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RESUMO

Vinte galinhas foram obtidas no Distrito de Seropédi-
ca, Municipio de Itaguai, localizado no Estado do Rio de Janei-
to. Este Distrito estd localizado em terras baixas da 4rea me-
tropolitana da Cidade do Rio de Janeiro, onde se observam al-
gumas caracteristicas rurais, como a criacao de galinhas em
quintais. Amostras de cérebro, coracao, pulmédo, figado, baco,
rim, ovdrio-oviduto e misculo peitoral dessas aves foram ino-
culadas subcutaneamente em camundongos. Toxoplasma gondii foi
isolado de 30% dos <coracgdes, 20% dos cérebros, 5% dos bacos e

dos ovadrio-ovidutos das galinhas examinadas.

o
oe

A maioria dos camundongos, nos dquais obteve-se o iso-
lamento, apresentou sintomatologia, morrendo entre o 12° e o
21° dias pds-inoculacéo (DPI). A necropsia, o o6érgdo mais afeta-
do foi o pulmdo. Cistos foram observados no cérebro desses ani-
mais apdés o 13° DPI. Taquizoitas foram vistos no pulmdo dos ca-
mundongos mortos naturalmente a partir do 12° DPI; foram ainda

observados no pulmdo dos camundongos no 30° DPI. ©No exame his-
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tolégico, observou-se, como lesao constante, pneumonia inters-
ticial difusa, geralmente, associada a presencga do parasito.

O isolamento do T. ogondii em 30% das galinhas exami-
nadas sugere, indiretamente, uma importante contaminacao do
meio ambiente com oocistos, procedentes de fezes de gatos na-

turalmente infectados.



SUMMARY

Twenty adult chickens were obtained at District of
Seropédica, Municipality of Itaguai in the State of Rio de
Janeiro. This District is localized within the lowlands of

the Metropolitan region of the City of Rio de Janeiro with

some rural characteristics. The chickens were raised in
contact with soil in backyards. Specimens of brain, heart,
lung, liver, spleen, kidney, ovary-oviduct and pectoral
striated muscle were inoculated, subcutaneously, into
mice. Toxoplasma gondii was 1isolated in 30% of  Thearts, 20%
of brains, 5% of spleens and 5% of ovary-oviducts of

examinated chickens.

The majority of mice, in which the isolation was
successful, had symptomatology, and died Dbetween postinocula-
tion day (PID) 12 and 21. At necropsy, lung was the most
affected organ. Cysts were found in their Dbrains after PID
13. Tachyzoites were found 1in the lungs of mice that died

naturally, after PID 12; and were also found at PID
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30. Difuse interstitial pneumonia was a constant lesion and

usually it was associated with the presence of the parasite.

The isolation of T. gondii in 30% of examinated
chickens suggest, indirectly, an important contamination
of the environment with oocysts eliminated in feces of

naturally infected cats.



I. INTRODUGAO

A literatura sobre o Toxoplasma gondii Nicolle & Man-
ceaux, 1909, ¢é uma das mais vastas do mundo e remonta ao 1ini-
cio do século XX, e a doenca, toxoplasmose, tem sido considera-
da como uma importante zoonose de cardter cosmopolita.

Na maioria das espécies infectadas pelo T. gondii, es-
te protozodrio dificilmente tem causado doenca clinica. No en-
tanto, a toxoplasmose tem sido uma constante preocupagao, em
fung¢do da gravidade das lesbdes que pode provocar nas primoin-
fecgcbes em fémeas gestantes e, também, da grande capacidade que
possui o parasito de se multiplicar em pacientes imunossupri-
midos.

Em relacdao aos animais domésticos, principalmente em
ovinos e caprinos, o T. gondii pode acarretar prejuizo econd-
mico como agente etioldégico de abortos que ocorrem sob a forma
de surtos.

Apesar da elucidagcdo do ciclo Dbioldégico do T. gondii,

estabelecendo 0s felideos como Gnicos hospedeiros definiti-



vos, outros aspectos na epidemiologia deste parasito necessi-
tam ser esclarecidos.

Existem indicag¢bes de que o solo ao redor das mora-
dias constituem locais favoraveis para a persisténcia de oo-
cistos vidveis (infectantes) do T. gondii, mesmo durante a es-
tacdo seca, persisténcia esta atribuida a concentracdo de ga-
tos na vizinhancga. Estas 4reas podem funcionar como importan-
te fonte de infecg¢do para animais, i1inclusive o homem.

A importéncia epidemiolégica das chamadas galinhas
de quintal ( Gallus gallus , decorre de seu constante contato
com o solo, tornando-se assim, em A&areas de risco, propensas a
se infectarem com oocistos esporulados infectantes e/ou com
hospedeiros mecanicos dos mesmos. Deste modo, poder-se-ia es-—
timar a contaminagdo do solo com oocistos procedentes das fe-
zes de felinos infectados, através do isolamento do T. gondii
de o6rgdos de galinhas.

O presente trabalho teve como ©objetivos isolar o T.
gondii de galinhas naturalmente infectadas, verificar, nestas
aves, a distribuicgao deste protozodrio em diferentes érgéos
e estudar a patogenicidade, para camundongos, das amostras de

T. gondii isoladas.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Histérico

O Toxoplasma gondii foi descrito pela primeira vez, si-
multaneamente, por NICOLLE & MANCEAUX (1908 e 1909) em um roe-
dor norte-africano da espécie Ctenodactylus gondi na Tunisia
e por SPLENDORE (1908 e 1909) em coelhos no Brasil.

MELLO (1910) descreveu a toxoplasmose no cdo; porém

com relagdo ao homem, o primeiro caso foi descrito somente em

1923 por Janku conforme XKEAN et al. (1978). A seguir WOLF & CO-
WEN (1937) puderam relatar com detalhes «clinico - patoldégicos a
toxoplasmose congénita. J& WOLF et al. (1939 e 1940) consegui-

ram, pela primeira vez, transmitir experimentalmente para ani-
mais o T. gondii proveniente de wum caso humano. A caracteriza-
cdo da doengca atingindo adultos foi documentada por PINKERTON &
WEINMAN (1940). Em 1941, SABIN assinalou a presenga do T. gon-
dii como agente etioldgico da encefalite em <criancgas; a toxo-

plasmose ganglionar em humanos sé foi reconhecida por SIIM em
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Com o advento de testes intradérmicos e soroldgicos,
em especial o teste do corante (SABIN & FELDMAN, 1948), pbdde-
se ter 1idéia da prevaléncia do T. gondii em humanos e animais.
Dessa forma, verificou-se que as infecgbes no ser humano geral-
mente sdo assintomdticas e que este ©protozodrio estd amplamen-
te distribuido na natureza, afetando mamiferos e aves (FELD-

MAN, 1982).

2.2. Classificagao

Até o presente momento, o Comité da Sociedade de Pro-
tozoologistas em relacdo a Sistemdtica e Evolucgéo (LEVINE et.
al., 1980) tem situado o género Toxoplasma como pertencente ao
filo Apicomplexa Levine, 1970; classe Sporozoa Leuckart, 1879;
subclasse Coccidia Leuckart, 1879; ordem Eucoccidia Léger & Du-
boscc, 1910; subordem Eimeriina Léger, 1911.

LEVINE (1973a) classificou o género Toxoplasma em uma
familia isolada Toxoplasmatidae Biocca, 1956 e, posteriormente,
(LEVINE, 1973Db) na familia Sarcocystidae Poche, 1913. FRENKEL
(1974) situou-o novamente na familia Toxoplasmatidae. No entan-
to, FRENKEL (1977) reconsiderou, reconhecendo-o como pertencen-
te a subfamilia Toxoplasmatinae Biocca, 1965 na familia Sarco-
cystidae.

Em 1977, LEVINE, apdés revisdo das principais caracte-
risticas do Toxoplasma, descreveu-o como um género da familia

Eimeriidae Minchin, 1903, onde também propds 7 espécies de To-



xoplasma, sendo T. gondii e T. hammondii (syn. Hammondia hammon-
dii, FRENKEL & DUBEY, 1975) as tunicas espécies cujos ~ciclos de
vida foram estudados. As outras cinco espécies propostas (T.
alencari, T. brumpti, T. colubri, T. ranae e T. serpai) tém si-
do encontradas em répteis e anfibios, porém, consideradas por DU-
BEY (1977) como espécies de posicao taxondmica incerta, devido
ao desconhecimento de suas estruturas celulares e ciclos Dbiold-

gicos.

2.3. Aspectos bioldgicos

O T. gondii € um parasita homoxeno ou heteroxeno. Seu
ciclo Dbioldégico completo sé pode ser observado no hospedeiro de-
finitivo, ou seija, em um felideo. Contudo, cerca de 200 espé-
cies de animais entre mamiferos e aves podem ser considerados
hospedeiros intermedidrios (LEVINE, 1977).

Os trés estéadios infectantes deste protozodrio sdo:

0s taquizoitas (formas de multiplicacdo répida, também chamadas
trofozoitas ou endozoitas) , os bradizoitas (formas de multipli-
cacdo lenta, também conhecidas como cistozoitas) em cistos te-
ciduais e o0s esporozoitas em oocistos esporulados (DUBEY, 1986¢c) .

