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1 INTRODUCAO

O género Isospora apresenta varias espécies em uma ampla variedade de hospedeiros,
sendo mais freqlientemente encontradas infectando o trato intestinal de cdes e gatos. Sao
parasitas intracelulares obrigatorios do filo Apicomplexa, classe Esporozoa, ordem
Eucoccidida, familia Eimeridae (URQUHART et al.,1998). Os membros desse género
completam seu ciclo em um tnico hospedeiro e podem, excepcionalmente, utilizar um
hospedeiro paraténico como ratos, camundongos e hamsters (DUBEY & GREENE, 2006).

Estas espécies podem causar infecgdes severas em humanos, suinos e cdes. Quatro
delas sdo descritas em caes: I canis, 1. ohioensis, 1. burrowsi e I. neorivolta, identificadas
pelo tamanho de seus oocistos (BUEHL et al., 2006).

Alguns animais domésticos utilizados para o consumo humano, tais como: bovinos e
coelhos, podem conter em suas visceras, formas cisticas das espécies do género Isospora. No
entanto, ¢ pouco conhecida a a¢do do parasita no desenvolvimento destes animais; se causam
ou nao lesdes importantes ou mesmo se interferem no ganho de peso. Ressaltando que essas
criagdes t€ém como proposito econdmico o atendimento da demanda por carnes e visceras
comestiveis (OLIVEIRA et al., 2002).

A isosporose canina tem ampla distribui¢do geografica, com maior incidéncia em caes
jovens. A contaminagdo ocorre pela ingestdo de oocistos esporulados ou cistos monozoicos
nos hospedeiros paraténicos, podendo causar diarréia, perda de peso, lesdes intestinais e, em
alguns casos, a morte desses animais (CONBOY, 1998).

Animais que tenham sido submetidos, ao longo de suas vidas, a condi¢des
inadequadas de criagdo ou condi¢des higiénico-sanitaria precdrias, dificilmente terdo essa
parasitose controlada (RODRIGUES, 2000).

O presente trabalho teve como objetivo o isolamento de oocistos de Isospora canis em
caes naturalmente infectados, oriundos da area urbana de Campo Grande, Mato Grosso do Sul
e a indugdo de infecgdes com esse parasita em grupos de cdes jovens, criados em isolamento,
observando o desenvolvimento da infec¢do e os aspectos da patogenia/patologia deste parasita

nos hospedeiros experimentais.

1.1 Historico

A primeira espécie do género, Isospora rivolta, foi descrita por Grassi (1879), em

gatos. Wenyon (1923), revisou o grupo e registrou a presenca do mesmo parasita em caes.



Isospora canivelocis (WEIDMAN, 1915) Wenyon, 1923, foi a primeira espécie descrita em
canideos, encontrada em fezes de raposas.

Infeccdes experimentais foram realizadas por Nemeséri (1959), para estudos dos
estagios endogenos do parasita, tendo concluido tratar-se de 1. canis e nao I. rivolta, pois esta
espécie apresentava o cao como hospedeiro definitivo. Dubey (1975), baseado em infec¢des
experimentais com oocistos originarios de cdes e gatos, valida a 1. rivolta, como parasita de
felideos, e propdem a distingdo em dois grupos para aquelas parasitas de caes: 1. ohioensis e I.
canis. Posteriormente, Dubey & Marth (1978), propuseram uma nova espécie para caes,
considerando estudos sobre estagios endogenos com /. ohioensis, a I. neorivolta.

1. burrowsi foi descrita por Trayser & Todd (1978), diferenciada de 1. ohioensis por
desenvolve-se apenas na lamina propria dos tergos finais do intestino delgado. Considerando,
que 1. ohioensis foi descrita antes de I. burrowsi e 1. neorivolta e também por seus oocistos
serem indistinguiveis morfologicamente, estas espécies sao referidas como pertencentes ao
complexo 1. ohioensis (OLIVEIRA, 2001).

Existe uma controvérsia sobre as espécies de Isospora que sdo facultativamente
heteroxenas e que formam cistos contendo um unico esporozoita (hipnozoita) no hospedeiro
intermediario. Diante deste fato, Dubey (1977) propds que estas espécies heteroxenas fossem
agrupadas em um género separado, o Levineia; porém, Frenkel (1977), propos a criacdo de
um novo género, o Cystoisospora. Embora as espécies de Isospora apresentem diferengas em
seus ciclos de vida, elas sdo agrupadas, atualmente, em um unico género, o Isospora,
independente das diversas formas extraintestinais demonstradas no grupo (LONG et al.,

1990).

1.2 Estrutura

O subfilo dos esporozodrios € caracterizado pela presenga, em determinadas fases do
ciclo de vida, de estruturas celulares que formam o complexo apical, destinado a fixacdo e a
penetracao nas células dos hospedeiros (REY, 1991).

Trés diferentes formas do parasita, sdo encontradas no ciclo de vida de Isospora:
oocistos, liberados pelas fezes dos hospedeiros definitivos; esquizontes, na fase de reproducao

assexuada, e gamontes, na fase de reproducdo sexuada do parasita.



1.2.1 Oocistos

Os oocistos sdo ovoides, medem entre 34-42 um x 23-36 um (. canis) e 17-27 pm x
15-24 pum (grupo 1. ohioensis, incluindo I. neorivolta e 1. burrowsi) (CONBOY, 1998), sdo
liberados pelas fezes do hospedeiro definitivo, na forma nao esporulada e tornam-se infectivos
no ambiente apos 3 dias, quando apresentam dois esporocistos elipsoides, de parede lisa, ndo
apresentando corpo de stieda, com residuo granular contendo globulos lipidicos, ocupando
cerca de 1/3 do volume do esporocisto, contendo, cada um, quatro esporozoitas dispostos em
paralelo e ao lado do residuo do esporocisto (LEEP & TOOD, 1974).

