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RESUMO

Oito amostras d& gondii- LIV IV, LIV V e S 11 isoladas de suinos, RH e VPS de seres humanos, AS 28 de camundongo, HV Il de cao e CN de gato
- foram inoculadas em camundongos sui¢os albinos e em coelhos com o objetivo de avaliar a viruléncia e a patogenaaladsiras ajpresen-
taram-se altamente virulentas para camundongos, matando todos os animais que receberam indculo, via intrapetitamgeiabitks16ntre 6,0 e

7,8 dias, em média, apos a inoculagdo. As amostras isoladas mais recentemente, LIV V e HdII(BLLS taquizoitas, respectivamente) foram

as mais virulentas. A amostra RH foi a que apresentou a menor viruléncia, ole B1L60 taquizoitas. A amostra LIV V também se mostrou mais
virulenta para coelhos, porém, como foram inoculados apenas 2 animais, estudos posteriores devem ser realizados jgate echtaioar

UNITERMOS: Toxoplasma gondiPatogenicidade; Animais de laboratdrio.

INTRODUCAO MATERIAL E METODO

protozoario intracelular obrigatério que invade as céluld@®xoplasma gondistudadas. Desde o isolamento, até 0 momento

somaticas de muitas espécies de mamiferos e aves, incldai-utilizacdo nas diferentes etapas do trabalho, essas amostras fo-
ve do homem, causando a toxoplasmose, uma das zoonoses ragismantidas em laboratério, através de passagens sucessivas em
difundidas no mundo. camundongos suicos albinos pela via intraperitoneal.

Amostras dd. gondij isoladas de diferentes espécies ani- Para a manutencao, obtencdo de taquizoitas e avaliacao
mais, apesar de morfologicamente indistintas, exibem consider&elviruléncia das amostras @egondii foram utilizados camun-
variagado na viruléncia e patogenicidade para animais de laboratdrgos suicos albinos, fémeas jovens, provenientes do Biotério
rio'° N&o existe até o0 momento uma classificacdo imunolégica Gentral do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Esta-
molecular para as varias amostrasTdgondii As amostras tém dual de Londrina, PR.
sido diferenciadas através da viruléticiaormalmente estabelecida, A suspenséo de taquizoitas utilizada nos testes de virulén-
determinando-se a morbidade e mortalidade em camundongogiddoi obtida através da lavagem da cavidade peritoneal, de camun-
laboratérid*, embora a viruléncia do parasita seja alterada pela pas-
sagem continua numa mesma espécie atiimal

As variacfes de viruléncia sédo mais evidentes apenas pas Quadro 1
¢ P Aﬁwostras deloxoplasma gondiitilizadas nos experimentos, segundo

condicbes extremas, seja de ma"gn'qa‘_’e’ como € o caso da am_g%g%écie de origem, local de procedéncia e fonte de referéncia.
RH que mata camundongos no estagio agudo da doenca, seja-de

M embro do filo Apicomplexa, @oxoplasma gondfié um No Quadro 1, estdo relacionadas as oito amostras de

benignidade, representada pelas amostras ditas néo patogénicas-e : Isolamento I
permitem a sobrevida prolongada dos camundongos por dénostra Origem Local Ref. bibliografica
infectados (amostra 76K isolada por Laugier; QuifjciA  RH humana EUA Sabin®, 1941
patogenicidade varia com os hospedéifpsom o estagio do para- YPS ~ humana S&o Paulo,SP Ishizuka 1982
sita, via de inoculago e dose infectante CN gato(oocisto) S&o Paulo,SP Ogassawara, 1988
Amostras déT. gondiide procedéncias variadas, mantidad-V IV suino Londrina, PR~ Navarro et al. 1992
biologicamente através de passagens em camundongos suicos albifés/  suino Londrina, PR Navarro et al. , 1992
foram estudadas com o objetivo de avaliar a viruléncia e patogenicidatid ! suino Erechim,RS Martins et al.",1989
para camundongos suicos albinos. Adicionalmente avaliaram-se tay 28 camundongo S&o Paulo, SP Deane et al.’, 1971
bém a viruléncia e a patogenicidade dessas amostras em coelhodV Il canino Londrina,PR _ Tudury et al.”', 1991

*comunicagéo pessoal.