A excecdo da esporulacdo que acontece no meio ambien-
te, observa-se no ciclo de vida do T. gondii, a presenca de dois
ciclos distintos: um ciclo "enteroepitelial", que ocorre em fe-
linos, levando a formacdo de gametas e oocistos, e um ciclo "ex-
tra-intestinal ou tecidual", que ocorre nos hospedeiros inter-

medidrios e também em felinos (FRENKEL, 1973).



2.3.1. Ciclo "Enteroepitelial"

DUBEY & FRENKEL (1972) realizaram minucioso estudo so-
bre o ciclo do T. gondii em gatos, apds a inoculagdo oral de cis-
tos. Embora o ciclo assexuado no epitélio intestinal do gato
possa ser iniciado através de taquizoitas e esporozoitas, so—
mente o ciclo induzido <com bradizoitas tem sido melhor estuda-
do. Estes mesmos autores associaram ao ciclo "enteroepitelial"
cinco novas fases de multiplicacéo, denominadas como "tipos" A,
B, C, D e E. O conceito de um "tipo" Dbaseia-se na sua estrutu-
ra, no seu tempo limitado de ocorréncia no intestino do gato e
no seu modo de divisdo. A gametogonia, <com consequente formacgédo
de oocistos, foi também estudada. A origem dos gametdécitos nao
foi determinada, provavelmente os merozoitas, provenientes dos
merontes tipos D e E, sejam os responsdveis por ela.

Posteriormente, DUBEY (1979) conseguiu demonstrar nova-
mente as fases acima citadas, wutilizando, além da cepa do primei-
ro estudo, uma outra cepa do T. gondii. Este autor, propds que
estudos in vitro sejam realizados, utilizando <cultura de epité-
lio intestinal de felideo infectada com T. gondii para comple-
to esclarecimento dos estddios evolutivos.

Os periodos pré-patentes e patentes variam dependendo
da forma infectante adquirida pelo hospedeiro definitivo (DUBEY
et al., 1970a; WALLACE, 1973a) . Assim sendo, o periodo pré-
patente apdés a 1ingestdo de <cistos contendo bradizoitas foi de
4 a 5 dias, apdés a 1ingestdo de taquizoitas foi de 5 a 19 dias

e apdés a 1ingestdo de oocistos esporulados foi de 21 a 49 dias.



Os respectivos periodos de paténcia apds a ingestdo das estru-
turas referidas foram: 9 a 20 dias, 2 a 12 dias e 5 a 8 dias
(WALLACE, 1973a).

Observacgdes de campo e dados experimentais sugerem
que, apesar da possibilidade do gato se infectar e completar o
ciclo a partir da ingestdo de oocistos, o modo de transmissé&o
ao gato, com a participagdo de Thospedeiros intermedidrios, con—
tendo taquizoitas ou bradizoitas, pode ser o mais comum na natu-

reza (WALLACE, 1973a e 1973Db).

2.3.2. Ciclo "Extra-Intestinal"

No ciclo completo nos hospedeiros nao-felideos de-
senvolvem-se inicialmente taquizoitas, que possuem a capacidade
de parasitar varios tipos celulares cmo fibroblastos, célu-
las reticulares, hepatécitos, pneumdécitos, neurdnios e célu-

las do musculo cardiaco; estas formas sdo observadas durante
a infeccéo aguda (FRENKEL, 1973). MANWELL (1941) e WOLF SON
(1941) demonstraram o T. gondii em eritrécito de aves. Entre-
tanto, os cistos sao observados na infeccao crbnica, comumen-
te no cérebro, coracdo e musculo esquelético, podendo, no en-
tanto, aparecer em qualquer oérgdo (FRENKEL, 1973).

A parede dos cistos isola os bradizoitas dos tecidos
do hospedeiro, impedindo a reagdo inflamatédria (FRENKEL, 1956) .
Desta maneira, os cistos intactos provavelmente ndo causam nhe-

nhum prejuizo ao hospedeiro, ©podendo ©persistir por toda a vida

(DUBEY, 1977).



O «ciclo extra-intestinal também ocorre no gato, simul-
taneamente ao ciclo que se passa no intestino. Assim, os teci-
dos extra-intestinais do gato ©podem ser parasitados por taqui-

zoitas e mais tarde por cistos (DUBEY & FRENKEL, 1972).

2.3.3. Esporulagéo

Os oocistos sdo as formas eliminadas nas fezes dos fe-
lideos (FRENKEL et al., 1970; DUBEY et al., 1970b, MILLER et
al., 1972), ainda imaturos e nao infectantes. A esporulacéao
ocorre dentro de um periodo de 1 a 4 dias, a temperatura ambien-
te e sob condicdes aerdbicas. Dentro de cada oocisto infectan-
te formam-se 2 esporocistos, cada qual contendo 4 esporozoitas
(DUBEY et al., 1970c) . Adicionalmente, DUBEY & FRENKEL (1973)
observaram que, em camundongos experimentalmente infectados com
oocistos esporulados, alguns desses passaram através do intes-
tino sem que ocorresse a excistagdo e deste modo eram eliminados

nas fezes ainda infectantes.

2.4. Aspectos morfolégicos

0 taquizoita do T. gondii mede cerca de 2 x 6 um e ge-
ralmente possuia forma de meia-lua, com a extremidade anterior
afilada e a extremidade posterior arredondada, estando o na-
cleo situado usualmente préximo a extremidade posterior ou cen-
tralmente. O taquizoita torna-se ovédide apds a penetracgéo na

célula do hospedeiro e esta 1isola-o, através da formacdo de um



vactuolo parasitéforo (DUBEY, 1977).

Com o auxilio da microscopia eletrdnica pdde-se veri-
ficar na estrutura dos taquizoitas do T. gondii a presenga de
uma pelicula, anel polar, condide, roptrias, micronemas, mito-
cdndrias, microtubulos subpeliculares, reticulo endoplasmati-
co rugoso, aparelho de Golgi, microporo, ribossomas e um na-
cleo bem definido (SCHOLTYSECK & PIEKARSKI, 1965; SHEFFIELD &
MELTON, 1968).

Pseudocistos, grupos, clones ou coldnias terminais,
sao denominacdes dadas a célula hospedeira contendo numero-—
sos taquizoitas (DUBEY, 1977).

O cisto ¢é constituido por uma membrana argirofilica
que envolve vArios bradizoitas, geralmente sdo subesféricos ou
tomam a forma da célula hospedeira. O tamanho dos cistos é va-
ridvel; os Jovens podem medir 5 um, possuindo somente 4 Dbradi-
zoitas; enquanto, os <cistos mais velhos podem ter um didmetro
de até 100 wum e conter centenas de organismos. Estruturalmen-
te, o0s Dbradizoitas diferem pouco dos taquizoitas; os primeiros
geralmente ©possuem o nlUcleo situado perto da extremidade poste-
rior, enquanto, nos taquizoitas, o ntcleo ¢é visto mais central-
mente (DUBEY, 1977) . Entretanto, DUBEY & FRENKEL (1976) obser-

varam que, durante a divisdo, tanto os taquizoitas como os bra-

dizoitas, apresentaram o nlGcleo localizado centralmente. Os Dbra-
dizoitas contém vArios grdnulos de glicogénio, os quais sédo ra-
ros ou ausentes nos taquizoitas (DUBEY, 1977).

Os oocistos ndo esporulados sdo subesféricos a esféri-

cos e medem cerca de 10 x 12 wum; enquanto que os oocistos es-
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porulados sdo subesféricos a elipsoidais, medindo ~cerca de 11 x
12,5 um (DUBEY et al., 1970a; DUBEY 1973 e 1976). O0Os esporocis-—
tos sdo elipsoidais, medindo cerca de 6 x 8,5 um e o0s esporozoi-
tas sdo alongados, curvando-se dentro de cada esporocisto e me-

dindo cerca de 2 x 8 um quando livres (DUBEY et al., 1970a).

2.5. Resisténcia das formas infectantes

o°

A  dessecagdao, o etanol a 70 e os desinfetantes comu-
mentes usados, eliminam facilmente os taquizoitas. Os cistos séo
destruidos quando se cozinha a carne a temperaturas superiores
a 60°C; j& o congelamento ndo ¢é um método tdo eficiente para a
eliminacao dos cistos (FRENKEL, 1973) . DUBEY (1974) verificou
que o0s cistos tornavam-se ndo infectantes apdés o congelamento
a -20°C por 4 horas ou mais, embora 3Jj& se tenha assinalado a
sobrevivéncia de cistos ao congelamento, como ocorrido com a ce-
pa Aldrin que foi recuperada do cérebro e da musculatura apés
o congelamento a -20°C por 16 dias (DUBEY & FRENKEL, 1973). Os
bradizoitas presentes nos cistos sdo muito mais resistentes a
digestdo enzimdtica do que os taquizoitas (JACOBS et al., 1960).