Os esporozoitas das espécies de Isospora contém uma ou duas inclusdes de corpos
cristalinos similares as particulas de beta-glicogénio, diferente das espécies de Eimeria que
apresentam duas. Estas inclusdes sdo perdidas no processo de conversdo dos esporozoitas para
o estagio de merozoitas in vivo, mas podem persistir em parasitas multiplicados in vitro

(LINDSAY et al., 1997)

1.2.2 Esquizontes

Os primeiros esquizontes, que ocorrem na ladmina propria do intestino, sdo encontrados
cerca de 72 horas apds a infeccdo e o nimero de geragdes no ciclo de vida ¢ variavel para
cada espécie (MAHRT, 1967).

Os esquizontes maduros medem aproximadamente 21x15 pum e podem ser
identificados histologicamente por sua localizagdo, tamanho e niimero de merozoitas que
contém. Os merozoitas dispdem-se como uma série de microorganismos em formato de meia-
lua (5a10pum) (URQUHART et al., 1998).

O namero de merozoitas na primeira geracao variam de 2-24 e 3-28 e na segunda de 3-
12 e 3-22, respectivamente nas espécies 1. canis e I. ohioensis. Eles medem cerca de 10 x 6
um e apresentam nucleo na regido central. A espécie 1. ohioensis tem apenas duas geragdes de

esquizontes e /1. canis, trés geragdes (DUBEY, 1978; LEEP & TODD, 1974).

1.2.3 Gamontes

Os merozoitas diferenciam-se em células especializadas, os gamontes ou gametocitos.
Aqueles que se destinam a produzir gametas masculinos sdo 0os microgametocitos, € os que
produzirdo gametas femininos sdo os macrogametdcitos. Os microgametas sdo menores €

flagelados e os macrogametas sdo maiores e imoveis (REY, 1991).



Os primeiros macrogametas medem cerca de 11x 6 um, similares a Gltima geracdo de
merozoitas. Maduros, os macrogametas medem entre 25 x 18 um, s@o ovoides e apresentam
nucleo e nucléolo. Os primeiros microgametas medem 6 x 5 um e apds divisdes nucleares
sucessivas, com cerca de 120 nucleos presentes, os microgametdcitos maduros com 29 x 20
um apresentam microgametas alongados e flagelados de cerca de 5 x 0,8 um (LEEP &

TODD, 1974).

1.3 Ciclo de vida

O ciclo de vida deste protozoario compreende uma fase exdgena e outra endogena,
podendo utilizar ou ndo um hospedeiro paraténico (LINDSAY et al., 1997); ele ¢ dividido em:
esporulagdo, excistacao, infec¢do, esquizogonia, gametogonia e, finalmente, a formagao do

oocisto (URQUHART et al., 1998).

1.3.1 Esporogonia

Os oocistos sdao liberados pelas fezes dos hospedeiros definitivos na forma nao
esporulada, constituidos de uma massa protoplasmatica nucleada envolta por uma parede
(MAHRT, 1968). A esporogonia ocorre fora do hospedeiro e depende de umidade,
temperatura ¢ oxigenacdo adequada. Temperaturas superiores a 40°C e inferiores a 20°C
inibem a esporogonia dos oocistos (LINDSAY, 1990).

O ntcleo divide-se duas vezes formando dois esporoblastos. Cada esporoblasto secreta
uma parede retratil e passa a ser denominado como esporocisto, enquanto o protoplasma em
seu interior divide-se em dois esporozoitos. Quando dois esporocistos, contendo quatro

esporozoitas cada, sdo visiveis, o oocisto € considerado esporulado (MAHRT, 1968).

1.3.2 Excistacao

Os oocistos ingeridos pelos hospedeiros definitivos ou pelo hospedeiro paraténico,
desencistam-se na presen¢a da bile (DUBEY & GREENE, 2006). Diferente das espécies de
Eimeria que respondem mais rapidamente a excistagdo na presenga de CO,, os oocistos de
Isospora podem excistar ou ndo na presenca desse gas e, os esporozoitas livres sdo ativados
pela acdo da bile ou tripsina (SPEER et al., 1973).

A excistagdo in vitro pode ser feita na presenca de diferentes surfactantes associados

ou ndo com tripsina, com os esporocistos pré-tratados com hipoclorito de sddio (FREIRE &



LOPES, 1995). A tripsina elimina as associagdes celulares, destruindo as células
parenquimatosas e, consequentemente, liberando as formas infectantes dos cistos (DUBEY &

FRENKEL, 1972).

1.3.3 Desenvolvimento endogeno

Ap6s ingestdo dos oocistos ou de cistos monozodicos € do processo de excistagao, os
esporozoitos livres invadem o intestino, penetram em células epiteliais e, diferente das
espécies de Eimeria, usualmente ndo formam trofozoitos, que sdo células arredondadas e
uninucleadas (DUBEY, 1977; LINDSAY, 1990), dando origem, apds varias divisdes por
fissdo binaria, aos esquizontes constituidos por merozoitos (URQUHART et al., 1998). A
partir de cada merozoito o ciclo assexuado pode se repetir, sucedendo-se as fases de
crescimento e de multiplicagdo esquizogdnica, por varias geracdes, ou entdo, a evolugdo
caminhar-se para um processo de reproducdo sexuada, conhecido como esporogonia (REY,
1991).

