idade, foram mantidosem gaiolas, separadamente.

Examediario defezespor um periodo dequinzedias
foi realizado para se constatar que estavam livres de
infeccdo parasitériaaté o diadainfeccdo experimental.

Osquatro animaisforam colocadosem gaiolasindivi-
duais, de acordo com o grupo, porém em boxes separa
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dos, previamente esterilizados por flambagem com auxi-
lio devassouradefogo, sendo fornecidos aguaeracdo
comercia ad libitum paraosfilhotes, até o término do
estudo. Naprimeraetapa, foram utilizados oocistosde
C. ohioensis, oriundos dainfeccdo de caes com bago,
figado ebursacloaca, defrangosinfectadosexperimen-
talmente, com 10* cocistosemantidossob refrigeracéo a
4° C, por um periodo de doisanos.

Osdoiscées, com gproximadamenteum mésdeidade,
foraminfectadospor viaora, com5 x 10* oocistosespo-
ruladosmigturadosaracéo Umida A partir doprimeirodia
gposainfeccdo (DAI) asfezesdestesanimaisforamreco-
Ihidas, pesadaseexaminadas, paraverificar apresencade
oocistos, em seguida, foram dissolvidasem &guaeaeas
adicionadaumasol ugdo de dicromato de potéssio 2,5%,
em partesigual seacondicionadasemfrascolimpo, quefoi
submetido aareacdo com auxilio deumabombadeaguéa
rioconvenciond, atemperaturaambiente.

Apbs este procedimento, retirou-se umaaiquotada
suspensdo paraser examinadaao microscopi o éptico.
Duranteagunsdias, repetiu-se estaoperacdo até que o
indice de esporul acdo dos ooci stos atingisse 80% ou
valor superior. Em seguida, o material contendo oocis-
tosesporuladosfoi processado de acordo com a Téc-
nicade Centrifugo-flutuacéo, descritapor TeixeraFilho
et a. (2001). Apds serem ressuspendidos, o sobrena-
dantefoi vertido em placasde Petri com 14 cmdedia&
metro, até aformacdo de um menisco, quando entdo foi
sobreposta a parte externada placa de Petri com di&
metro de 15 cm, de modo que fosse formada uma
interface entreaplacae o menisco jaexistente. Durante
o periodo deumahora, aintervalosde 15 minutos, re-
moveu-seaplacadecima, paraqueofundofosselava
do com solugéo tampéo fosfato (PBS), pH 7,2, com
auxiliodeum borrifador deégua. Este” lavado” conten-
do oocistos esporulados foi centrifugado por quatro
vezesem aguadestilada, com afinalidade deremover o
excesso de solucdo saturada, sendo o sedimento final
ressuspendido em 2 ml de PBS e, em seguida, col oca-
do em tubos plésticostipo “ eppendorf”, com capacida-
depara2 ml e armazenados sob refrigeracéo.

Paraasegundaetapado estudo, foram utilizadosdois
caes, com gproximadamente um mésemeio deidade,
mantidos em gai ol as separadas e quando desmamados
foram col ocados em boxesindividuai seinocul ados por
viaoral, com 5 x 10* ooci stos esporulados, s6 que des-
tavez utilizando-se os oocistos de 12 passagem, com a
finalidade de obter oocistos de 22 passagem, com seus
respectivos periodo pré-patente (PPP), periodo de
paténcia(PP) e ainda o tempo de esporulagéo eascur-
vasdediminacao.

Paraandlise morfométricaforam mensurados, com
auxilio de ocular micrométrica SK-15X acopladaao
microscopio biocular Carl Zeiss, em cadaetapado ex-
perimento, osdiametrosmaior (DM) emenor (dm) de
100 oocistos esporulados e esporocistos. O indice mor-
fométrico (IM), razéo entre o DM edm, foi calculado
paraambos diametros.

A andliseedtatisticadosresultadosfoi feitacom base
em Sampaio (2002).

RESULTADOS E DISCUSSAO

A presencade C. ohioensis, nas fezes dos caes, foi
verificadaatravés dacontagem dos oocistos por grama
defezes(OoPG). Pode-se observar que oscaesinfecta
doscom osoocistos de 12 e 22 passagem comegaram a
eliminar oocistosnasfezesno 3° e5° DA, respectiva
mente. Constatou-se que os piques de &iminacao ocor-
reramno 3°e8° DAL, diminuindo rapidamenteapartir do
9° DA, cessando a€liminagdo dosoocistos, apartir do
12°DAI paracsoocistosde 12 passagem. Ficaevidente,
portanto, que osanimaisinfectados com oocistosde 12
passagem, tiveram um PPPe PPmenor, eumtempo de
esporulacdo maior, quando comparado com osanimais
infectados com oocistosde 22 passagem (Figura 1).

10000
<o« Primneira passagem —8— Segunda passagem

1000 e o4,

1 LR R R S R B

B 11 13 165 17 189 A 23 25 Z7
Dias apés infecgio

Figura 1. Eliminacédo de oocistos por grama de fezes (OoPG)

de cées infectados por via oral com 5 x 10* oocistos
esporulados de Cystoisospora ohioensis.