* Trabalho financiado pelo CNPq e CPG/UEL.
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dongos que receberam, via intraperitoneal, in6culo de 0,2 ml de DISCUSSAO E CONCLUSOES
uma suspenséo de taquizoitas vivos em solucao fisiologica estéril.
Para a purificagdo da suspensdo de taquizoitas, as amos-  Diferencas na viruléncia de amostragdgondiitém sido
tras foram submetidas, primeiro, a uma centrifuga¢do numa baixktadas em varios estudos, através da inoculagdo em animais de
rotacéo (1.000 rpm x 30 segundos em centrifuga clinica), apdatsoratério. Os resultados obtidos no presente estudo demonstram a
qual os sobrenadantes foram filtrados em uma membranaaita viruléncia das amostras analisadas, tanto em camundongos su-
policarbonato - 3 pm (Nucleopore Corp.) e centrifugados 2 vezefges albinos quanto em coelhos.
2.500 rpm por 8 minutos. Os sedimentos foram ent&o ressuspendidos A inoculacédo de ¥aquizoitas, em camundongos, foi le-
em solugao fisiologica e padronizados por contagem dos taquizoftdpara todos os animais inoculados entre 6,0 e 7,8, em média, apos
em camara de Neubauer. inoculacéo. As amostras mais virulentas foram LIV V, HV Ill e AS
Cada amostra foi inoculada em grupos de 5 camundong®8, que apresentaram Rlinferior a 50 taquizoitas, seguidas da
fémeas, de 45 dias, com inoculo de: 16, 1C¢ e 10 taquizoitas LIV IV, S 11, VPS, sendo gque as amostras CN e RH foram as menos
vivos, via intraperitoneal. O grupo controle recebeu apenas salinavidslentas, com DL, superior a 2 x IQtaquizoitas (Tab. 1).
animais foram mantidos numa sala fechada do setor de Isolamento
do Hospital Veterinario da UEL. Foram feitas observaces constantes Tabela 1

e ahora dg morte de cada Camundqngc_) foi observad%elemada DL, e mortalidade de camundongos suicos albinos que recebaram indculo
amostra foi calculada segufidOs animais que sobreviveram foranye diferentes amostras @iexoplasma gondiiLondrina — PR, 1994.

sacrificados 50 dias apés a inoculagéo, os cérebros foram macerados n° de taquizoitas inoculados por

e examinados ao microscopio éptico para pesquisa de cistos e os s@kazostras DLsg camundongo*

submetidos a Reacdo de Imunofluorescéncia Intli{@i&l) para Dm/s D m/s D m/s D m/s

pesquisa de anticorpos IgG antigondii RH 3160 7,85/0 0 0/5 0 0/5 0 0/5
Foram inoculados 2 coelhos para cada amostra, fémeas, céaN 2370 7,45/0 9,41/4 0 0/5 0 0/5

cerca de 90 dias de idade, provenientes de uma granja da regisio/de> 315 6,45/0 8450 0 0/5 0 0/5

Maring4, PR, sorologicamente negativos para toxoplasmose. Os coe- 315 7,25/0 9,15/0 0 0/5 0 0/5

lhos receberam, via intraperitoneal, indculo detdduizoitas vivos. Ag/ 2|\8/ 128 ;2 2;8 132 g;g g? iﬁ 807 (1);2

Quando apareceram os sintomas da infeccéo, os animais foram tratg; ’ ’ ’ ’

dos com sulfametoxazol (15 mg/kg) e trimetropim (3 mg/kg) durant v 15 7.6 5/0 8,9 5/0 8,2 5/0 86 2/3

giv v 7 6,05/0 885/0 7,6 5/0 86 3/2

10 dias. As amostr levaram os 2 lh Obi i - . ; )

dO dias. As & t ostras ql’;ﬁ € arﬁa Os. ,c;oe .OS a obito for;’;lm m.OC’U@cmco camundongos foram inoculados, intraperitonealmente, para
as rjovamt,en € (.am coe f’ co ﬂE(D].UIZC.)I as vivos. Quarenta e C'njcada concentragdo de taquizoitas; d = média do dia da morte;

co dias apds a inoculagdo, os animais foram sangrados através,da camundongos mortos/sobreviventes.

punc¢éo cardiaca e o soro armazenado a -20°C até o momento do uso.