A esquizogonia termina quando alguns merozoitas ddo origem aos gametdcitos
masculinos e femininos, denominados microgametdcitos €  macrogametocitos,
respectivamente. Os fatores responsaveis por essa mudanga ndo sdo totalmente conhecidos.
Os microgametdcitos sofrem varias divisdes formando numerosos microgamentas. Os
macrogametas sdo fertilizados por microgametas formando o zigoto (LINDSAY,1990). Nao
se observa desenvolvimento até que o zigoto, também chamado de oocisto, seja liberado pelas
fezes na forma nao esporulada (URQUHART et al., 1998).

No ciclo de vida de I canis, trofozoitas arredondados, medindo de 4 a 6 pm de
diametro, que formam a primeira geracao de esquizontes, foram encontrados de 1 a 3 dias
apo6s a infeccao. Em dois ou trés dias, esses trofozoitas tornam-se elipséides, medem de 6-8 x
3-5 um e s@o encontrados no interior de vacuolos parasitéforos. A primeira esquizogonia
termina seis dias apds a inoculagdo e os esquizontes maduros contém cerca de 14 merozoitos,
quando comega a segunda esquizogonia. Os esquizontes maduros desta segunda geracgdo
chegam a conter 12 merozoitas. O nucleo, de alguns merozoitas, comega, entdo, a se dividir
sem deixar os esquizontes, iniciando a terceira esquizogonia sete dias apds a inoculagdo do
parasita. Esses esquizontes, de terceira geragcdo, podem conter até 72 merozoitas.
Posteriormente, esses merozoitas originam os macro € microgametas, iniciando a fase sexuada
do parasita. O periodo pré-patente dessa infec¢do ¢ de nove a onze dias (LEEP & TODD,
1974).



Trofozoitas nao sao encontrados no desenvolvimento de /. ohioensis. Na descricao do
ciclo, Dubey (1978) identificou apenas duas geragdes assexuadas do parasita. Segundo esse
autor, em 48 horas sdo encontrados zoitas medindo entre 9-7 x 2,5-3 um na superficie do
epitélio intestinal. Esquizontes, de 9-19 x 6-13um, ocorrem em 72 horas apo6s a inoculagao,
apresentando de 2-8 merozoitas. O nimero méaximo de nucleos dos zoitas ¢ quatro nesse
estagio e trés no de binucleados, em cada vactiolo parasitéforo. De 96 a 120 horas sdo
visualizados dois tipos de merozoitas nas vilosidades, sendo a medida do primeiro 9-15 x 5-9
um e do segundo 9-12 x 2-4 um, com merozoitas de 6-12 x 5-12 um e de 6-8 x 1-2 um,
respectivamente. Ainda, segundo Dubey (1978), a presenca de zoitas uni e multinucleados no
mesmo vacuolo parasitoforo dificulta a verificagdo dos estagios dos merozoitas, o que o
impossibilitou determinar a existéncia de uma terceira esquizogonia do parasita.

Porém, Mahrt (1967), relatou que a reduzida patogenicidade de I. ohioensis em caes
jovens deve-se a ocorréncia de somente uma esquizogonia na mucosa intestinal desses

hospedeiros.

1.3.4 Estagios extraintestinais

Os estagios extraintestinais ocorrem em tecidos dos hospedeiros de espécies de
Isospora de cades e gatos e de humanos. Alguns esporozoitas podem invadir Orgaos
extraintestinais e, normalmente, encontram-se Unicos na cé€lula, porém algumas divisdes
podem ocorrer e até quinze parasitas serem observados infectando uma célula (LINDSAY et
al.,1997).

Os esporozoitas nos tecidos aumentam de tamanho e permanecem encistados envoltos
por um vacuolo parasitoforo, constituido de uma delgada parede cistica de tecido conjuntivo,
chamados de cistos monozdicos (DUBEY & MEHLHORN, 1978). Estes cistos podem
ocorrer nos tecidos dos hospedeiros definitivos e paraténicos e, sdo assim chamados por
conterem apenas um zoita, sendo denominado de hipnozoita. Este fato refor¢a a idéia da nao
multiplicagdo de parasita no hospedeiro nao definitivo (DUBEY, 1992).

Nos hospedeiros intermedidrios, os hipnozoitas possuem maior tropismo pelos 6rgaos
com atividade linféide, como linfonodos mesentéricos, as placas de Peyer, bago, além do
figado (CARVALHO-FILHO et al., 2004).

Em caes e gatos esses cistos podem levar a re-infec¢ao intestinal e a re-incidéncia da
coccidiose entérica. A ingestao dos cistos presentes no hospedeiro paraténico leva a infecgao

do hospedeiro definitivo (DUBEY & GREENE, 2006).



1.4 Epidemiologia

As condi¢des de criacdo podem favorecer a infeccdo, quando no ambiente de
confinamento, a cama com densas camadas oferecem condi¢Oes ideais de temperatura e
umidade para esporulacao dos oocistos; quando o niumero de animais ou a densidade por
unidade de area for grande o risco de contagio ¢ ainda maior. Embora a esporulagdo de
oocistos possa ocorrer em dois dias, depois de sua eliminacdo nas fezes, este periodo pode ser
muito mais longo no pasto. Os oocistos tém longevidade consideravel e podem persistir por
varios anos (URQUHART et al., 1998).

Espécimes do género Isospora sao mais comumente reconhecidos infectando cdes e
gatos e sdo espécie-especificos para seus hospedeiros definitivos (DUBEY & GREENE,
2006).