Os oocistos sdo altamente resistentes e podem ©permane-

cer infectantes ©por mais de um ano (YILMAZ & HOPKINS, 1972;

FRENKEL et al., 1975). S&do resistentes aos 4&cidos e 4&lcalis e a
maior parte dos desinfetantes. Porém, sdo sensiveis a amdénia,
a dessecagdo e a temperatura de 55°C por 30 minutos (DUBEY et

al., 1970b).
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2.6. Modos de transmissao

Os trés principais modos de transmissdo do T. gondii
sdo: a transmissao congénita (transplancetéria), a transmissao
pelo carnivorismo e a transmissdo fecal-oral (DUBEY, 1986d).

A transmisséo transplacentédria humana foi a primeira
a ser reconhecida (WOLF & COWEN, 1937) . Posteriormente, esta
foi observada por BEVERLEY (1959) ocorrendo em sucessivas gera-
¢b6es de camundongos.

A descoberta por JACOBS et al. (1960) de que os cistos
possuiam organismos mais resistentes & digestdo péptica do que
os taquizoitas, deu suporte a hipédtese, j& existente na época,
da transmisséo através do carnivorismo. Esta, entédo, pdde ser
demonstrada gquando DESMONTS et al. (1965) compararam as taxas de
infecgdo por Toxoplasma em criancas, antes e apds serem inter-
nadas em um hospital, onde carne crua era utilizada terapeutica-
mente.

A  transmissdao fecal, que explica a infecgcdo de her-
bivoros e vegetarianos, comegou a ser esclarecida a partir das
observacdes de HUTCHISON (1965), que demonstrou infectividade
nas fezes de um gato, o qual havia ingerido camundongos cronica-
mente infectados <com o T. gondii. Inicialmente foi proposto que
o T. gondii, nas fezes do gato, estaria ©protegido dentro dos
ovos do Toxocara cati e, assim, este nematdéide o transmitiria

(HUTCHISON, 1967) . No entanto, a hipdétese desta associacdo mos-
trou-se ser apenas circunstancial (FRENKEL et al., 1969). Em

1970, diversos autores demonstraram a presenca de oocistos de
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T. gondii nas fezes de gato, caracterizando assim, este pro-
tozoario como um coccideo (FRENKEL et al., 1970; HUTCHISON
et al., 1970; SHEFFIELD & MELTON, 1970; WEILAND & KUHN,
1970) .

Apesar de bem menos provavel, -existe ainda a possibi-
lidade do Toxoplasma  ser transmitido através da ingestéo de
leite néao pasteurizado, da ingestéo de ovos, de transfuséo
de sangue, de transplantes de ¢érgdos e de acidentes de labora-
tdério (FRENKEL, 1973).

O crescente consumo de leite de cabras, principalmen-
te para <criancas, pode ter alguma importédncia em saude publi-
ca, j& que este leite geralmente ¢é —consumido sem pasteuriza-
¢do (DUBEY et al., 1980; DUBEY, 1986d)

Com relagao a participacéo de hospedeiros-transporte
na transmisséo do T. gondii, tem-se demonstrado experimental-
mente que moscas (WALLACE, 1971), baratas (WALLACE, 1972 e
1973b; CHINCHILLA & RUIZ, 1976) e minhocas (FRENKEL et al.,
1975) foram capazes de transportar oocistos deste protozod-
rio. Além disso, certas espécies de aves que servem como hos-
pedeiros intermedidrios do T. gondii alimentam-se de minhocas
(MARKUS, 1974) e estas por sua vez facilitam a disseminacéao

dos oocistos pelo solo (RUIZ & FRENKEL, 1980) .
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2.7. Diagnéstico laboratorial

0 diagnéstico laboratorial faz-se necessério para
confirmacgao definitiva da toxoplasmose, uma vez que esta
doenca apresenta uma sintomatologia nao especifica, podendo
ser confundida com varias outras enfermidades. Além dis-

S0, a infecgdo pode ser oligossintomdtica ou ainda assin-
tomdtica.

O isolamento do T. gondii em animais de laboratério
¢ um método seletivo, sendo o camundongo albino, o animal de
escolha, devido a sua alta susceptibilidade a infecgdo pelo T.

gondii (KAMEI et al., 1976).

0 teste da intradermoreacéo (FRENKEL, 1948) é de
pouco valor no diagnédstico de casos individuais, mas pode
ser atil em inquéritos epidemioldégicos e no diagnésti-
co de casos de toxoplasmose crbnica (SIIM et al.,
1963) .

O teste do corante de SABIN & FELDMAN (1948) ain-
da hoje merece destaque, principalmente por ser um dos
testes mais especificos para a toxoplasmose. Entretanto,
ha a necessidade de se utilizar o parasito vivo (DUBEY,
1977) .

Os testes de fixagdo de complemento, de Themaglutina-
cao indireta, de imunofluorescéncia indireta, entre outros, e
mais recentemente, provas imunoenziméaticas, auxiliam néo sé no
diagnéstico da toxoplasmose (APT, 1988), mas permitem também

que levantamentos epidemioldégicos sejam realizados (souza,
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1986) .

Recentemente, DUBEY & THULLIEZ (1989) obtiveram resul-
tados satisfatérios para o diagndstico soroldégico de toxoplas-
mose em gatos, utilizando o teste de aglutinacdo. Anticorpos

IgA contra o antigeno P-30 do T. gondii, em testes imunoenzi-

m&ticos, tém sido usados como marcadores para o diagnédstico
da toxoplasmose humana congénita e aguda (DECOSTER et al.,
1988) .

O resultado de um soro com titulos baixos de anticor-
pos pode indicar apenas uma infecgcdo toxoplédsmica passada; as
vezes, € necessdrio novo exame para que o diagnéstico de uma
infeccdo aguda seja confirmado ou descartado. Neste ultimo ca-
so, o titulo de anticorpos ©permanece estével. Igualmente, en-
contra-se certa dificuldade na avaliagao sorolégica com re-
lacdo a toxoplasmose ocular, na dqual, mesmo um baixo titulo de
anticorpos anti- Toxoplasma nédo exclui a ©possibilidade de reti-
nocoroidite em atividade (DUBEY, 1977).

Atengdo especial deve ser dada a resultados negativos
em exames soroldgicos de gatos, Jj& que, durante o periodo de
eliminacdo de oocistos, os gatos, geralmente, ndo costumam de-
senvolver anticorpos (DUBEY & FRENKEL, 1972).

0 diagnéstico também pode ser realizado através da
visualizacgéao do parasito, com estruturas tipicas, em impres-

sbes de 6érgdos coradas pelo Giemsa (DUBEY, 1977).
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BEVERLEY (1976) estudando as alteracdes histoldgicas
causadas pelo T. gondii em animais, relata que apesar das le-
sdes serem bastante sugestivas, o} diagnéstico definitivo de

toxoplasmose somente  podera ser feito com a visualizagao do

parasito nos tecidos. No exame histolégico, 0s cistos, quando
corados pela hematoxilina-eosina, podem ser facilmente vis-
tos. Os granulos de glicogénio dos bradizoitas coram-se for-

temente com o 4cido peridédico de Schiff (PAS), enquanto dque a
membrana dos cistos cora-se bem pela prata. Ao contrédrio dos
cistos, 0s taquizoitas nao tém propriedades tintoriais especi-
ficas, sendo mais dificeis de serem visualizados (DUBEY,
1977) .

Atualmente, através da técnica de peroxidade anti-pe-
roxidase, é possivel wvisualizar-se o T. gondii e seus resi-
duos antigénicos em cortes histoldgicos fixados em formalina.
Esta técnica apresenta wuma positividade bem maior do que a ob-
tida em cortes histoldégicos corados através da hematoxilina-
eosina, podendo-se reconhecer o) parasito mesmo em tecidos em

decomposicao (UGGLA et al., 1987; GUSTAFSSON et al., 1988) .

2.8. Toxoplasmose no homem e nos animais domésticos

As manifestacdes clinicas da toxoplasmose no homem
podem ser resultado de wuma infecg¢do congénita ou adquirida.

De acordo com BEVERLEY (1974), a infeccéo congénita
somente ocorre quando a mulher se infecta pela ©primeira vez

durante a gra videz. Neste —caso, poderd ocorrer aborto ou le-
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sbes no feto, tais como retinocoroidite, hidrocefalia e calci-
ficagcdo intracerebral. Por outro lado, a linfoadenopatia cons-
titui a manifestagdo clinica mais comum na toxoplasmose adqui-
rida, podendo ocorrer complicacgdes ocasionais por envolvimen-
to de outros d4rgaos como pulmao, coragao, figado, musculatura
esquelética ou cérebro (BEVERLEY, 1974).

A  imunossupresséo é um fator importante especialmen-
te quando se trata de toxoplasmose. Pacientes com linfomas,
sindrome de imunodeficiéncia adquirida ou aqueles sujeitos a
transplantes de érgéos ou sujeitos a quimioterapia imunossu-
pressora podem manifestar infecg¢do aguda, sendo que esta, ge-
ralmente, afeta o sistema nervoso central (FELDMAN, 1982; FREN-
KEL, 1986).

