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In the present study, it was aimed at to confirm that piglets can be a Cystoisospora felis intermediate host by
their ability to infect Coccidia-free cats through ingestion of swine raw visceras. One weaned piglet were orally
infected with 108 C. felis sporulated oocysts. Three Coccidia-free kittens were fed with only one of the following
visceras each: liver, spleen and mesenteric lymph nodes. Another Coccidia-free kitten were orally inoculated with
108 C. felis sporulated oocysts. Feces of these cats were daily analyzed and oocysts shed were quantified using the
centrifuge-flotation modified technique for a period of 33 days. Oocyst shedding estimation made through the
hypothetical ingestion of whole swine liver, spleen and mesenteric lymph nodes by one cat, compared to the
number of oocysts shed by the cat inoculated with 106 sporulated oocysts of C. felis, suggests that the first way of

infection could produce at least 15-fold more oocysts than the second one.
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RESUMO

O presente estudo teve como objetivo comprovar que leitdes
podem ser hospedeiros intermediarios de Cystoisospora felis
através da capacidade em infectar gatos livres de infeccao
por coccidios mediante aingest&o de visceras suinas. Um lei-
téo recém-desmamado foi infectado oralmente com 10°
oocistos esporulados de C. felis. Trés gatos livres de infeccdo
por coccidiosforam alimentados com apenas umadas seguin-
tesvisceras do suino pré-infectado: figado, baco e linfonodos
mesentéricos. Um quarto filhote foi inoculado com 10°
oocistos esporulados de C. felis. As fezes destes gatos foram
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analisadas diariamente e 0s oocistos presentes nelas foram
guantificados através da técnica modificada de centrifugo-
flutuac&o pelo periodo de 33 dias. A quantidade estimada de
oocistos eliminados por um felino que fosse inoculado com
todo o figado, o baco e os linfonodos mesentéricos compara-
da ao nimero de oocistos eliminados pelo felino inoculado
com 10° oocistos de C. felisfaz com que selevante a hipétese
de que a primeira forma de infeccdo produza pelo menos 15
vezes mais 0ocistos do que a segunda.

PALAVRAS-CHAVE: Cystoisospora felis, oocistos, suinos,
viscera, felinos.

INTRODUCAO

Cystoisospora felis (Wenyon, 1923) Frenkel, 1977, para-
sito intracelular obrigatério pertencente a familia
Sarcocystidae, subfamilia Cystoisosporinae, € um dos
coccidios mais comumente encontrados nas fezes de felinos
domésticos (AMARAL et a., 1966). Os oocistos desta espé-
cie sdo facilmente encontrados nas fezes devido ao seu tama-
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nho quando comparado ao de outros coccidios que infectam
felinos (FRENKEL; DUBEY, 1972). Os oocistos ndo
esporulados de C. felis eliminados por gatos, tornam-se
esporulados e com poder infectante em aproximadamente 12
horas apds a eliminag&o, se mantidos sob condi¢des 6timas
(SHAH, 1971).

Cystoisospora felis é capaz de infectar umagrande varie-
dade de hospedeiros, podendo determinar severo prejuizo a
salideanimal (LOSS; LOPES, 1992; FREIRE; LOPES, 1995;
COSTA et d., 2001). Os gatos sdo hospedeiros definitivos
enguanto que camundongos, ratos, caes, passaros, bovinos
(FRENKEL; DUBEY, 1972; LINDSAY; BLAGBURN,
1994), cobaios (HERZOG et a., 1993) e coelhos (COSTA;
LOPES, 1998) tém mostrado capacidade em agir como hos-
pedeiros intermediérios.

Os felinos e os hospedeiros intermediarios infectam-se
apos a ingestéo de oocistos esporulados. Nos felinos, onde
ainda € possivel a infeccdo através da ingestéo de cistos
monozGi cos existentes nas visceras de hospedeiros interme-
didrios, o parasito multiplica-se extensivamente no intestino
delgado e ceco, produzindo trés geraces merogdnicas e uma
gametogonia (SHAH, 1971). Os merontes de C. felis foram
encontrados por Hitchcock (1955) em gatos infectados expe-
rimentalmente totalizando apenas duas geraces merogdnicas
espa hados pelo intestino delgado destes felinos, em contras-
te aos achados de Shah (1971). Ainda, este Ultimo autor en-
controu um periodo pré-patente de 7 a8 dias e um periodo de
paténcia igual a 11 dias apds a inoculacdo de 10° oocistos
esporulados em gatos de dois meses de idade.