A 1isosporose em cades ¢ uma infec¢do que atinge cdes em todo o mundo. A longa
sobrevivéncia dos oocistos e sua alta habilidade de sobreviver a desinfeccdo mantém a
populacao de caes sob risco permanente (BUEHL et al., 2006).

A aglomeragao e falta de higiene promovem a disseminagdo do parasita, podendo
ocorrer surtos em canis de criagdo ou enfermarias de clinicas veterinarias, quando do aumento
no numero de nascimentos ou de animais incluidos na populagdo por aquisicdo e que se
apresentem infectados (RODRIGUES, 2000).

Devido ao pequeno tamanho dos oocistos, eles podem ser facilmente dispersos pelo
vento, pela dgua ou através das roupas, sapatos € maos de criadores ou médicos veterinarios,
sendo entdo, transportados de um local para outro, disseminando a infeccdo (FAYER, 1980).

Formas latentes nos tecidos dos hospedeiros paraténicos, os cistos monozoicos, podem
permanecer infectantes por um longo periodo, sendo, entdo, um importante meio de dispersao
do parasita (LOSS, 1991).

Estudos feitos no sul da Alemanha, com cadelas em lactagdo constataram que 25%
delas eram positivas para alguma espécie do género Isospora (GOTHE & REICHLER, 1990).
Também na Alemanha, Barutzki e Schaper (2003) demonstraram que em 2717 amostras de
fezes colhidas em caes, processadas pela técnica de centrifugo-flutuagdo em acucar, 8% eram
positivas para 1. canis e 17% para I. ohioensis.

Em Assam, na India, foi verificado que, de 328 exames de fezes de cies analisados,
9% apresentavam coccidios e 2% desses eram Isospora (TRAUB et al., 2002). Sager et. al.
(2006), na Suiga, também verificaram a presenca do parasita em 149 amostras (4,5%) de um

total de 3289 amostras analisadas.



Prevaléncia maior do parasita foi encontrada em caes de rua, em Cérdoba, na Espanha.
Dos 1800 animais, 22% apresentavam oocistos de Isospora em suas fezes (MARTINEZ-
MORENQO et al., 2006).

Buehl e colaboradores (2006) demonstraram que 8,7%, de 3590 exames de fezes
realizados em cdes em Viena, na Austria, apresentavam Isospora. Destes, 28,6% era I. canis,
53,5% 1. ohioensis e 17,8% outras espécies. Esses autores verificaram também que, dos casos
positivos para Isospora, 77,2% apresentavam diarréia, sendo 66,6% delas hemorragicas.

No Brasil, amostras de fezes de 271 caes, sem evidéncia de diarréia, em Botucatu, Sdo
Paulo, foram examinadas e 8,49% delas apresentaram oocistos de Isospora (OLIVEIRA-
SEQUEIRA et al., 2002). Nesse estudo, propor¢des similares do parasita foram encontradas
em animais jovens e adultos, 7,4% e 8,2% respectivamente. Porém, o contrario seria esperado
ja que os cades mais jovens, geralmente, se apresentam mais susceptiveis a isosporose
(CONBOY, 1998).

Em Itapema, Santa Catarina, 6,2% das amostras fecais analisadas foram positivas para
Isospora, de um total de 158 amostras fecais colhidas em caes apreendidos nos logradouros

publicos, (BLAZIUS et al., 2005).

1.5 Sinais clinicos da Isosporose

1.5.1 Caes

I. canis ¢ primariamente patogénico para cdes jovens. Estudos histologicos
demonstram lesdes epiteliais em diferentes partes do intestino delgado, associadas ao
desenvolvimento endogeno do parasita, podendo formar petéquias e ulceracdes de diferentes
tamanhos ( BUEHL et al., 2006; MITCHELL, et al., 2007).

Infeccdes sem sintomas sdo descritas, particularmente em casos com [. ohioensis
(DAUGSCHIES et al., 2000), porém, sinais clinicos como alteragdes na consisténcia das
fezes, diarréia com sangue, dores abdominais, anemia, apatia € morte podem ocorrer em caes
jovens. Alteragdes respiratdrias e neurologicas também sao reportadas (CONBOY, 1998).

Infec¢des causadas por I. canis sdo geralmente acompanhadas de sintomas e a
patogenicidade dessa espécie ¢ causada pelo desenvolvimento nas camadas mais profundas
das paredes do intestino, diferente de /. ohioensis que parasitam as células da lamina propria
(DUBEY, 1978).

Sabe-se pouca coisa sobre a patogenicidade de /. burrowsi em caes, ndo causando

doenga clinica em animais infectados experimentalmente (LINDSAY & BLAGBURN, 1994).



1.5.2 Gatos

Os gatos positivos para . felis, principalmente os animais jovens ¢ imunodeprimidos,
podem apresentar diarréia severa, perda de peso, anorexia e desidratacio (DUBEY &
GREENE, 2006).

Estudos experimentais apontam que /. felis ndo ¢ patogénica para gatos com mais de
um més de idade. Apenas pequenas alteragdes, como congestdo e erosdo de enterdcitos
superficiais e infiltrados podem ser observados em gatos de 6-13 semanas de vida, inoculados

com 1x10° e 1,5x10° oocistos esporulados (DUBEY, 1979).

1.5.3 Roedores

As espécies do género Isospora tém a capacidade de formar estdgios extraintestinais
em uma variedade de hospedeiros paraténicos, incluindo ratos, camundongos e hamsters
(CARVALHO-FILHO et al., 2004) e ndo causam sinais clinicos nesses hospedeiros (DUBEY
& GREENE, 2006).