Em diversos paises, o T. gondii tem sido a causa de
abortos, mumificacéao, natimortos e morte neonatal em ovinos
(BLEWETT & WATSON, 1984; DUBEY et al., 1986b). O sistema repro-

dutivo das cabras também pode ser afetado pelo T. gondii, acar-

retando os mesmos disturbios que ocorrem nos ovinos (NURSE &
LENGHAUS, 1986). Tanto ovelhas (DUBEY et al., 1986b), como ca-
bras (DUBEY et al., 1986a), apresentam lesdes necrdticas nos
cotilédones da placenta, caracteristicas da toxoplasmose. O re-

conhecimento desta lesdo ¢é importante no diagndéstico de aborto
nestas espécies, J& que o T. gondii ¢é dificil de ser observa-
do entre as células degeneradas do hospedeiro (DUBEY, 1987),
sendo, as vezes, necessdrio o emprego de técnicas especiais pa-

ra visualizéad-1lo (UGGLA et al., 1987).

Em bovinos, provavelmente, o T. gondii ndo represente
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um agente causador de abortos ou doenca clinica (DUBEY, 1986b) .

A infeccdo pds-natal ©parece ser a mais comum na espé-
cie suina e geralmente se manifesta subclinicamente. Casos es-
porddicos de toxoplasmose fatal em leitdes tém sido reportados
(DUBEY, 1986a).

Entre os cdes, a toxoplasmose ¢é mais severa em ani-
mais jovens (DUBEY, 1977) . CAMPBELL et al. (1955) descreveram
associacdo do T. gondii com o virus da cinomose.

Nos gatos, a toxoplasmose congénita, apesar de rara,
j& foi confirmada (DUBEY & JOHNSTONE, 1982). A toxoplasmose cli-
nica nestes animais ¢é também de baixa ocorréncia (DUBEY, 1986c),

apresentando-se a pneumonia como a mais importante alteracao

(MEIER et al., 1957). Embora o parasito se multiplique no in-
testino desses animais, raramente observa-se diarréia (DUBEY,
1977) .

Organismos semelhantes ao T. gondii tém sido observa-
dos em equinos com encefalomielite (CUSICK et al., 1974; DUBEY
et al., 1974; DORR et al., 1984). ©No entanto, devido as diferen-
cas estruturais e ao fato de ndo se ter isolado o protozodrio
de tecidos dos equinos afetados, este organismo parece ser ou-

tro protozodrio que ndo o T. gondii (DUBEY et al., 1974).

2.9. Toxoplasmose em galinhas

2.9.1. Ocorréncia da doenga

A  primeira descrigdo da toxoplasmose espontdnea em ga-

linhas foi feita na Alemanha, por HEPDING (1939), em uma gali-
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nha com neurolinfomatose e retinocoroidite "necrotizante"; o
parasito foi encontrado no exame histoldégico da retina. SPARA-
PANI (1950), na Italia, descreve uma doenca em galinhas com
algumas evidéncias de ter sido ocasionada pelo T. gondii. Na

Suica, FANKAUSER (1951) relata um caso de uma galinha que a-

presentou lesdo cerebral pelo T. gondii, com grande numero de

parasitos livres e intracelulares. BORN (1951), na Alemanha,

suspeitando de um possivel envolvimento de galinhas na infec-

¢do do homem por Toxoplasma, encontrou positividade nas dilui-
¢cbes de 1:25 e 1:100, em duas de trés galinhas por ele pesqui-

sadas, utilizando o) teste do corante. SCHULTE (1954), também
na Alemanha, observou encefalite por Toxoplasma em galinhas.

O primeiro isolamento do T. gondii de casos esponta-
neos em galinhas foi realizado na Noruega, por ERICHSEN & HAR-
BOE (1953) em um surto envolvendo wuma pequena criagcdo de gali-
nhas White Leghorn. Logo a seguir, NOBREGA et al. (1954), em
nota prévia, descreveram, no Brasil, uma epizootia de toxoplas-
mose afetando 600 frangos New-Hamphishire, de 2-3 meses de ida-
de. Em 1955, NOBREGA et al. descreveram este surto detalhada-

[o)

mente, sendo que a mortalidade nos animais foi de 50%.

Na Dinamarca, BIERING-SORENSEN (1956), baseando-se na
morfologia, demonstrou a ©presenga do T. gondii em 35 galinhas
provenientes de 21 criacgdes. Em 6 destas <criacgdes, o parasito

foi detectado sorologicamente e/ou por inoculacdo de 4rgdos das
aves em camundongos, por via intraperitoneal. GIBSON & EYLES
(1957) conseguiram isolar o0 T. gondii do <cérebro de diversos

animais, inclusive de 3 de 7 galinhas pesquisadas nas proximi-
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dades de uma residéncia, onde havia ocorrido wum caso humano de
toxoplasmose congénita. Na Tugosléavia, SIMITCH et al. (1961a)
isolaram 2 «cepas de T. gondii de 786 galinhas examinadas.

Alguns autores encontraram, com certa freqiiéncia, o T.
gondii parasitando os ovadrios e os ovidutos de galinhas natural-
mente infectadas (BIERING-SORENSEN, 1956; JACOBS et al., 1962).

FOSTER et al. (1969) observaram que em galinhas infec-
tadas espontaneamente, o cérebro, o coragdo e o ovadrio -oviduto
foram os ¢érgdos dos quais mais frequentemente se obteve o isola-
mento do T. gondii, ratificando os achados de McCULLOCH et al.

(1966) (citados por FOSTER et al., 1969).

2.9.2. Toxoplasmose experimental

Diversos autores demonstraram a infeccgéo experimental
em galinhas. CARINI (1909) foi o primeiro a inocular galinhas
com Toxoplasma, com a cepa de coelho obtida por SPLENDORE (1908).
Posteriormente, cepas de Toxoplasma, isoladas de diversos hos-
pedeiros, foram inoculadas, por diferentes vias, em galinhas de
varias faixas etédrias (LAVERAN & MARULLAZ, 1913; LEVADITI et
al., 1929; WOLF et al., 1940; ©NOBREGA & REIS, 1942; MANWELL et
al., 1945; RUCHMAN & JOHANSMANN, 1948; JACOBS & JONES, 1950; MAN-
WELL & DROBECK, 1951; GEISSLER, 1952). Nos experimentos realiza-
dos por estes autores, verificou-se uma diferenca de sensibili-
dade conforme a idade da ave e a via de inoculacdo empregada.
Desta maneira, a maioria das cepas, quando inoculadas por via

intracerebral em aves com menos de duas semanas de idade, geral-
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mente, causava a morte das aves. Mesmo quando utilizada outra
via de inoculacéao, as aves desta faixa etdria, por vezes, mor-—

riam. Alguns animais adultos apresentavam paralisia apds inocu-

lacdo intracerebral; todavia, nao apresentavam sintomas clini-
cos, 9quando outras vias de inoculagdo eram utilizadas. Apenas
GEISSLER (1952) descreveu desenvolvimento de sintomas nervosos

e morte de aves adultas, apdés 1inoculacdo intraperitoneal.

Através das vias intraperitoneal, oral e cloacal, GEIS-

SLER (1955) infectou galinhas empregando cepas procedentes de
um caso de toxoplasmose de uma crianga (cepa "BK") e de um lei-
tdo (cepa "UH"), verificando que as aves mails Jjovens apresenta-

vam sintomas e lesdes mais pronunciados.

SIMITCH et al. (1961Db) inoculando, por via oral, galinhas
de diversas idades com taquizoitas e cistos de cepas considera-
das como de baixa viruléncia, verificaram sintomas de toxoplas-
mose somente com as formas cisticas do T. gondii, sendo estes
observados em 71,4% das aves de 1 dia e 40% das aves de 3 dias;
as aves de 24 dias e de 82 dias foram resistentes.

KULASIRI (1965), revisando a literatura, constatou que
a maioria dos autores, em seus experimentos, utilizou cepas do
T. gondii virulentas que, ao serem inoculadas por via intrace-
rebral em galinhas, apresentaram um comportamento andmalo, ma-—
tando as aves rapidamente.

Acerca da parasitemia nas galinhas, estudos foram rea-
lizados por JACOBS & JONES (1950); HARBOE & ERICHSEN (1955); JOo-

NES et al. (1959); KINJO (1961]) e JACOBS & MELTON (1966). Todos

esses autores observaram gque a parasitemia aparecia rapidamen-
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te, mas que, apenas ocasionalmente, persistia por mais de 2 se-

manas, mesmo quando se empregavam indéculos variando de 105 a
108 taquizoitas de T. gondii.

HARBOE & ERICHSEN 1954) compararam duas cepas do To-
xoplasma, inoculando-as em galinhas. Uma das cepas (cepa "Ch")

foi isolada de um surto ocorrido em galinhas (ERICHSEN & HAR-
BOE, 1953); a outra (cepa R-H), era procedente de um caso huma-
no (SABIN, 1941). Os achados andtomo-patoldégicos encontrados
foram duvidosos, sendo que nenhuma das galinhas apresentou uma
doencga sistémica semelhante aquela encontrada nas aves natural-
mente infectadas. Para aves de um dia, a <cepa "Ch" pareceu ter
viruléncia um pouco mais acentuada do que a cepa RH. Em rela-
cdo as aves adultas, nenhuma diferengca entre as duas cepas pd-
de ser constatada.

NOBREGA et al. (1955) também  néao obtiveram sucesso
quando tentaram reproduzir, em frangos, a doenca ocorrida es-
pontaneamente.

