COMPORTAMENTO BIOLOGICO DAS CEPAS ‘P’ E SERO-47 DO Toxoplasma gondii
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SUMMARY: One hundred and ten japanese quails were divided in four groups. Two groups of 30 animals each
were inoculated with 10° and 10* tachyzoites/animal of SERO-47 strain of the Toxoplasma gondii. The third group
consisted of 20 animals was also inoculated with 10° tachyzoites/animal of ‘P’ strain of the same parasite. The last
group of 30 animals each was also inoculated with saline at 0.9% and left as control. Five japanese quails for each
group were sacrificed at each determinate date. Tachyzoites were observed from the 7th DAI, with larger frequency
in the liver, lungs and spleen, being more easily found in the animals infected with the ‘P’ strain. In 70™ DAI
parasites of SERO-47 strain were not observed in any animals while quails infected with ‘P’ strain had cysts
without inflammatory reaction in brain and heart. Tachyzoites from ‘P’ strain measured 5.81 + 0.53 for 2.29 + 0.29
mm, much larger than those of the SERO-47 strain, 3.57 + 0.44 for 1.73 + 0.31 mm. In the bioassay, the animals
infected with the SERO-47 strain were just positive in 3rd and 7th DAI, already infected them with the ‘P’ strain in
the 3rd, 7th, 14th and 70th DAI. These results demonstrate a differentiated behavior of the two strains of the T
gondii in the same host.
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INTRODUCAO

Das muitas das amostras do Toxoplasma gondii que tém
sido isoladas em diferentes hospedeiros vertebrados, embora
com morfologia semelhante, apresentam variagdes bioldgi-
cas, sorologicas e imunoldgicas (WARE & KASPER, 1987;
VERHOFSTEDE et alii, 1988; CHARIF et alii, 1990). Além
da inespecificidade de parasitismo, a caracterizacdo deste
protozoario deve ser feita tomando-se o cuidado de ndo con-
fundi-lo com outros coccidios, principalmente com a
Neospora caninum, que apresenta morfologia semelhante e
algumas moléculas antigénicas, P17, P29 e P30, de mesma
origem e peso molecular (BJERKAS et alii, 1994).

Diferencas de perfis antigénicos de 7. gondii t€m sido
descritas para cepas isoladas em varios hospedeiros, como

também de amostras intra-especificas (BLOONFIELD &
REMINGTON, 1970; SIBLEY & SHARMA, 1987,
FRENKEL, 1990; FLAUSINO et alii, 1998).

Embora a viruléncia das amostras seja caracterizada pelo
seu efeito sobre camundongos (KAUFMAN et alii, 1958), a
caracterizagdo antigénica tem sido melhor identificada pelo
perfil eletroforético (BLOONFIELD & REMINGTON, 1970;
CHARIF et alii, 1990; FLAUSINO et alii, 1997 e 1998). As
variagdes nas concentra¢des de proteinas confirmam coinci-
déncias com as caracteristicas de viruléncia e antigenicidade
das amostras de T_ gondii analisadas (SANTORO et alii, 1985;
FLAUSINO et alii, 1998).

Este trabalho teve por objetivo observar as diferengas no
comportamento bioldgico entre duas cepas do 7. gondii em
codornas experimentalmente infectadas.
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MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas 110 codornas fémeas (C. japonica) com
aproximadamente 30 dias de idade, obtidas de um criatério
no municipio de Petropélis, Rio de Janeiro. Destas, 30 rece-
beram um inoculo contendo 10* taquizoitas ¢ 30 um indculo
com 10° taquizoitas da cepa SERO-47, acistogénica, 20 rece-
beram 10° taquizoitas da cepa ‘P’, cistogénica, e os outros 30
animais foram utilizados como controles, recebendo somen-
te solucdo salina. Todos os animais foram inoculados por via
subcutanea.

A cada grupo de animais, agua e ragdo foram dadas ad
libitum em recipientes adequados as gaiolas.

As codornas foram necropsiadas nos dias 1, 3, 7, 14, 21 ¢
70 ap6s infecgdo (DAI), com excecdo do grupo inoculado com
a cepa ‘P’ que ocorreram ao 3°, 7°, 14° e 70° DAL A cada dia
cinco animais de cada grupo foram previamente anestesiados
em camara saturada de éter e sacrificados por degola.