A eliminacdo dos oocistos de 12 passagem nasfezes
doscéesiniciou-seno 3° DAI persstindo atéo 10° DA,
apresentando um PPP detrésdiase PP de8 dias, con-
cordando com osresultados obtidos por Rocha& Lopes
(1971) para o PPP, mas discordando dos resultados
encontradospor Lepp & Todd (1974) e Dubey (1977),
gueobservaram um PPPdesaisdias, Baek et d. (1993)
observaramum PPPdequatrodias, Lindsay & Blagburn
(1994) eOliveiraet d. (2000), que verificaram um PPP
decincodias. Emrelacdo ao PP, o resultado obtido foi
igual ao encontrado por Rocha& Lopes(1971) ese-
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Tabela 1. Medidas dos oocistos e esporocistos de Cystoisospora ohioensis
de acordo com as etapas do experimento.

Etapas Oocistos (um)

Esporocistos (um)

DM dm

IM DV dm M

Armazenados 23,82+0,98 21,24+1,65
12 passagem 26,17+2,66 23,23+2,67
22 passagem 20,84+1,38 18,59+1,75

1,12
1,12
1,12

19,78+1,80® 14,35+2,07 1,37
16,43+2,502¢12,67+1,67 1,29
13,61+1,25>¢ 9,59+0,90 1,41

Letras diferentes significancia em nivel de p<0,05 pelo teste t de Tukey.

Figura 2. Oocisto esporulado de Cystoisospora ohioensis
obtido das fezes de camundongo Mus musculus apés a
segunda passagem. Técnica de centrifugo-flutuacdo em
solucdo saturada de acgUcar. Escala=10pm.

mel hantes aos observados por Levine (1985), Georgi
& Georgi (1992). Pode-se observar ainda, que os pi-
gues de eliminacéo de oocistos ocorreram no 3° e 6°
DAL, apresentando apartir do 8° DAI diminuicdo da
eliminagdo e cessando, completamente, no 10° DAI. O
tempo de esporulagdo observado foi de 12 diascom a
temperaturaambientevariando entre 19 e 21°C.
Umadas caracteristicasbiol 0gicas utilizadas no au-
xiliodaidentificacdo dasdiferentesespéciesde coccidios
tem sido o tempo de esporulagdo (Norton & Joyner
1981, Joyner 1982, Long & Joyner 1984), sendo este
variavel com temperatura, umidade e oxigenacao.
Estes resultados mostraram gue os oocistos de 12
passagem ndo perderam suainfectividade etiveram um
tempo de esporulacdo rdpido, apesar datemperatura
no periodo ter sido relativamente baixa. 1sto pode ter
sido ocasionado por umasériedefatores, entreeles, a
acao dabaixatemperaturade conservacao dos oocis-
tos, ocasionando extravasamento do citossol do interi-
or destes, 0 que pode ter facilitado o rompimento da
parede e a consequente liberagdo dos esporocistos e
e3p0rozoitos, ou ainda, devido ao longo periodo em que
estemateria ficou armazenado em dicromato de potas-
sio a2,5% sob resfriamento e que, de acordo com 0s
trabalhosde Speer et d. (1973), en queelesrelataram

gue algumas espéciesde Isospora (= Cystoisospora),
excistam pelarupturadablindagem dos esporocistos,
enquanto gque outras, pelo escape dos esporozoitos,
através de umaaberturados esporoci stos que estdo li-
gados ao corpo de Stieda.

A eliminacdo dosooci stosde 22 passagem nasfezes
(Figura2) teve seuinicio ao 5° DA, determinando um
PPPde5dias, quepersistiu até o 24° DAI, apresentan-
do assim um PP de 19 dias que concordando com os
resultados obtidos por Dubey (1976), Levine (1985),
Georgi & Georgi (1992), Rocha& Lopes(1971) ese-
mel hantes aos observados por Oliveiraet al. (2000),
tanto parao PPP quanto ao PP. Estesanimaistiveram
piques de eliminagao dos oocistos (OoPG) nasfezes,
nos 10°, 18° e 19° DAI. Demonstrando que esses 0o-
cistosem rel acdo aps de 12 passagem apresentaram-se
maisinfectantes, tomando-se por base adose utilizada
nainfecgéo, quefoi amesmaeacondi¢éo dequeestes
oocistos ndo foram mantidos por um longo periodo em
dicromato de potassio a2,5%. O processo de esporu-
lacdo foi concluido em 6 diascom temperaturavarian-
do de 19, 2 a 26°C. Provavelmente atroca de racéo
tenhasido umfator de estresse paraestesanimai's, con-
cordando com os resultados obtido por Fayer (1980),
onde el e observou que amudancanaaimentacdo pode
influenciar naeliminacdo de oocisto nasfezes.

A dteracéo do agpecto morfol gico observadono DM
edm dos oocistos armazenados, ndo foi suficiente para
modificar emmédiao repectivo indicemorfométrico, néo
aterando também os oocistos de 12 e 22 passagens. No
entanto, foi observadadiferencasgnificativanamorfometria
dosesporocistosde 22 passagem (Tabelal).

Deacordo com Long & Joyner (1984) otamanho do
oocisto pode ser variave, entretanto seu indice morfo-
métrico tem se mantido constante, sendo queessavaria
¢do pode estar relacionadaaimunidade do animal, ao
grau deinfecgéo, como também ao periodo de paténcia

N&o foram observadosmicropila, residuosegranulos
polares nos oocistos de 12 e 22 passagem neste estudo.
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