Ndo foi wverificado nenhum efeito em relagcdo a suscep-
tibilidade e & distribuicdo do ©parasito em experimentos com ga-
linhas deficientes em vitaminas (JONES et al., 1959; KULASIRI
& PRASAD, 1961). Da mesma forma, nenhum resultado foi conseqgui-
do quando tentaram modificar a susceptibilidade das aves atra-
vés de inoculacdo com cortisona (JONES et al., 1959).

BICKFORD & SAUNDERS (1966) discutiram sobre a possibi-
lidade do T. gondii estar associado com outros agentes etioléd-

gicos para produzir doenca grave em galinhas.

HARBOE & ERICHSEN (1955) estudaram a resposta imunoléd-
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gica de galinhas a infeccdo experimental com Toxoplasma.

JONES et al. (1959) observaram que o T. gondii desapa-
recia dos tecidos das galinhas, inclusive dos musculos, em cer-
ca de 4 semanas podés-infeccgao.

Apesar de demonstrar a tendéncia que as galinhas tém
de eliminarem o T. gondii de seus tecidos infectados, KINJO
(1961 observou que, em alguns casos, 0O mesmo permaneceu por
periodos relativamente longos sem causar sintomas aparentes. Es-
te autor também responsabiliza a idade das aves como um impor-
tante fator de influéncia na susceptibilidade das galinhas ao
T.gondii.

Os trabalhos de KULASIRI & PRASAD (1961) e KULASIRI

1965), utilizando cepas avirulentas do Toxoplasma mostraram que
0s parasitas permaneceram no cérebro das galinhas ©por até um
més. Baseando-se também em dados experimentais, JACOBS & MELTON
(1966) e BICKFORD & SAUNDERS (1966) constataram a ©presencga de
T. gondii nos tecidos de galinhas, por periodos prolongados.

Apdbés dinocularem galinhas por via intraperitoneal, oral

e subcutédnea, BOCH et al. (1966) conseguiram isolar o TI. gondii
com maior frequéncia do cérebro (91%) e do coragcado (79%). BIAN-
CIFIORI et al. ( 1986), apesar de terem isolado o T. gondii de

varios érgdos de galinhas infectadas com oocistos, 7 a 15 dias
pés-inoculac¢cdo, gquando tentaram o isolamento 40 dias pés-inocu-

lacdo, este sé foi possivel do cérebro e do coracéo.
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2.9.3. Sintomatologia e lesdes

2.9.3.1. Infecgdo natural

No surto descrito por ERICHSEN & HARBOE (1953), a doen-
ca apresentava-se de evolugdo varidvel, algumas aves morriam
sem qualquer sintomatologia, outras, todavia, ficavam até um
més doentes. Os sintomas ndo foram caracteristicos, exceto ce-
gueira ocasional. No exame histolégico, o T. gondii foi encon-
trado no coracgéo, cérebro, pulmédo, figado, pré-ventriculo e no
intestino delgado. As lesles associadas com a presenga do para-
sito foram pericardite serosa, miocardite focal ou difusa, ence-
falite focal "necrotizante", hepatite "necrotizante", pneumonia
"necrotizante" e gastroenterite ulcerativa. Um trés casos, ob-
servou-se coroidite difusa, mas sem a presenca do protozodrio.

NOBREGA et al. (1955) relataram uma evolucao de 4-5
dias. Os sintomas de tristeza, arrepiamento, asas caidas, olhos
fechados e fezes esbranquicadas também ndo foram considerados
caracteristicos. Conjuntivite unilateral intensa, ndo associa-
da a presenca do parasito, foi observada em um frango. Os acha-
dos de necropsia mais importantes foram figado e bacgo aumenta-
dos de volume, o0s quais apresentavam ndédulos branco-amarelados
varidveis em numero e tamanho e pulmdo com extensas 4reas de
congestdo e consolidacgdo. Ao exame histoldégico observaram pneu-
monia associada & presenca de Toxoplasma no interior de célu-
las mononucleares; pericardite e miocardite com moderada quanti-

dade de parasitas entre as fibras e lesdes necrdético-inflamatd-
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rias no figado e no bago, <com o0s parasitas apresentando-se iso-
lados ou em grupos. Foi possivel o isolamento do T. gondii do
figado, Dbaco e pulmdo. ©No cérebro ndo foram observadas lesdes,
com excegdo de um caso com focos de necrose sem reagdo inflama-
téria. Histologicamente, também néo foi possivel visualizar o
parasito. Entretanto, pbde-se 1isolar o mesmo do cérebro de dois
animais mortos apdés a fase aguda da doenca e, igualmente, do cé-
rebro de 23 animais sobreviventes, 4 a 6 meses apdés o surto.

BIERING-SORENSEN (1956) considerou a necrose do quias-
ma o6ptico como sendo uma lesdo caracteristica de toxoplasmose

em galinhas.

SIIM et al. (1963) descreveram aspectos clinicos e pa-
toldégicos da toxoplasmose em galinhas. Os casos <clinicos, geral-
mente fatais, sdo caracterizados por sintomas nervosos. Estes

autores, dividiram a toxoplasmose em galinhas, com base nos a-
chados andtomo-patoldgicos encontrados, em duas formas: a forma
cerebral (ocular) e a forma visceral. Ao exame macroscédpico, a
primeira apresenta caracteristicamente uma necrose basal do me-

sencéfalo, sem a visualizacéao de alteracgdes em outros érgéos.

Retinocoroidite é comumente observada. Entretanto, as lesdes
nos outros locais sé ©podem ser vistas microscopicamente. J& na
forma visceral, as alteracdes nas visceras sdo visiveis macros-

copicamente; o sistema nervoso central também pode estar afeta-

do, porém as lesdes somente sdo observadas ao microscdépio.
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2.3.9.2. Infecgdo experimental

HARBOE & ERICHSEN (1954), inoculando galinhas de dife-

rentes idades através de diversas vias (intradérmica e/ou sub-
cuténea, intraperitoneal, intracerebral e intravenosa) verifi-
caram que Vvarias aves ndo mostraram sintomas nem lesdes. As
Unicas alteragdes encontradas foram: infiltrados perivascula-

res no cérebro de algumas aves 1inoculadas pelas diversas vias;
reacdao inflamatéria no local da inoculacéao intradérmica; pneu-
monite "necrotizante" acompanhada ou ndo da presenga do parasi-
to em algumas aves, apbés inoculacgdo subcuténea; e necrose fo-
cal do figado em duas galinhas, uma inoculada ©por via subcutéa-
nea e outra inoculada por via intraperitoneal.

Nas galinhas inoculadas por GEISSLER (1955), a sinto-
matologia foi  predominantemente nervosa e, a necropsia, obser-
vou-se discreta congestao do figado, pequenos infartos no fi-
gado e baco e enterite hemorrédgica.

BICKFORD & SAUNDERS (1966) inocularam 3 grupos de pin-
tos de 1 dia. O grupo I foi inoculado por via intracranial, o
grupo II por via intracranial e intramuscular e o grupo III
por via intramuscular. Sintomas nervosos, com rapida evolugao

para morte, foram vistos em mais de 50% das galinhas, nos dois

primeiros grupos; meningoencefalite grave acompanhada da pre-
senca do T. gondii e necrose focal do figado foram observa-
das nestas aves. As aves sobreviventes destes dois grupos (I
e 1II) ndo mostraram sintomas durante 3 meses, no entanto, p6-—

de-se verificar lesdes no <cérebro e no figado e o T. gondii foi
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visualizado no cérebro dessas aves. As aves do grupo III néao
mostraram sintomatologia, mas apresentaram lesdes quando exa-
minadas 3 meses apds a inoculagdo. Lesbdes no coragdo foram ob-
servadas macroscopicamente em algumas aves. Histologicamente,
foram observadas lesdes no cérebro, coragao, figado, pancreas
e testiculos. ©No <cérebro, o T. gondii foi wvisto na maioria dos

casos; no miocdrdio, ©pancreas e testiculo foi observado em ape-
nas algumas aves e no figado estava ausente. A infiltracdo ce-
lular nos testiculos, associada a grande nuUmero de parasitas,
foi acentuada, restando apenas poucos tuibulos seminiferos dege-
nerados.

Morte dos embrides e mal formacgdes congénitas foram
observadas apdés a inoculagcdo de T. gondii em galinhas poedei-

ras (CABALLERO-SERVIN, 1974).

2.9.4. Diagnéstico laboratorial

Varios foram os autores que realizaram investigacgdes
soroldgicas em galinhas, seja com aves infectadas espontanea-
mente ou experimentalmente. A maioria deles utilizou o teste
do corante de SABIN & FELDMAN e/ou o teste de fixacdo de com-
plemento.