A auséncia de patogenicidade nos hospedeiros paraténicos pode ser decorrente de uma
acdo enzimadtica sobre as formas parasitarias, lesando-as quando ingeridas (FAYER &

FRENKEL, 1979).
1.6 Diagnéstico
1.6.1 Exame de fezes

O exame utilizado para detec¢ao de oocistos nas fezes do hospedeiro definitivo € o de
Centrifugo-flutuacdo em solugdo saturada de acticar ou Exame de Sheather (LEVINE &
IVENS, 1965) e a identificacdo das espécies ¢ feita apds esporulacdo in vitro e mensuracao
dos oocistos (DUBEY, 1992).
1.6.2 Exame Histopatologico

Para a verificagdo das lesdes provocadas pelo parasita e seus estagios extraintestinais

utiliza-se o exame histopatoldgico. Fragmentos de diversos 6rgaos sdo fixados em formol a

10%, embebidas em parafina e posteriormente coradas com hematoxilina-eosina ou giemsa



para visualizagdo dos estagios endogenos do parasita (DUBEY, 1976; DUBEY & MAHRT,
1978).

O exame histopatologico, em casos positivos de Isospora canis, revela mucosa
atrofiada, alteragdes nas vilosidades, inflamag¢do na lamina propria do intestino e hiperpalasia
dos linfocitos nas placas de Peyer. O parasita € encontrado dentro de vacuolos no citoplasma

das células epiteliais (MITCHELL, et al., 2007).

1.6.3 Isolamento in vivo

Em alguns casos, além do exame de fezes com a verificagdo dos oocistos apds
esporulacdo e mensuracdo ¢ necessaria também a bioprova ou isolamento do parasita in vivo
com a inoculacdo de oocistos esporulados em roedores para a verificagdo de estagios
endogenos do parasita.

Estudos sobre a freqiiéncia de hipnozoitas em visceras de camundongos
experimentalmente infectados com oocistos esporulados de Isospora, demonstram que estas
formas estdo largamente distribuidas por todos os 6rgaos do hospedeiro infectado, sendo o
figado, bago e linfonodos mesentéricos os locais de maior incidéncia das formas latentes do
parasita (DUBEY, 1992). Apds dois dias de infecgdo, cistos monozodicos ja podem ser

observados no figado e bago dos hospedeiros paraténicos (MEHLHORN & MARKUS, 1976).

1.6.4 Isolamento in vitro

Todas as espécies de Isospora se desenvolvem em cultura de células (FAYER, 1972).
Esporozoitas obtidos através da excistagdo dos oocistos sdo utilizados como indculo. Esses
penetram nas células hospedeiras e se dividem por endodiogenia. Em culturas primarias de
células embrionarias de rim de bovinos e caninos sdo observados merontes binucleados e
merozoitos saindo das células hospedeiras (FAYER, 1972; LINDSAY & BLAGBURN,
1987).

Estagios sexuados e oocistos nao se desenvolvem em cultura de células (LINDSAY et

al., 1997).

1.7 Imunidade

Apo6s a infeccdo, desenvolve-se imunidade, e os estdgios imunogénicos variam de

acordo com a espécie, mas em geral sdo aqueles envolvidos com esquizogonia. O mecanismo



de resposta ndo ¢ totalmente conhecido, mas supde-se que seja uma combinagdo de fatores
celulares e humorais (URQUHART et al., 1998).

Segundo FAYER (1980) a resisténcia natural ao parasita pode aumentar com a idade
do hospedeiro e diminuir a producao de oocistos ou, conforme os animais envelhecem,

tornam-se imunes como resultado de uma infec¢ao natural pelos coccideos.

1.8 Tratamento

Algumas sulfonamidas, como sulfadimetoxina, sulfadiazina, e trimetropim sao
utilizados no tratamento de cdes. Essas drogas diminuem o periodo patente da infecc¢ao
(KIRKPATRICK & DUBEY, 1987). Sulfadimetoxina pode ser administrada 50mg/kg de
forma oral por cerca de 10 dias e combinacdes de ormetoprim (11mg/kg) e sulfadimetoxina
(55mg/kg) durante 23 dias (LINDSAY & BLAGBURN, 1995).

Amprolium também administrado de forma oral (300 a 400mg/kg durante 5 dias ou
110 a 220 mg/kg de 7 a 12 dias) pode se utilizado no tratamento de coccidioses em caes
(LINDSAY et al., 1997).

Segundo Buehl e colaboradores (2006), o tratamento com triazinone no periodo
patente da infec¢ao reduz, mas nao elimina completamente a excrecdo de oocistos nas fezes.

Toltrazuril utilizado em condi¢des experimentais tem se mostrado eficiente contra a
Isosporose. Rommel et al. (1986) e Daugschies et al. (2000), demonstraram que uma unica
dose de toltrazuril (10 ou 20 mg/kg), elimina totalmente a excrecdo de oocistos em caes.
Mundt et al. (2003) também comprovaram a eficicia deste tratamento em suinos

experimentalmente infectados com /. suis.

1.9 Controle e Prevenc¢ao

Higiene e isolamento dos cdes doentes sdo efetivos na prevencao da coccidiose, assim
como a limpeza diaria do local que os animais vivem, além de boa nutri¢do e abrigos
adequados. Essas medidas poderdo nao erradicar, mas ajudardo no controle da infecc¢do
(RODRIGUES, 2000).