Para pesquisa das formas endogenas de 7. gondii foram
feitos, impressdes de cérebro, corag@o, pulmdes, figado, bago
e rins, os quais foram secos ao ar, mantidos em metanol por
tré€s minutos e corados pelo Giemsa, na propor¢ao de 1 ml de
solucdo tampao pH 7,2 para trés gotas do corante por 30 mi-
nutos.

As formas endogenas de 7. gondii observadas nos
esfregagos de cérebro, coragao, pulmdes, figado, bago e rins,
foram mensuradas com auxilio de ocular micrométrica K-
15X, acoplada a um microscopio optico triocular e objetiva
de imersdo.

Com a finalidade de se verificar o estabelecimento da in-
fecgdo, fragmentos da musculatura peitoral de todas as co-
dornas necropsiadas no 1°, 3°, 7°, 14° ¢ 21° DAI e do figado,
baco, pulmdes, cérebro, cora¢do e musculo no 70° DAI fo-
ram coletados. A seguir, cada fragmento foi triturado em gral
e pistilo estéreis, homogeneizados em 8 ml de solucio salina
0,9% e filtrados através de gaze estéril de 4 camadas. A esse
material foram adicionadas 1000 UI de penicilina G potéssica
¢ 100 mg de estreptomicina. A suspensao de 6rgdos foi ino-
culada intraperitoneal em camundongos albinos. Para cada
suspensdo de orgaos foi utilizado 3 camundongos, sendo que
cada animal recebeu 2 ml de indculo, perfazendo um total de
630 camundongos.

Com o objetivo de verificar a transmissdo de 7. gondii
através dos ovos, foram inoculados 35 preparados tissulares
de clara e gema de ovos oriundo de codornas infectadas e 5
de codornas do grupo controle em camundongos albinos, com
a mesma metodologia descrita anteriormente, sendo utiliza-
do 2 camundongos por in6culo, totalizando 80 animais.

Todos os camundongos utilizados no experimento foram
procedentes do Biotério Central da Fundagdo Oswaldo Cruz,
FIOCRUZ, Rio de Janeiro.
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Os camundongos foram observados diariamente apos a
inoculagdo, durante trinta dias. Os animais que morreram ou
que tiveram aumento de volume abdominal durante o experi-
mento, foram examinados para averiguacdo da presenga do
parasito.

Aos trinta DAI, os camundongos sobreviventes foram
anestesiados ¢ amostras de sangue foram obtidas do plexo
braquial. A seguir, este foi centrifugado e o soro retirado para
realiza¢do de pesquisa de IgG anti-7. gondii pelo teste de
hemaglutinagdo indireta.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Nos esfregacos dos 6rgdos dos animais infectados,
necropsiados no 1° e 3° DAI, ndo foram observados for-
mas do parasita, assim como, em todos os esfregagos dos
animais do grupo controle. Taquizoitas de 7 gondii foram
observados em maior nimero no 7° e 14° DAI e mais facil-
mente visualizados nos esfregacos de 6rgdos oriundos de
codornas infectadas com a cepa ‘P’ (Figura 1 ¢ 2). O para-
sito foi observado em todos os 6rgdos analisados, com ex-
cegdo do cérebro e com maior freqiiéncia no figado e bago
(Tabelas 1 e 2). No 21° DAI raros parasitos foram vistos
nos esfregacos dos animais inoculados com a cepa SERO-
47.

No 70° DAI nenhuma forma do parasito foi observada em
codornas infectadas com a cepa SERO-47, enquanto nas
infectadas com a cepa ‘P’ foi possivel observar cistos (Figura
3) do parasito no cérebro de trés animais e no cora¢ao de um
animal infectado.

Esses resultados foram semelhantes aos encontrados por
ALBUQUERQUE et alii (1996) que observaram taquizoitas

Figura 1. Infecgdo de uma codorna com 10° taquizoitas da cepa SERO-
47 do Toxoplasma gondii. Taquizoita (®) em esfregaco de figado.
Giemsa, 1000x
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no coragdo, bago, rins, pulmdes, figado de camundongos ino-
culados com a cepa SERO-47 a partir do 7° DAL

Figura 2. Infecgdo de uma codorna com 10° taquizoitas da cepa ‘P’
do Toxoplasma gondii. Taquizoita (®) em esfregaco de pulméo.
Giemsa, 1000x.

TABELA 1. Aspectos comparativos da presenga de taquizoitas
de duas cepas do Toxoplasma gondii em diferentes tecidos

codornas, no 7° dia ap0s infecgéo experimental.