Com o teste de SABIN & FELDMAN, os resultados foram
negativos ou positivos em baixas diluicgdes (ERICHSEN & HARBOE,
1953; VOLLBRECHTSHAUSEN, 1954; NOBREGA et al., 1955; BIERING

& SORENSEN, 1956; JONES et al., 1959; BICKFORD & SAUNDERS,

1966; FOSTER et al., 1969; MILLER et al., 1972) .
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Ao contrdrio do observado normalmente no soro de ou-
tros animais com toxoplasmose, soros de galinhas infectadas, na-
turalmente ou experimentaimente, ndo reagiram no teste de fixa-
cao do complemento (ERICHSEN & HARBOE, 1955; NOBREGA et al.,
1955; BIERING-SORENSEN, 1956) . Por outro lado, HARBOE & REENAS
(1957) demonstraram, em galinhas com toxoplasmose, a existéncia
de anticorpos especificos, mas incapazes de formar um complexo
antigeno-anticorpo, com atividade de fixar o complemento. Obser-
varam que o soro de galinhas infectadas experimentalmente foi
positivo no teste de inibigdo da fixacdo de complemento, en-—
quanto no teste de <corante e no teste de fixacdo do complemen-
to foram negativos.

Os resultados obtidos por BOCH et al. (1966) com o tes-
te de imunofluorescéncia assim como os obtidos por FRENKEL
(1981), com o teste de hemaglutinacdo indireta, ndo foram sa-
tisfatdérios.

Recentemente, com O teste de ELISA-IgG, BIANCIFIORI et
al. (1986) obtiveram resultados positlvos em galinhas inocula-
das com oocistos esporulados do Toxoplasma.

O diagnéstico através de soro—-conversao em camundongos
ou pela identificagcdo do parasito em esfregagos ou exame histo-
légico em camundongos inoculados com suspensdao de tecidos das
aves suspeitas tém sido os métodos indiretos mais eficazes na
verificagcdo da toxoplasmose em galinhas, Jj& que os testes soro-
légicos convencionais nao s&o indicadores sensiveis e até certo
ponto confidveis quando se trata de aves, podendo levar a fal-

sas conclusdes (FRENKEL, 1981). Este fato ¢é exemplificado no es-
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tudo epidemioldégico realizado em Costa Rica por RUIZ & FRENKEL
(1980), no qual foi possivel isolar-se o T. gondii de 54% das
galinhas estudadas, sendo que os soros de todas estas aves a-

presentaram-se negativos ao teste do corante.

2.9.5. Importdncia das galinhas como hospedeiros

intermedidrios

Como anteriormente citado, surtos de toxoplasmose fo-

ram relatados em diversos paises, entretanto, a toxoplasmose
em galinhas ©parece ser de rara manifestagcdo <clinica (BICKFORD
& SAUNDERS, 1966). Por outro lado, 1isso néo exclui a possibili-

dade delas abrigarem o ©parasito, j& que tem sido reportada a
persisténcia do mesmo em galinhas aparentemente sauddveis (FOS-
TER et al., 1969).

Alguns autores aventam a ©possibilidade de que ovos de
galinhas possam ser infectantes (SPARAPANTI, 1950; GEISSLER,
1955; KINJO, 1961) . JONES et al. (1959) consideram apenas como
um achado ocasional a presengca do Toxoplasma em ovos de gali-
nha s.

BIANCIFIORI et al. (1986) nao conseguiram isolar o
parasito de 720 ovos embrionados provenientes de galinhas ino-
culadas com ©oocistos infectantes. Da mesma forma, BOCH et al.
(1966) apbés examinarem 2214 ovos provenientes de galinhas in-
fectadas com taquizoitas e cistos, ndo conseguiram isolar o T.
gondii.

RUIZ & FRENKEL (1980), em suas observacdes, verifica-
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ram que os gatos domésticos ndo tém mostrado indicios de caca-
rem galinhas e desta forma, estas nao desempenhariam nenhum
papel natural na transmissdo do T. gondii. Contudo, observaram
que pessoas freqlientemente ddo visceras e cabeca de galinhas a
gatos e cades; assim, sob estas circunsténcias, mesmo filhotes
de gatos poderiam adquirir a infecgdo deste hospedeiro inter-
medidrio. Estes autores observaram ainda que a taxa de infec-
cdo em galinhas aumentava de 23% naquelas pesando menos de 500
g, para 73% naquelas entre 500 e 1000 g, indicando a réapida ta-
xa de aquisicdo da infeccdo, ©provavelmente do solo, no qual as
aves constantemente procuram pelo alimento. No solo, existe a
possibilidade das galinhas se infectarem com oocistos esporula-

dos de T. gondii e/ou através da ingestdo de hospedeiros mecéa-

nicos destes oocistos.

2.10. Toxoplasmose em camundongos

A toxoplasmose em camundongos (Mus  musculus) pode ser
uma infeccéo aguda sintomdtica ou uma infeccao crdnica laten-
te. Normalmente, as infecgdes agudas sdo sintomdticas nas duas
primeiras semanas. A infecg¢do crdnica persiste, em geral, com
a presenca de cistos no cérebro (FRENKEL, 1975) .

Os camundongos sao o0s animais escolhidos para o culti-
vo do Toxoplasma em laboratério, devido a sua grande suscepti-
bilidade e ao fato de ndo estarem naturalmente infectados, quan-
do criados em laboratdério com racdo comercial livre de fezes

de gato (DUBEY, 1977) .
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Estudos sobre a patogenicidade de cepas de Toxoplasma

tém sido realizados em camundongos (DUBEY & FRENKEL, 1973; DU-

BEY, 1980). Algumas cepas sdao uniformemente fatais, mesmo em
baixas doses, para os camundongos, enquanto outras ndo causam
doenca aparente (BEVERLEY, 1976) . Utilizando-se cepas virulen-

tas facilmente obtém-se taquizoitas em camundongos, O dque néao
ocorre com cepas avirulentas, as quais <crescem lentamente, for-

mando usualmente cistos cerebrais (DUBEY, 1977).



3. MATERIAL E METODOS

3.1. Obtengdo dos animais

3.1.1. Origem das aves

Foi utilizado um total de vinte galinhas (Gallus gal-
lus) que viviam livres, se alimentando ao solo, em contato
com outros animais. Estas aves foram provenientes dos quilé-
metros 42, 47 e 49 da antiga estrada Rio-Sdo Paulo, localiza-

da no Distrito de Seropédica, Municipio de Itaguai, Estado do
Rio de Janeiro. As aves foram adquiridas aleatoriamente e de
diversas criacdbes.

Durante a aquisicédo das aves foili ©preenchida uma fi-
cha, constando nesta, dados sobre o tipo de criacdo e de ali-
mentagdo das aves, presenca de gatos de estimagdo ou na vizi-
nhanca, presenca de doenga atual ou anterior na criacéo, name-

ro de aves na criacao, condig¢des habitacionais e dados adicio-

nais.
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3.1.2. Origem dos camundongos

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) albinos jo-

vens de ambos o0s sexos. Estes animais foram procedentes do Bio-
tério Central do Instituto Oswaldo Cruz (FIOCRUZ, RJ) . Na Esta-
cao para Pesquisa Parasitoldgica W.0. Neitz, Universidade Fede-

ral Rural do Rio de Janeiro, foram realizados 0os trabalhos de
isolamento do T. gondii em camundongos. Estes udltimos foram a-
condicionados em caixas plésticas com &gua e ragéol ad libitum.

3.2. Parasitemia das aves

De cada ave, retirou-se sangue da veia wulnar (veia da

o\

asa) com seringa contendo anticoagulante (EDTA 11%). O sangue to-
tal, na quantidade de 1 ml, foi imediatamente inoculado subcuta-
neamente em cada dois camundongos, no sentido de se verificar, in-

diretamente, a parasitemia nas aves.

3.3. Necropsia das aves

As alteracdes macroscépicas, verificadas em cada ne-

cropsia, foram anotadas em fichas individuais. Posteriormente,

realizou-se o exame do cérebro das aves e a coleta e processa-

mento de dérgdos para o 1isolamento.

Purina, Sao Paulo.



33.

3.3.1. Exame do cérebro

De cada ave foram realizados, a partir de pequenos
fragmentos de cada hemisfério cerebral, exames a fresco en-—
tre ldmina e laminula e esfregagos para a pesquisa de cis-
tos. Os esfregagos foram secos ao ar, fixados com &lcool me-

tilico por 3 minutos e corados pelo Giemsa por 30 minutos.

3.3.2. Coleta e processamento de 6érg3os para o isolamen-

to
Para o isolamento do T. gondii foram coletados frag-
mentos de cérebro, coracéo, pulméo, figado, baco, rim, ova-
rio-oviduto e misculo peitoral. Os fragmentos foram coloca-

dos em placas de Petri e mantidos em geladeira a 4°C, até o
momento do uso. Posteriormente, cada fragmento de érgéo era
isoladamente triturado em gral e pistilo estéreis, homogenei-
zados em 10 ml de solugdo salina a 0,9% e filtrados através de

gaze estéril de 4 camadas.

3.4. Inoculagdo em camundongos

A  suspensdao de cada 6rgéo, anteriormente citado, foi

inoculada subcutaneamente em camundongos. Para cada sus-—

2 Solugcdo de Cloreto de Sdédio a 0,9%, Darrow Laboratérios.

Rio de Janeiro.
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pensao de érgéo foram utilizados dois camundongos, sendo que
cada animal recebeu 1 ml de indculo.

Cada grupo de camundongos inoculados, num total de
18, correspondeu a uma galinha necropsiada. Dois outros camun-

dongos foram utilizados, em cada grupo, como controles.