A distribuicdo sistémica dos hipnozoitas nas diferentes
visceras avaliadas e nos hospedeirosintermedi&rios até agora
estudados sugere um tropismo mais acentuado pelos
linfonodos mesentéricos, baco, figado e placas de Peyer
(FRENKEL; DUBEY, 1972; BROSIGKE et al., 1982;
FREIRE; LOPES, 1996; COSTA; LOPES, 1997).

Dubey (1977) assinalou que C. felis, assim como C. rivolta
nado sdo transmitidos congenitamente, em infeccdes cronicas,
como é possivel ser observado em alguns coccidios da fami-
lia Sarcocystidae (DUBEY; FRENKEL, 1998; BARBER,;
TREES, 1998; HIETALA; THURMOND, 1999). Este dado
foi obtido a partir da andlise de filhotes de gatas gestantes
cronicamente infectadas com C. felise C. rivolta.

A patogenicidade dainfecgdo natural em gatosndo € bem
conhecida (DUBEY; STREITEL, 1976). No entanto, a
cistoisosporose em felinos é relatada como a simples elimi-
nacdo de oocistos associada a um quadro diarréico e de desi-
dratacdo (LOSS; LOPES, 1992). No estudo de Shah (1971),
este ndo observou nenhum sinal de patogenia, ando ser diar-
réia branda com estrias de muco. O mesmo aconteceu com
Hitchcock (1955) que ao infectar felinos jovens com 10°
oocistos de C. felis ndo conseguiu reproduzir os sintomas de
enterite, desidratacdo e severadiarréia

Normal mente, gatos recém-nascidos desenvolvem perio-
do diarréico entre 3 e 4 dias ap0s terem sido infectados com
10°- 10° oocistos, em situagdo experimental (LOSS; LOPES,
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1992). Ja Shah (1971) observou o mesmo estado diarréico
apenas 8 dias apos ainoculagdo com 10° oocistos; 0 que ndo
foi evidenciado por Tomimura em 1957, tendo este Ultimo
verificado severa diarréia, anorexia, anemia, emagrecimen-
to, moderada elevacdo da temperatura e perda de peso em
filhotes, apenas de 4 a7 dias apds infecgdo com 10°oocistos.
Aos parasitos foi atribuida a descamagao do epitélio, atrofia
de vilosidades e inflamago das criptas (DUBEY, 1979). A
porcdo do intestino delgado mais acometidapelaC. feliséo
ileo e ocasionalmente, duodeno e jgjuno (SHAH, 1971).

Shah (1971) descreveu que através de infeccdo experi-
mental com indcuo de 5x10° oocistosde C. felisemum felino
de quatro meses de idade desencadeou uma eliminagao total
de aproximadamente 2,89x10° oocistos durante 11 dias de
eliminag&o.

O presente estudo teve como objetivo averiguar em felinos
livres de infeccdo por coccidios, 0 parasitismo gerado pela
ingestdo de visceras de um leitdo previamente infectado com
oocistos esporulados de C. felis e analisar comparativamente
as diferentes formas de infecgdo, além da morfometria de
0ocistos e esporacistos, dentre as infeccdes provenientes de
cada viscera suina utilizada no estudo.

MATERIAL E METODOS

Animais

Paraeste experimento, foi utilizado um leitdo daracal arge
White, recém-desmamado e vermifigado, obtido do setor de
suinocultura do Instituto de Zootecnia da Universidade Fe-
deral Rural do Rio de Janeiro. Ainda, foram utilizados quatro
gatos de aproximadamente trés meses de idade, vacinados,
vermifugados e totalmente livres de infecgdo por coccidios,
oriundos de uma mesma ninhada. A livre infec¢éo por
coccidios foi possivel utilizando-se uma gata prenhe que foi
tratada com uma associaggo de sulfadiazina e trimetoprim,
na dose de 30 mg/Kg e 6 mg/Kg respectivamente, durante
sete dias consecutivos, no Ultimo terco da gestagéo.