Kirkpatrich & Dubey (1987) também afirmam que a rapida destruicdo das fezes e
dispersdo dos oocistos de areas comuns a animais, através da limpeza, reduz a concentragao

de oocistos no ambiente.



Comedouros e bebedouros devem ser desinfectados com agua fervente ou em solugdes
de amodnia a 10%, além de se evitar o acesso dos cdes aos hospedeiros intermediarios

(DUBEY & GREENE, 2006).



2 PERSPECTIVAS

A infec¢do experimental com Isospora canis em caes jovens permitiu a avaliagdo do
curso da infeccdo e a observagao de alguns aspectos da patogenicidade causada pelo agente.
Além de fornecer subsidios sobre aspectos de manejo e manutencdo das instalagdes
experimentais, pois varios aspectos desfavoraveis foram registrados.

O experimento relatado, servird de referéncia e modelo para infec¢des experimentais
futuras com espécies de Isospora sp ou com outros coccidios, naqueles hospedeiros nos quais
o ciclo enterogonico ¢ observado.

A utilizag¢do das re-inoculagdes nesse experimento possibilitou, também, verificar que
as lesdes ou danos causados pelo parasita, no hospedeiro, aumentam quando das re-infec¢des

sucessivas, o que podera ser utilizado ou considerado em estudos sobre o assunto.
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INFECCAO EXPERIMENTAL COM Isospora canis NEMESERI, 1959 (SIN.
Cystoisospora canis), EM CAES

Andressa Karina Piacenti' Tarcilla Corrente Borghesan2 Jaqueline Moreira da Silva’
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RESUMO

Infecgdes por 1. canis sdo geralmente acompanhadas de sinais clinicos. Alteragdes na
consisténcia das fezes, diarréia com sangue, anemia, apatia € morte podem ocorrer em caes
jovens. Este trabalho teve como objetivo o isolamento de oocistos de Isospora canis em caes
naturalmente infectados, recolhidos pelo Centro de Controle de Zoonoses da cidade de Campo
Grande, Mato Grosso do Sul, e a indugdo de infeccdes com esse parasita em grupos de caes
jovens, observando os aspectos da patogenia/patologia nos hospedeiros experimentais. Foram
realizados exames de fezes em 178 ninhadas, pela técnica da Centrifugo-flutuacdo com
solugdo saturada de agucar, destas 47 (26%) foram positivas para Isospora sp. Doze caes
jovens foram selecionados; dez inoculados com 0,5x10* oocistos esporulados de Isospora
canis e, destes, 4 animais foram re-inoculados ap6s 9 dias da primeira infecgio com 1x10*
oocistos esporulados. Dois caes ndo inoculados foram mantidos como controle. Quando das
necropsias nos dias 3, 6, 8, 15 e 19 apos a inoculagdo observou-se pontuagdes hemorragicas,
hipertrofia das células caliciformes, alteragdes nas vilosidades e presenca de formas
parasitarias no estagio de macrogametocitos em todas as por¢des do intestino delgado.

Palavras-chave: Isospora sp, oocistos, patologia

ABSTRACT:-PIACENTI, A.K.; BORGHESAN,T.C; DA SILVA, J.M.; BRUM,
K.B.; PAIVAF. [Experimental infection with Isospora canis Nemeséri, 1959 (sin.
Cystoisospora canis), in dogs]. Infeccdo experimental com Isospora canis Nemeséri, 1959
(sin. Cystoisospora canis), em caes. Infections /. canis are usually accompanied by clinical
signs. Changes in the consistency of the faeces, diarrhea with blood, anemia, lethargy and
death may occur in young dogs. This study aimed to the isolation of Isospora canis from
naturally infected dogs, collected by the Center of Zoonoses Control of the city of Campo
Grande, Mato Grosso do Sul, and induce infection with this parasite in groups of young dogs,
observing aspects of pathogenicity/pathology of this parasite in the experimental host. Faeces
samples from 178 litters were examined using the Centrifugo-fluctuation in saturated solution

of sugar technique, 47 (26%) of them were positive for I. canis. Twelve young puppies were



selected; ten were inoculated with 0,5x10* sporulated oocistys of Isospora canis and, 4
animals were re-inoculated after 9 days from the first infection with 1x10* oocysts. Two dogs
were kepted as control. When the necropsies occurred on days 3, 6, 8, 15 and 19 after
inoculation there was observed small points of hemorragies, changes in villies, hypertrophy of
the caliciform cells and presence of parasitic forms in the macrogametocytes stage in all
portions of the small intestine.

Key-words: Isospora sp, oocystis, patology
INTRODUCAO

O género Isospora apresenta varias espécies em uma ampla variedade de hospedeiros,
sendo mais freqlientemente encontradas infectando o trato intestinal de cdes e gatos. Sao
parasitas intracelulares obrigatorios do filo Apicomplexa, classe Sporozoa, ordem
Eucoccidida, familia Eimeriidae. Os membros desse género completam seu ciclo em um
unico hospedeiro e podem, excepcionalmente, utilizar um hospedeiro paraténico (DUBEY &
GREENE, 2006).

Estas espécies podem causar infecgdes severas em humanos, suinos e cdes. Quatro
delas sdo descritas em caes: I canis, 1. ohioensis, I. burrowsi e I. neorivolta, identificadas
pelo tamanho de seus oocistos (BUEHL et al., 2006).

A isosporose canina tem ampla distribuicao geografica, com maior incidéncia em caes
jovens. A contaminagdo ocorre pela ingestdo de oocistos esporulados ou cistos monozdicos
nos hospedeiros paraténicos, podendo causar diarréia, perda de peso, lesdes intestinais e, em
alguns casos, a morte desses animais (CONBOY, 1998).