Orgaos N° de taquizoitas/ml
Cepa SERO-47 Cepa ‘P’ Controle
108 104 10°
Figado 23/5P 2/5 3/5 0/5
Baco 3/5 2/5 3/5 0/5
Rins 3/5 1/5 2/5 0/5
Coragéo 0/5 0/5 1/5 0/5
Cérebro 0/5 0/5 0/5 0/5
Pulmoes 2/5 1/5 1/5 0/5
B. de Fabricius 0/5 0/5 0/5 0/5

aNumero de animais positivos.
®Numero total de animais infectados.

TABELA 2. Aspectos comparativos da presenca de taquizoitas
de duas cepas do Toxoplasma gondii em diferentes tecidos

codornas, no 14° dia apés infecgdo experimental.

Orgaos N° de taquizoitas/ml
Cepa SERO-47 Cepa ‘P’ Controle
108 104 10°
Figado 32/5° 3/5 5/5 0/5
Baco 3/5 2/5 5/5 0/5
Rins 1/5 1/5 3/5 0/5
Coragao 1/5 1/5 2/5 0/5
Cérebro 0/5 0/5 0/5 0/5
Pulmdes 3/5 2/5 5/5 0/5
B. de Fabricius 1/5 0/5 4/5 0/5

aNumero de animais positivos.
®Numero total de animais infectados.

Figura 3. Codorna infectada com 10°% taquizoitas da cepa ‘P’ do
Toxoplasma gondii. Cisto (®) bem diferenciado em esfregago de cé-
rebro. Giemsa, 1000x.

TABELA 3. Variagdo das medidas dos taquizoitas do
Toxoplasma gondii de duas cepas distintas, em codornas
infectadas experimentalmente.

Medidas (mm)' Cepa SERO-47 Cepa ‘P’
Diametro maior 3,67 £ 0,442 5,81+0,53
Diametro menor 1,73 +£0,312 2,29+0,29

indice morfométrico 2,10 + 0,18° 2,58 + 0,30

apP < 0,01. Teste t de Student.
5P <0,05. Teste t de Student.

KINJO (1961) e JACOBS & MELTON (1966) observa-
ram que a parasitemia em galinhas aparecia rapidamente, mas
que so6 ocasionalmente, persistia por mais de duas semanas,
mesmo quando se empregava indculos, que variavam de 103
a 10® taquizoitas de 7. gondii. Semelhanca esta observada neste
trabalho, onde a partir do 14° DAI raras formas do parasito
puderam ser observadas.

Os taquizoitas observados nas impressdes de orgaos das
codornas infectadas com a cepa SERO-47, apareceram de
maneira esparsa ¢ menores do que os obtidos das codornas
infectadas com a cepa ‘P’. Nos orgaos das codornas infectadas
com a cepa SERO-47 predominaram as formas pequenas ¢
finas, enquanto na cepa ‘P’ existiam grande quantidade de
formas largas. (Tabela 3).

Na literatura, pouca énfase tem sido dada ao tamanho dos
taquizoitas encontrados. Somente MEDEIROS & LOPES
(1996) enfatizaram a importancia destes, quanto ao tamanho
em relagdo ao 6rgdo parasitado. Assim sendo, as formas oriun-
das da cepa ‘P’, foram semelhantes em tamanho aos encon-
trados pelos autores acima citados para as formas isoladas
em camundongos provenientes de uma galinha de fundo de
quintal, ja as formas da cepa SERO-47 foram semelhantes as
encontradas por FLAUSINO (1999) também em codornas.
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Desta maneira, pode-se afirmar que as modificagdes acen-
tuadas deste parasito podem ser observadas com maior clare-
za, quando estas passam de um vertebrado para outro, con-
forme FLAUSINO (1999) ou quando cepas diferentes estdo
sendo utilizadas em um mesmo hospedeiro, o que ocorreu
neste trabalho. Ja que foram comparadas formas oriundas de
uma cepa acistogénica (SERO-47) ¢ outra cistogénica (cepa
‘P’).