O ambiente era tratado de forma que impossihilitasse a
infeccdo dos filhotes até 0 desmame, utilizando-se lavagens
diarias e vassoura de fogo semanal no piso e nas paredes.

Conduta experimental

I niciou-se 0 experimento com ainfecgdo de um suino com
uma suspensdo de 10° oocistos esporulados de C. felis
purificada e adicionada a Penicilina e Estreptomicina, res-
pectivamente com 100 Ul e 100 mg. A suspensdo purificada
foi administrada oralmente ao suino que teve sua infeccédo
acompanhada até o 33° dia apos infeccdo (DAI), quando en-
tédo este foi eutanasiado utilizando-se tiopental sodico
intravascular de acordo com a Resolugdo n° 714 de 20 de
junho de 2002 do Conselho Federal de Medicina Veterinaria.
ApOs a eutandsia, foi procedida a necropsia, onde os 6rgdos
figado, linfonodos mesentéricos e bago foram separados e
pesados. Estes 6rgaos foram triturados, homogeneizados e
do total de cada 6rgao, foram separados dez gramas que ser-
viram como inoculo aos felinos livres de coccidios.
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Os gatos, antes de receberem o inoculo, foram acomoda-
dos em gaiolas individuais de aco galvanizado, flambadas
anteriormente a sua ocupacdo. Osresiduos fecais aderidos ao
piso das gaiolas, por ocasido da ocupacdo dos animais, eram
removidos e este eralavado diariamente com afinalidade de
se evitar ao maximo areinfecgao.

O felino ndmero um foi inoculado oralmente com 10°
oocistos esporulados de C. felis, 0 segundo com dez gramas
de figado, o terceiro com dez gramas de bago e 0 nimero
quatro, dez gramas de linfonodos mesentéricos do suino pre-
viamente inoculado. Cada gato recebeu dez gramas de ape-
nas um érgdo. O gato inoculado com 10° oocistosde C. felis,
serviu como um controle positivo dainfeccdo, paratestar a
viabilidade dos oocistos e para comparar a infec¢do tendo
como fonte visceras de hospedeirosintermediarios e oocistos.

A partir do dia seguinte dinoculaco, as fezes dosfelinos
foram pesadas diariamente e deste material fecal diario foi
separado um grama de fezes que foi diluido em 100 mL de
agua destilada, pelo periodo de trinta e trés dias. Dez milili-
tros de cada solug&o foram separados e vertidos em tubos de
centrifuga. Os tubos foram centrifugados a800 G por 10 mi-
nutos. Os sobrenadantes foram desprezados e os decantados,
re-suspendidos em solucdo saturada de aglcar. Os tubos fo-
ram submetidos a nova centrifugagdo a 800 G por 10 minu-
tos. A interface entre o tubo e alaminula permaneceu por 5
minutos, tempo suficiente para que todos 0s 0oci stos presen-
tes na solugdo ficassem aderidos a laminula. Ap6s a monta-
gem em uma lamina, estas foram levadas ao microscépio
Optico para que os oocistos fossem identificados e contados.
O resultado, que vem a ser 0 nimero de oocistos por [amina,
fol multiplicado por dez para que se obtivesse 0 nimero de
oocistos por grama de fezes (OoPG). Ap6s a obtencdo do

OoPG  foi avaliadaaquantidade de oocistosde C. feliselimi-
nados por dia, pela simples multiplicacéo do peso das fezes
pelo OoPG.

Durante o periodo de 33 dias, as mesmas amostras de fe-
zes foram coletadas individualmente e submetidas a
esporulacdo em solucdo de dicromato de potéssio a 2,5% e
por aeracdo forgada com o auxilio de umabomba de aquério
com 0 objetivo de se proceder a morfometria dos oocistos
eliminados por cada um dos animais inoculados com figado,
baco, linfonodos mesentéricos e 10° oocistos esporul ados de
C. felis. Para isto, foram utilizados o microscépio éptico
triocular Genaval Karl-Zeiss e ocular micrométrica K-15X
para medic¢éo dos ooci stos esporulados; os graficos e as ané
lises estatisticas, tendo como base o teste t de Tukey, foram
executados utilizando-se os programas Microsoft Excel™
versdo 2000 e GraphPad Instat™, respectivamente.