Infecgdes sem sintomas sdo descritas, particularmente em casos com [. ohioensis
(DAUGSCHIES et al., 2000). No entanto, aquelas causadas por /. canis sdo geralmente
acompanhadas de sintomas clinicos e a patogenicidade dessa espécie se deve ao
desenvolvimento nas camadas mais profundas das paredes do intestino, diferente de I
ohioensis que parasitam as células da lamina propria (DUBEY, 1978). Sinais clinicos e
sintomas como alteragcdes na consisténcia das fezes, diarréia com sangue, dores abdominais,
anemia, apatia e morte podem ocorrer em caes jovens. Alteragdes respiratdrias e neuroldgicas
também sdo reportadas (CONBOY, 1998).

Animais que tenham sido submetidos, ao longo de suas vidas, a condi¢des
inadequadas de criacao; sem manejo adequado ou condigdes higi€nico-sanitarias precarias,

dificilmente terdo essa parasitose controlada (RODRIGUES, 2000).



O presente trabalho teve como objetivo o isolamento de oocistos de Isospora canis em
caes naturalmente infectados, oriundos da area urbana de Campo Grande, Mato Grosso do Sul
e a indugdo de infecgdes com esse parasita em grupos de cdes jovens, criados em isolamento,
observando o desenvolvimento da infec¢do e os aspectos da patogenia/patologia deste parasita

nos hospedeiros experimentais.

METODOLOGIA

1. Isolamento e concentra¢io de oocistos Isospora canis de cies naturalmente infectados

Em cées recolhidos pelo Centro de Controle de Zoonoses da Prefeitura municipal de
Campo Grande (CCZ-PMCQG), foram realizados exames de fezes em 178 ninhadas, pela
técnica da Centrifugo-flutuacdo em solucdo saturada de acticar a 60 % (p/v). Aqueles animais
positivos para Isospora canis foram mantidos em gaiolas individuais durante o periodo de
eliminagdo e as fezes lavadas em peneiras de 60 e 45um, sedimentadas, diluidas em solucao
de bicromato de potassio a 1% e mantidas em aeracdo e agitagdo por cerca de quatro dias, até
que 0s oocistos apresentassem completa esporulagao.

Ap6s esporulagdo dos oocistos, foi confirmada a condigdo morfoldgica dos
esporozoitos e feita a contagem para determinacdo dos indculos, através de estimativas em

funcao de volumes definidos.

2. Selecao, preparacio e inoculagio de caes jovens com Isospora canis

Doze caes jovens, com menos de um més de idade, de ambos os sexos, de trés
ninhadas recolhidas pelo CCZ-PMCQG, foram selecionados pelo estado sanitario, clinicamente
saudaveis, vacinados contra cinomose, hepatite e raiva. Os animais foram mantidos em canis
individuais, que eram higienizados diariamente com agua sanitaria e vassoura de fogo,
alimentados com racdo comercial e dgua ad libitum. Foram administrados, via oral, 2mL de
Kaobiotic® (formulacdo contendo: Sulfato de neomicina, sulfaguanidina, sulfadiazina,
sulfamerazina, sulfatizol, caulin e pectina), diariamente, durante uma semana até trés dias
antes da inocula¢do, como medida profilatica a infec¢ao por coccidios.

Dez animais, ao atingirem, aproximadamente, trés meses de idade, foram inoculados
com 0,5x10* oocistos esporulados de Isospora canis e, apos nove dias da primeira inoculagdo,
quatro animais foram re-infectados com 1x10* oocistos esporulados.

Todos os caes foram acompanhados clinica e laboratorialmente, durante o periodo
experimental. Foram monitoradas: temperatura retal, estado e coloragdo das mucosas

conjuntivais e estado geral, bem como as fezes quanto a consisténcia, se firme, pastosa ou



aquosa, se hemorragicas ou ndo e quanto a presenga de oocistos caracteristicos, usando a
técnica de Centrifugo-flutuacdo em acucar. Eritrograma e Leucograma foram realizados
individualmente no dia da inoculagdo e da necropsia. Dois cdes ndo inoculados foram

utilizados como controle, sendo mantidos nas mesmas condi¢des dos outros animais.

3. Necropsia e processamento anatomo-patologico

Nos dias 3, 6, 8, 15 e 19, apds a inoculagdo, os caes foram necropsiados, sendo dois
animais para cada dia de necropsia, uma seqiliéncia pré-estabelecida. Nos dois ultimos dias
foram necropsiados os animais que receberam duas indugdes de infeccdo. A necropsia foi
realizada pelos processos usuais em patologia e amostras de tecidos foram fixadas em formol

a 10% para processamento histopatoldgico de rotina e corados pela hematoxilina-eosina (HE).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Das 178 amostras fecais examinadas, 47 (26%) apresentaram oocistos de Isospora sp
com medidas entrel8 e 39um (fig.1). Segundo Conboy (1998), o tamanho dos coccidios desse
género permite a distingdo das espécies: Isospora canis (34-42 x 23-36 um) e Isospora
ohioensis-like (17-27 x 15-24 pm). Estas diferencas observadas entre os dois grupos de

espécies, permitiram o isolamento monoespecifico (fig 1).

Figura 1. Oocistos esporulados de /. canis recuperados das fezes de cdes naturalmente infectados,
oriundos da cidade de Campo Grande, MS, em aumento de 400x.

Durante todo o experimento todos os animais apresentaram mucosa normocorada e

estado clinico geral bom.