3.4.1. Pesquisa de Toxoplasma gondii nos camundongos

Cada animal foi observado durante um periodo de 30
dias pés-inoculacéo (DPI), anotando-se a sintomatologia e, em
caso de morte neste periodo, foi realizada a necropsia e pes-
quisa do protozodrio. Esta ultima foi feita através dos se-
guintes exames: exames a fresco e esfregagos de cérebro, con-
forme descritos no item 3.3.1., objetivando, principalmente, a
pesquisa de cistos e impressdes de pulmdo, realizadas princi-
palmente com objetivo de visualizarem-se taquizoitas do T. gon-
dii. As impressées foram secas ao ar, fixadas com 4lcool meti-
lico por 3 minutos e coradas pelo Giemsa por 30 minutos.

Todos os camundongos sobreviventes apds o periodo de
300 DPI foram sacrificados, necropsiados e seus cérebros exami-
nados para pesquisa de cistos do protozoario.

Para visualizagdo do T. gondii, bem como das lesdes
sugestivas de toxoplasmose, fragmentos de cérebro, coragao,
pulméo, figado, bagco e rim dos camundongos que foram positi-
VoS em esfregagos e/ou impressdes, foram coletados, fixados

em formalina a 10%, incluidos em parafina, cortados em mi-
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crbdtomo 3 e corados pela hematoxilina-eosina (HE) . Alguns cor-
tes histoldégicos foram corados ©pelo 4cido peridédico de Schiff
(PAS) .

3.5. Manutengdo do Toxoplasma gondii

No sentido de manter uma das amostras do T. gondii, 1i-

solada do cérebro e do coracao de uma das galinhas (numero
15), foi feito um homogeneizado de cérebro, pulméo, figado e
baco (processados conforme o) item 3.3.2.) dos camundongos nu-

meros 280 e 283 e inoculado, por via subcutdnea, na quantidade
de 1 ml em cada dois camundongos e desta mesma forma, sucessi-

vamente, em lotes de camundongos conforme Figura 1.

3.6. Mensuragao

As mensuragdes de cistos e taquizoitas foram feitas
com auxilio de microscépio déptico Dialux 20 EB3 com ocular mi-
crométrica SK-I5 Wild4. Os cistos foram medidos nos esfregacos

e nos cortes histoldgicos de cérebro, enquanto que os taquizoi-

tas foram medidos nas impressdes de pulmdao.

3 Leitz Wetzlar, RepUblica Federal da Alemanha.

4 Wild Heerbrugg, Suicga.
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homogeneizado de cérebro, pulmao, figado e Dbago, provenientes dos camundongos de numeros

280 e 283, os quais foram inoculados com cérebro e coracgdo, respectivamente, da galinha

de numero 15.
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3.7. Fotomicrografia

As estruturas identificadas como T. gondii  foram foto-

grafadas com o auxilio de uma camara fotogrdfica Wild MPS 514,

utilizando-se filme Panatomic -X FX 36-1IS0 32/16° Kodak e fil-

me Fujicolor de 35 mm, 100 ISO. A céamara se encontrava acopla-

da a um microscdépio Dialux 20 EB3. O tempo de exposigcdo foi me-

dido com fotdmetro automdtico Wild MPS 554



4. RESULTADOS

4.1. Necropsia das aves

Todas as vinte aves adquiridas apresentavam-se aparen-
temente sadias. Na necropsia observou-se apenas pequenas alte-
racdes tais como: ©presenca de liquido seroso no saco pericar-
dio (galinhas de numeros 8, 12, 16 e 17); avermelhamento da mu-
cosa do duodeno (galinhas de nUmeros 3 e 12) e presencga de
helmintos intestinais em praticamente todas as aves, exceto as

de numeros 5, 6, 11 e 17.

4.2. Exame de cérebro das aves

Em nenhuma galinha foi possivel evidenciar a presen-
ca de cistos e taquizoitas do T. gondii no cérebro, através
do exame direto, tanto pelo exame a fresco, como pelo esfrega-

¢o corado pelo Giemsa.



4.3. Detecgdo da parasitemia

N&o foi possivel evidenciar

do T. gondii no sangue de nenhuma

em camundongos.

ave,

39.

indiretamente a presencga

através da inoculacgéo

4.4. Isolamento do Toxoplasma gondii de &érgdos de galinhas na
turalmente infectadas

Foi possivel isolar o T. gondii de 6 aves (galinhas
de n° 1, 2, 3, 1, 10 e 15) de um total de 20 galinhas exami-
nadas, obtendo-se assim 30% de aves ©positivas. Nestas 6 gali-
nhas, o isolamento se deu a ©partir da suspensdao de fragmen-
tos dos seguintes érgaos isoladamente: cérebro, coracao, ova-
rio-oviduto e Dbago (Tab. 1). O ¢érgdo do qual foi mais freqlien-
te o isolamento foi o coracdo, tendo-se isolado o parasito des-
te o6rgdo em todas as 6 aves positivas (galinhas de n°s 1, 2,
3, 7, 10 e 15), estando assim o0 T. gondii presente no coragéo
em 30% do total de galinhas examinadas e em 100% dentre as
aves positivas. 0 segundo o¢6rgao em freqiiéncia de obtencdo de
isolamento foi o cérebro, sendo isto ©possivel em 4 aves (gali-
nhas de n°s 1, 3, 10 e 15). O percentual de positividade para
este o6rgdo foi da ordem de 20% das aves examinadas e de 66,7%
das aves ©positivas. Nas suspensdes de ovario-oviduto e de Dba-
co também obteve-se o isolamento, no entanto, este ocorreu so-—
mente em uma galinha (galinha de n9 10). Nestes dois 6rgdaos
a presenga do parasito foi de apenas 5% do total de aves exa-
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TABELA 1.
DEMONSTRAGAO DO PARASITISMO TECIDUAL PELO
Toxoplasma gondii, EM GALINHAS NATURALMENTE INFECTADAS,

VERIFICADO, INDIRETAMENTE, ATRAVES DE INOCULAGCAO EM CAMUNDONGOS

NO das Orgaos
galinhas Corebro Coracio - Qvario- Bago
Oviduto
1 + + - -
2 - + - -
3 + + - -
4 _ - - -
5 - - - -
6 - - - -
7 - + - —
8 - - - -
9 - - - -
10 + + + +
11 - - - -
12 - - - -
13 - - - -
14 - - - -
15 + + - -
16 - - - -
17 - - - -
18 - - - -
19 - - - -
20 - - - =
(+) = Presenca do parasito.

(-} = Auséncia do parasito.
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minadas e de 16,7% das aves positivas (Tab. 2).

Na Figura 2 encontra-se o diagrama sobre os isolamen-
tos do T. gondii em camundongos. Neste ©pode-se verificar que,
com excecdo das suspensdes de ovario-oviduto e de Dbago, em que
somente 1 dos 2 camundongos inoculados foi positivo, todos os
outros isolamentos foram ©possiveis em ambos os camundongos ino-
culados para cada oérgéo.

Em nenhuma oportunidade foi possive l o isolamento do
T. gondii a partir da suspensdo de fragmentos dos seguintes o6r-

gdos: figado, pulmdo, musculo peitoral e rim.

4.5. Diagnéstico de toxoplasmose nos camundongos inoculados
com suspensdo de 6rgdos de galinhas naturalmente infec-

tadas

4.5.1. Sintomatologia dos camundongos

Os camundongos, nos quais foi possivel o isolamento do
T. gondii, adoeceram entre o 11° e o 20° DPI. Em alguns casos
os animais morreram e, aparentemente, nao apresentaram sinto-
matologia (n°s 22, 42, 184 e 194). Em todos o0s animais que a-

doeceram observou-se apatia, taquipnéia, dorso arqueado e pe-

los arrepiados. Alguns animais apresentaram emagrecimento (n°s
40, 41, 123 e 281) e em somente um camundongo foi observado
abdomen dilatado (n° 1).

A  morte natural dos camundongos ocorreu geralmente en-

tre o 12° e o 21° DPI. Apenas os camundongos de n°s zero e
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TABELA 2.
NUMERO E PERCENTUAL DE ISOLAMENTOS DO Toxoplasma

gondii NAS GALINHAS EXAMINADAS E NAS GALINHAS POSITIVAS

Galinhas examinadas Galinhas positivas
Orgaos

Positivo Negativo Positive Negativo

Ne (%) N (%) N? (%) NS (%)
Coragao b (30} 14 {(70) 6 (100) 0 (0)
Cércbro 4 (20) 16 (80) 4(66,7) 2{33,3)
Ovario-0Oviduto 1 {5} 19 (95) 1(16,7) 5{(83,3)

Bago 1 (5} 19 (95) 1{16,7) 5{(83,3)
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FIGURA 2. Diagrama de isolamentos do 7Toxoplasma g¢gondii em camundongos inocu-

lados com 6rgdos de galinhas naturalmente infectadas.
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184 morreram, respectivamente, no 27° e 29° DPI. Jd os de n°s
40, 41 e 281, apesar de terem apresentado sintomatologia, So-—
breviveram e foram entéo sacrificados, os dois primeiros no

30 e o uUltimo no 92° DPI (Tab. 3).