RESULTADOSE DISCUSSAO

Os gatos experimental mente infectados neste estudo vie-
ram a eliminar oocistos de C. felis poucos dias apds ainfec-
¢d0, assim, todos os 6rgaos testados estudo como linfonodos
mesentéricos, bago efigado, incluindo os oocistos esporulados
utilizados foram capazes de infectar os felinos.

As curvas de eliminacdo construidas a partir do nimero
de oocistos eliminados diariamente resultado dainfeccgéo por
cada 6rgao estudado tiveram papel fundamental ao possibili-
tar acomparagdo entre as quatro origensdeinfeccdo procedi-
das (Figuras 1a, b, c, d e Figura 2).

A média dos periodos pré-patentes foi de 6,5 DAI, tendo
sido de 7 DAI para o felino infectado com inéculo de 10°
oocistos esporulados de C. felis, de 5 DAI para o infectado
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Figura 1. Curvas logoritmicas de eliminacéo diaria de oocistos de Cystoisospora felis a partir de dife-
rentes indculos utilizados, (a) 106 oocistos esporulados; (b) 10 gramas de figado suino;(c) 10 gramas
de bago suino; (d) 10 gramas de linfonodos mesentéricos suinos.
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Figura 2. Curva de eliminagdo cumulativa de oocistos de
Cystoisospora felis durante o periodo de paténcia de cada infeccéo
utilizando os indculos estudados.

com 10 gramas de figado de suino infectado, 8 DAl parao
infectado com bago e 6 DA para o infectado com linfonodos
mesentéricos. O periodo de paténcia da infeccdo foi em mé-
diade 21,75 dias, tendo o0 gato n° 1 apresentado o periodo de
paténciade 22 dias, o n° 2, de 23 dias, o terceiro, de 24 diase
0 quarto, de 19 dias. Quanto ao periodo pré-patente, ndo hou-
ve diferenca em relac@o aos resultados obtidos por Shah
(1971), onde foi observado periodo pré-patente entre 7 € 8
DAI. O mesmo ocorreu em relacdo ao trabalho de Rocha e
Lopes(1971), que encontraram periodo pré-patente semelhan-
te ao agqui descrito. Em relagcéo ao periodo de paténcia, Shah
(1971) observou um periodo de 11 dias, muito menor que o
observado neste estudo. Damesmamaneira, Hitchcock (1955)
encontrou resultados semel hantes aos de Shah (1971).

Os picos méximos de eliminacdo nos animais infectados
com visceras de suino deram-se sempre no 20° DAI, entre 11 e
14 dias apbs inicio da eliminagao, enquanto que no felino ino-
culado com 10° oocistos esporulados de C. felis, o pico maxi-
Mo se deu ao 18° DA, 10 dias apds inicio da eliminacéo.

Durante os dias em que se sucederam a eliminagdo dos
oocistos nas fezes dos filhotes, foi observada diarréia, tendo
asfezes consisténcialevemente pastosas durante vérios dias,
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a semelhanga dos achados de Loss e Lopes (1992). Os dias
de eliminacdo de fezes diarréicas ndo obedeceram nenhum
padréo de concordancia com as curvas de eliminagdo de
00CiStos.

Observando-se a Tabela 1 e procedendo-se a compara-
¢&o entre 0 nUmero de oocistos eliminados, resultado dain-
feccdo por 10° oocistos de C. felis com o somatério dos
oocistos eliminados pelas outras trésinfeccdes causadas pe-
las visceras de suino foi possivel evidenciar que o nimero
obtido pelaprimeirafoi muito superior. Estimando-se a €li-
minagéo de oocistos possibilitada pelainoculagdo de todo o
volume dos érgéos a apenas um gato, observou-se que a
guantidade de oocistos eliminados seria pelo menos 15 ve-
zes maior nos infectados com as visceras estudadas em re-
lac8o aos eliminados pela infecgdo com 108 oocistos
esporulados, ja que o intestino delgado e a placa de Peyer
também podem albergar hipnozoitas como foi demonstrado
por Frenkel e Dubey (1972), Brosigke et al. (1982), Freiree
Lopes (1996), Costa e Lopes (1997) e ainda por Melo et al.
(2002), fazendo com que esta relagéo tenda a ser maior.