RESULTADOS A amostra RH é a mais comumente utilizada em varios la-
boratérios de pesquisa no mundo. Esta amostra é conhecida pela sua
A mortalidade de camundongos e a,fdas amostras de alta virulénci& ' e incapacidade de produzir cistos e oocistNe
T. gondiisdo apresentadas na Tab. 1. Todas as amostras matargpnesente trabalho, a amostra RH ndo matou os camundongos em do-
5 camundongos inoculados cont l@quizoitas, num periodo queses inferiores a 1@aquizoitas (DL50 3160). Enquanto De La Gruz
variou, em média, de 6,0 dias para a LIV V e 7,8 dias para a Ri{’ determinaram a DL50 para camundongos CF1 e Balbc de 18 e 32
Nas demais concentracdes de taquizoitas, os resultados variarataqiizoitas respectivamente, Dagtlal* observaram que a inoculagdo
amostra para amostra. A Blvariou de 3.160 taquizoitas para ale apenas 10 taquizoitas levou a ébito camundongos suigos fémeas
amostra RH até 7 taquizoitas para a amostra LIV V. em 8,9 dias em média. Derouin; Gaobservaram que 1taquizoitas
Né&o foram observados cistos nos cérebros dos animais tpy@ram a morte camundongos sui¢os entre 6 e 8 dias, enquanto com
sobreviveram a fase aguda da doenca, nem mesmo foi possiVidF @s mortes ocorreram entre 7 e 9 dias. Essas diferengas provavel-
deteccdo de anticorpos amtigondii pela RIFI nos soros dessesmente se devem a variag@es intrinsecas na relagéo parasita-hospedei-
camundongos. ro, entre as diversas linhagens dos hospedeiros utilizados nos dife-
Os coelhos que receberam inéculo detdfuizoitas vivos rentes experimentosRecentemente foi demonstrado o controle ge-
adoeceram dois a quatro dias apés a inoculagdo, apresentanético da inducéo de encefalite toxoplasmica pela ativag&o de cistos,
hipertermia, corrimento nasal, tosse, diarréia, conjuntivite, palidezi® Brown; McLeoél provavelmente essa regulacéo localiza-se na
mucosas, anorexia e apatia, sintomas estes compativeis corm@gio H-2D do gene do Complexo de Histocompatibilidade (MHC)
toxoplasmose. Todos os animais foram tratados, mesmo assim osdlasse ¥. Este controle genético poderia explicar as diferengas en-
culados com as amostras RH, LIV IV, LIV V e VPS foram a 6bit@ontradas entre os diversos estudos.
Estas amostras que levaram os dois coelhos a 6bito foram reinoculadas, Nos camundongos sobreviventes ndo foram encontrados cis-
na dose de *Gaquizoitas por animal, utilizando-se um coelho pdos cerebrais 50 dias apos a inoculagéo, embora algumas das amostras
amostra. Nesta dose, apenas a amostra LIV V levou o animal a éldtaham sido isoladas a partir de cistos em tecidos de suinos, como a
sendo novamente inoculada em mais um coelho, que por sua vez sebvelV, LIV V e S 11. Isto poderia ser explicado devido a perda da
viveu. Nas demais amostras (S11, HV Ill, CN e AS 28) dos dois ceistogenicidade, que se deve a prolongada passagem em camundon-
Ihos inoculados por amostra, um foi a ébito e o outro sobreviveu. gos? uma caracteristica conhecida da amostra RH. No entanto, os ani-
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mais que sobreviveram ndo produziram niveis de anticorpos detectaweais a existéncia de variacdo genética, a qual parece ndo estar asso-

através da RIFI, indicando que talvez o nimero de taquizoitas inocalada com a patogenicidade.

dos né&o tenha sido suficiente para causar a infeccéo. Nas condi¢des que os experimentos foram realizados e com
Em coelhos, a concentracdo détafuizoitas foi capaz de le- base nos resultados, pode-se concluir que: 1) Utilizando-se como crité-

var a 6bito alguns dos animais mesmo com a administrac&oridale viruléncia a capacidade de matar os hospedeiros, as 8 amostras

quimioterépicos. Aparentemente a amostra LIV V também foi a mdisT. gondiiinoculadas intraperitonealmente mostraram-se igualmen-

virulenta para coelhos, como observado em camundongos, 0 que pddeviulentas para o inéculo de*t@quizoitas. 2) A inoculagdo em

ser confirmado com estudos posteriores com maior nimero de anint@sundongos mostrou que as amostras isoladas mais recentemente,
Atualmente, estdo sendo utilizadas técnicas de biologia nemmo a LIV V e HV Il (DL, de 7 e 15 taquizoitas respectivamente),

lecular para a caracterizagdo de amostras. Crettiald, analisan- foram mais virulentas do que aquelas isoladas ha mais tempo. 3) Em

do sequiéncias de DNA de varias amostras. d@ndij confirma- coelhos a amostra LIV V também mostrou-se mais virulenta.

SUMMARY

In order to evaluate the virulence and pathogenicity of tachyzoites,Teigbplasma gondstrains isolated from different animal species
and humans - LIV IV, LIV V e S 11 isolated from swine, RH e VPS from humans, AS 28 from mice, HV Ill from dog and CN froereat -
inoculated in mice and rabbits. All the strains were strongly virulent for mice. Groups of mice inoculated, intraperitathiall§
tachyzoites died in an average of 6.0 to 7.8 days, after inoculation. The strains isolated more recently, LIV V and ENOfIT @i 15
tachyzoites, respectively) were the most virulent. The RH strain showed the lowest virulence,with3,60 tachyzoites. The LIV V
strain also seems to be most virulent to rabbits.

UNITERMS: Toxoplasma gondiPathogenicity; Laboratory animals.
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