Os animais infectados experimentalmente com /. canis apresentaram elevagao de
temperatura nos primeiros seis dias apds a inoculacdo. Periodo este que equivale as duas
primeiras esquizogonias, na fase assexuada do ciclo de vida, quando o parasita invade as
células do hospedeiro e se divide por fissao binaria (URQUHART et al., 1998).

As fezes dos animais inoculados apresentaram consisténcia pastosa, apds o quarto dia
da infeccdo, o que se pode atribuir as lesdes epiteliais em diferentes partes do intestino
delgado, muitas vezes formando petéquias e ulceragdes, provocadas pelo parasita (BUEHL et
al., 2006), o que pode ser relacionado, também, as fezes hemorragicas observadas em dois
animais no décimo, décimo quarto e décimo quinto dia apos a inoculagao.

Todos os animais comegaram a eliminar pequenas quantidades de oocistos de 1. canis
no primeiro dia apds a inoculacdo, inclusive os dois animais controle, cessando a eliminagao
no oitavo dia ap6s a inoculacdo. Este fato pode ser atribuido a persisténcia da infec¢ao, que
foi mantida em laténcia pela administracao das sulfonamidas (Kaobiotic®), ou contaminagao
pela ingestdo acidental de oocistos nas instalacdes experimentais, apesar de todas as medidas
profilaticas adotadas (higienizagdo, vassoura de fogo, entre outras).

Dos quatro animais remanescentes no nono dia do experimento, um animal, que ja
estava eliminando oocistos de 1. canis, apresentou um aumento no nimero de oocistos em
suas fezes. Outro animal voltou a eliminar oocistos no nono dia da re-inoculacdo. Estes fatos
confirmam que os indculos foram suficientes para causar infec¢des nos animais, apesar das
variagoes individuais.

Quando da necropsia, foram observadas pontuagdes hemorragicas (fig.2) e presenca de
muco em todas as por¢des do intestino delgado e enfartamento dos ganglios mesentéricos, nos

animais inoculados.

Figura 2. Corte transversal de jejuno com pontuagdes hemorragicas, em observacao ao
estereomicroscopio.



A principal alteracdo histologica, observada em todos os animais, foi hipertrofia
acentuada das células caliciformes em todo o intestino delgado (fig.3), o que explica a
presenga de muco observada nas diarréias. Os animais 1, 2, 4, 5, 6, 9, 10 e 12 apresentaram,
também, atrofia das vilosidades e desorganizacdo no epitélio (fig.4), além de formas

parasitarias encontradas no estagio de macrogametocito (fig.5).

Figura 3. Hipertrofia das células caliciformes em corte histologico de ileo, corado por HE, em
aumento de 400x.

Figura 4. Atrofia e desorganizagao das vilosidades intestinais em corte histologico de duodeno,
corado por HE, em aumento de 200x.
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Figura 5. Macrogametdcito de Isospora canis em corte histoloégico de duodeno, corado por HE,
em aumento de 400x.

Vacuolos parasitoforos foram encontrados em todos os animais inoculados. A
formagao desses vactiolos nos hospedeiros indica a presenca e o desenvolvimento intracelular
dos coccidios (BEYER et al., 2002). Esses vactiolos podem conter, em seu interior, varios
estagios evolutivos de Isospora (FERGUSON et al., 1980).

Os leucogramas realizados antes da inoculacdo e quando da necropsia, revelaram que
os cdes, apesar de apresentarem numero de leucocitos dentro do padrio de normalidade,
desenvolveram uma dindmica de leucocitose, com aumento de células leucocitarias como
bastonetes e segmentados, apos a inoculagdo. Os animais 2, 4, 5, 6, 7, 8, 10 e 12
apresentaram, também, aumento do nimero de eosin6filos quando comparados ao exame pré-
inoculacdo, apesar de estarem dentro do padrdo de normalidade, indicando uma reagdo de
resposta desses animais ao parasita inoculado

Segundo Levine e Ivens (1981), a patogenicidade de I. canis pode ser diferente para
cada animal. Leep e Tood (1974) utilizaram 1,5.10° oocistos de um isolado obtido de cies em
Illinois (EUA) e obtiveram patogenicidade semelhante a de Mitchell et al. (2007) que
inocularam 1.10° oocistos esporulados em cées jovens. O exame histopatologico realizado por
Mitchell et al. (2007) revelou alteragdes nas vilosidades, inflama¢do na lamina prépria do
intestino e hiperplasia de linfocitos nas placas de Peyer, nos cdes inoculados com /. canis, que
apresentaram, também, sinais clinicos como diarréia, perda de peso e letargia.

Reinemeyer e colaboradores (2007), em ensaio piloto, inocularam 2,5.10°, 3,75.10° ¢
5.10° ¢ obtiveram infeccdo nos animais, apresentando periodo pré-patente de 10 dias e

periodo patente de 8 a 10 dias, porém nenhum sinal clinico foi observado.



A baixa patogenicidade observada nesse experimento pode ser atribuida ao indculo
menor aqueles ja descritos na literatura, porém suficiente para causar lesdes importantes em
todo o intestino delgado, e mais proximo as infecgdes naturais por esse parasita.

A manifesta¢do clinica nas infecgdes experimentais pode ser variavel em fun¢do do
volume do inoculo, da patogenicidade e viabilidade do isolado e da variabilidade individual
do hospedeiro.

Os resultados obtidos confirmam a patogenicidade de Isospora canis para caes jovens
e, considerando a sua freqiiéncia nas amostras examinadas, que este agente esta disseminado

na cidade de CampoGrande, MS.
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