Quanto as analises estatisticas, percebeu-se que, em rela-
¢&o ao didmetro maior, oocistos esporulados provenientes de
infeccdo pelo bago efigado ndo tiveram diferencas significa-
tivas. O mesmo foi observado em relagdo ao didmetro menor.
Quanto ao indice morfométrico, foi possivel detectar dife-
rencga entre os oocistos oriundos dainfecgéo por 10° oocistos
de C. felis e da infeccdo por bago. O mesmo foi observado
entre asinfecgdes por baco e linfonodos mesentéricos (Tabe-
la2). Ao se comparar 0s oocistos analisados no presente es-
tudo com os de Rocha e Lopes (1971), observou-se que as
médias obtidas para didmetro maior e menor por estes auto-
res diferiram significativamente das obtidas no presente re-
sultado. O mesmo ndo aconteceu quando se analisaram as
médias do didmetro maior e menor dos esporocistos, onde os
oriundos de infecgdes provenientes do baco e figado néo di-
feriram significativamente dos mensurados pelos ja citados
autores.

A respeito da analise dos esporoci stos, repetiu-se o resul-

Tabela 1. Relagdo entre o peso dos 6rgdos suinos, o peso do indculo administrado a cada
felino, a eliminagdo compreendida entre o 1° e o 33° DAI e a eliminagéo total estimada de

oocistos de Cystoisospora felis por 6rgéo.

Material inoculado Peso dos érgdos Peso do indculo

Eliminac&o de oocistos Eliminag&o total

(9) (9) do 1° ao 33° DAI* estimada**

10°oocistos de C. felis - - 67.492.120 67.492.120
Visceras:

Figado 866,6 10,0 10.597.620 918.389.749

Baco 42,8 10,5 20.616.620 84.037.270

Linfonodos 10,4 10,4 20.761.830 20.761.830

mesentéricos
Total (visceras) 919,8 30,9 51.976.070 1.023.188.849

* Eliminagao experimental compreendida entre o 1° e o 33° dia apds inoculacéo (DAI)
** Eliminacéo estimada para cada 6rgdo em relacédo ao seu peso total.
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Tabela 2. Comparacéo morfométrica dos oocistos esporulados
de Cystoisospora felis de acordo com o in6culo

Origem da Diametros (um) indice morfomé-
Infecgdo maior menor trico (DM / dm)

Oocistos esporulados (n=100):
Oocistos 31,89+ 2,45¢ 23,92+ 1,88¢ 1,34+ 0,10/
Linfonodos 35,80 £1,36° 26,71 +1,24° 1,34+ 0,06’
Baco 37,53+1,43% 28,67 1,222 1,31+ 0,06%
Figado 37,09+£1,03@ 27,79 +0,932 1,34 £ 0,051k
Esporocistos (n=100):
Oocistos 17,19+ 1,62%¢ 14,68+ 1,31° 1,18 + 0,122
Linfonodos 18,17 + 1,507 15,56 + 0,99° 1,17 + 0,012
Baco 19,34+1602 16,93+ 1,25% 1,14 £ 0,102
Figado 1943+1,31® 16,81+1,05% 1,16 £ 0,102

Letras diferentes “a, b, c, d” (p<0,001), “e, f, g, h” (p<0,01), “j, k" (p<0,05)
na mesma coluna representam diferenca significativa e letras iguais
representam nao significancia com p20,05 em teste t de Tukey com
intervalo de confianca de 95%.

tado de ndo-significancia entre os esporocistos oriundos da
infeccéo por bago efigado, tanto em relacdo ao didmetro maior
guanto ao menor, engquanto que todas as demais andlises apre-
sentaram diferencas significativas entre si. Ao se observar
andlise dos indices morfométricos dos esporocistos, eviden-
cia-se que ndo houve diferenca significativa entre nenhum
deles independente das origens de infecgéo (Tabela 2), con-
cluindo-se que independente destas, aformados esporocistos
nao se alterasignificativamente, mesmo quando se observam
alteragdes na dos oocistos.
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