O parasito foi possivel ser isolado da musculatura peito-
ral dos animais infectados com a cepa SERO-47 no 3° ¢ 7°
DAL, independente da dose utilizada, e nos infectados com a
cepa ‘P’ no 3°, 7° e 14° DAI No 70° DAI nenhum dos 6rgaos
das codornas infectadas com a cepa SERO-47 inoculados em
camundongos albinos foram positivos, enquanto que somen-
te um bago, dois coragdes, quatro cérebros, um pulmao e qua-
tro musculaturas peitorais das cinco codornas infectadas com
a cepa ‘P’ foram positivos. Da mesma maneira, DUBEY et
alii (1994), isolaram o parasito do cérebro, musculo e cora-
¢do de codornas infectadas experimentalmente aos 63 DAI
KANETO et alii (1997), ao utilizarem também a cepa ‘P’ em
frangos, isolaram o parasito do cérebro, retina, pancreas, bago,
rins, coragdo, proventriculo, figado, intestinos, pulmdes e
musculo ja aos 35 DAI, e DUBEY et alii (1993), isolaram
aos 68 DAI do cérebro, coracdo e musculo.

Entretanto, o desaparecimento do 7. gondii dos tecidos de
galinhas foi observado por JONES et alii (1959), quatro se-
manas apos infecgdo. Justificativa ao acontecimento foi apre-
sentada por KINJO (1961), onde afirmou que galinhas tem a
tendéncia de eliminar o parasita dos seus tecidos 1 a 2 meses
apos a infecgdo. Resultado semelhante ocorreu com as co-
dornas infectadas com a cepa SERO-47 onde ndo foi possi-
vel isolar o parasito aos 70° DAL

Em nenhum dos 70 camundongos inoculados com os pre-
parados tissulares de ovos das codornas infectadas foi obser-
vado qualquer sinal indicativo da presenca do 7. gondii, as-
sim como também ndo foram observadas quaisquer formas
do parasito nos lavados peritoneais desses animais. O mesmo
acontecendo com os ovos das codornas controles. Resultado
semelhante foi descrito por PARENTI et alii (1986), que ndo
conseguiram isolar 7. gondii em camundongos inoculados com
ovos de canarios com toxoplasmose. Entretanto, KINJO
(1961) e JACOBS & MELTON (1966), assinalaram a pre-
senga do parasito em ovos de galinhas inoculados em camun-
dongos. Apesar de ndo ser observado neste trabalho, o con-
sumo de ovo cru continua sendo considerado como fonte de
infeccdo do 7. gondii ndo s6 para os animais, mas também
para o homem.

Todos os camundongos inoculados com 6rgaos de codor-
nas infectadas com a cepa SERO-47 foram negativos
sorologicamente para IgG no teste de hemaglutinagdo indire-
ta.
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Quatro animais inoculados com a cepa ‘P’, previamente
considerados positivos na bioprova e que sobreviveram a
infecgdo, foram sorologicamente positivos para IgG (1:16)
no teste de hemaglutinagao indireta. Por outro lado, todos os
animais negativos na bioprova também foram negativos na
sorologia.

SUMARIO

Cento ¢ dez codornas foram divididas em quatro grupos.
Dois grupos, com 30 animais cada, foram inoculados com
10* e 10° taquizoitas/animal da cepa SERO-47 do Toxoplasma
gondii . O terceiro grupo consistia de 20 animais que foram
inoculados com 10° taquizoitas/animal da cepa ‘P’ do mes-
mo parasito. O Gltimo grupo, com trinta animais, foi inocula-
do com solugdo salina 0,9%, controle. Cinco codornas por
grupo foram sacrificadas nas datas determinadas. Taquizoitas
foram observados a partir do 7° DAI, com maior freqiiéncia
no figado, pulmdes e bago, sendo mais facilmente encontra-
dos nos animais inoculados com a cepa ‘P’. No 70° DAI nédo
foram observados parasitos em nenhuma das codornas
infectadas com a cepa SERO-47, enquanto que as codornas
infectadas com a cepa ‘P’ apresentaram cistos sem reagao
inflamatdria no cérebro e corac¢do. Taquizoitas da cepa ‘P’
mediram 5,81 £ 0,53 por 2,29 + 0,29, mais largos que os da
cepa SERO-47, que mediram 3,57 + 0,44 por 1,73 £0,31. No
biensaio, os animais infectados com a cepa SERO-47 foram
positivos apenas no 3° ¢ 7° DAI, enquanto os infectados com
acepa ‘P’ no 3°, 7°, 14° ¢ 70° DAI. Esses resultados demons-
traram as diferencas comportamentais das duas cepas no mes-
mo hospedeiro.

PALAVRAS-CHAVE: Toxoplasma gondii, comportamento
bioldgico, codorna, Coturnix coturnix japonica, cepa ‘P’ e
SERO-47.
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