4.5.2. Necropsia dos camundongos

As principais alteracdes macroscépicas encontradas
nos camundongos, nos quais obteve-se o isolamento do T. gon-
dii, estavam localizadas principalmente no pulméo. Os pulmbes
apresentaram-se volumosos, congestos e edematosos. Em apenas

dois camundongos, 0s de ne° 1 e 2, verificou-se hemotérax com
presencga de fibrina aderida a pleura. De maneira geral, o
figado e o Dbacgo estavam aumentados e congestos e o contetdo
do intestino delgado era liquido e de coloragcdo alaranjada ou
avermelhada. O animal de =n°® 1 foi o Unico que apresentou exsu-
dato sero-fibrinoso na cavidade abdominal, estando a fibrina
aderida ao figado e ao bago.

Nos camundongos que nao adoeceram e que foram sacri-
ficados apés o) 30¢° DPI, nao foram observadas lesdes macroscod—

picas.

4.5.3. Presenga de formas evolutivas (cistos) do Toxo-

plasma gondii no cérebro dos camundongos

Na Tabela 4 observam-se 0os resultados da presenga de

cistos de T. gondii no cérebro dos camundongos inoculados com
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NUMERO DE DIAS,

APOS A INOCULACAO,
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EM QUE OCORREU A MORTE DOS CAMUNDONGOS, NOS
QUAIS FOI POSSIVEL O ISOLAMENTO DO Toxoplasma gondii
Ve MBI orgdo tnoculade rts o0
camundongo ave o camundongo (DPI*)
Zero 1 cérebro 27
1 1 cérebro 17
2 1 coragao 21
3 1 coracao 21
22%% 2 coragaoc 15
23 2 coracao 16
40 *** 3 cérebro 30
4l x** 3 ceérebro 30
42%% 3 coragao 13
43 3 coragdo 16
122 7 coragao 17
123 7 coragao 18
180 10 cérebro 16
181 10 cérebro 16
182 10 coragio 16
183 10 coragao 17
1B4** 10 ovario-oviduto 29
C194** 10 bago 18
280 15 cerebro 12
281 **x* 15 cérebro 92
282 15 coragao 12
283 15 coragao 15
* DPI = dias pds-inoculacao.

** Apnimal morreu sem sintomatologia aparente.

**% Apnimal sacrificado.
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TABELA 4.
PRESENGCA DE CISTOS E DE TAQUIZOITAS DO
Toxoplasma gondili ~ EM 22  CAMUNDONGOS  INOCU-

LADOS COM ORGAOS DE GALINHAS NATURALMENTE INFECTADAS

NO do _ Presenga‘de 'Pr?senga de B
cistos no cerebro taguizoltas no pulmao
camundongo Exame a fresco Esfregaco Impressao
ZCro - + -
1l - - +
2 + + +
3 + + +
22 - + ’ +
23 + + +
40 '
41 f + + +
42 - + +
43 + + +
122 + + +
123 + + +
180 - - ¥
181 - - +
182 + + +
183 + + +
184 - - +
194 - - +
280 - - +
281 + + -
282 - - +
283 * + +

Presenca de parasito.

-
+-

—
i

(-) = Auséncia de parasito.
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érgdos de galinhas.

Do total de 22 camundongos, nos dquais obteve-se o iso-
lamento do T. gondii, cistos foram vistos em 12 camundongos
quando realizado o exame a fresco do cérebro e em 15 camundon-
gos quando realizado o esfregago do cérebro corado pelo Giem-
sa. Em nenhuma oportunidade o exame a fresco foi ©positivo com
esfregago negativo, ao passo que o inverso ocorreu em trés opor-
tunidades (n°s zero, 22 e 42).

Os cistos puderam ser visualizados no cérebro dos ca-
mundongos a partir do 13° DPI.

No exame a fresco do cérebro, os cistos apresentaram-
se esféricos ou subesféricos e de diferentes tamanhos. Os cis-
tos, quase sempre, eram estruturas bem definidas (Fig. 3), po-
dendo-se observar uma parede fina que envolvia dezenas ou cen-

tenas de pequenos organismos no seu interior (Fig. 4).

Através do esfregaco do cérebro, corado pelo Giemsa,
obteve-se uma melhor visualizacdo dos <cistos. Foi possivel a ob-
servacdo de varios «cistos em um mesmo campo (Fig. 5). Também nes-
te exame, os cistos apresentaram-se esféricos ou subesféricos.

Na Tabela 5 observam-se as dimensdes dos cistos nos esfregacgos
de cérebro. O indice morfoldégico encontrado foi de 1,09 =+ 0,21.
O cdlculo deste indice foi feito tirando-se a média da razédo
dos diédmetros maior e menor dos cem cistos medidos. Apesar de
ndo ser muito espesso, o contorno da parede cistica, corando-se
de rosa, foi bem definido. O nucleo dos bradizoitas estava bem
corado, definindo-se melhor a presenca desses organismos dentro

do cisto (Fig. 6). J& que, na maior parte dos casos, o0s cistos



FIGURA 3. Cisto ( > ) de Toxoplasma gondii em exame a fresco

de cérebro de camundongo, 400 X.
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TABELA 5.
DIMENSOES DE CISTOS* DO Toxoplasma
gondii, EM ESFREGACOS DE CEREBRO DE CAMUNDONGOS

INOCULADOS COM ORGAOS DE GALINHAS NATURALMENTE INFECTADAS

Média e desvio

Dimensoes (upm) Limite )
padrao
Menor Maior
- +
Diametro menor 10 50 26,3 -~ 7,74
- , +
Diametro maior 10 50 28,1 - 7,48

* Numeros de 100 cistos mensurados.
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FIGURA 6.

Cisto

(=)

de Toxoplasma gondii em esfregaco de

cérebro de camundongo. Giemsa, 1000 X.
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continham grande namero de organismos, ficou dificil estabele-
cer a posicdo do ntcleo dentro de cada Dbradizoita. Por vezes,
nos esfregacos de cérebro, também pbdde-se observar alguns cis-
tos contendo menor nuUmero de bradizoitas, bem como organismos
extracelularmente localizados. Em ambos 0s casos, evidenciou-
se o nucleo de posigdo subterminal.

Ndo se verificou a ©presenca do T. gondii no cérebro
dos camundongos que ndo adoeceram e que foram sacrificados no

30° DPI.

4.5.4. Presenca de formas evolutivas (taquizoitas) do

Toxoplasma gondii no pulmdo dos camundongos

Ainda na Tabela 4, observam-se também 0Ss resultados
referentes a presengca de taquizoitas do T. gondii nas impres-
sdes de pulmao dos camundongos inoculados com 6rgaos de ga-
linhas. Estas estruturas foram verificadas no pulméo dos ca-
mundongos mortos naturalmente a partir do 12° DPI, estando ain-
da presentes nos camundongos que adoeceram e foram sacrifica-
dos no 309 DPI (n°s 40 e 41). Dos 22 animais positivos, 20 ca-
mundongos apresentaram estas estruturas. Em um total de sete
animais (n°s 1, 180, 181, 184, 194, 280 e 282) foram eviden-
ciados taquizoitas de T. gondii nas 1impressdes de pulméo, em-—
bora os exames de cérebro desses animais tivessem sido nega-
tivos. Por outro lado, em apenas duas Vvezes ocorreu o 1inverso

(n°s zero e 281).

Na maior parte dos casos das impressdes de pulméao,
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o T. gondii apresentou-se extracelularmente, podendo ser visto
isoladamente (Fig. 7) ou formando pequenos ou grandes aglomera-
dos de organismos (Figs. 8 e 9). Estas estruturas, geralmente,

apresentaram a forma caracteristica de meia-lua com O nicleo

bem corado (Figs. 7T e 8) . Este ntucleo ©posicionava-se ~central
(Fig. 7) ou subterminalmente (Fig. 8) . No entanto, foram vi-
sualizados varios organismos com as extremidades arredondadas

que possuiam o nucleo menos corado, de ©posicdo central ou sub-

terminal (Fig. 10) . Organismos com o nucleo em divisdo e em
posicdo central também foram vistos. O TI. gondii pbde ser vi-
sualizado no interior de macrdéfagos (Fig. 11) . Ainda, nas im-

pressdes de pulméo, o parasito foi observado intracelularmente
formando até mesmo cistos (Fig. 12).
Ndo se verificou a presenga do TI. gondii no pulmdo dos
camundongos que ndo adoeceram e foram sacrificados no 30° DPI.
Na Tabela 6 encontram-se as dimensdes dos organismos

extracelulares, taquizoitas, nas impressdes de pulméio.

4.5.5. Exame histolégico dos camundongos

No exame do encéfalo verificou-se, em varios camundon-

gos, a presenca do T. gondii, principalmente sob a forma de
cistos; raramente, ainda eram vistos alguns endozoitas. Em al-
guns casos, havia pequenos focos de gliose. Ao redor dos cis-

tos ndo se encontrou qualquer reacdo inflamatdéria e quando co-
rados pela hematoxilina-eosina (H.E.), os cistos apareceram coO-

mo estruturas bem definidas (Fig. 13). Quando corados pelo a-
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FIGURA 8. Taquizoitas ( ®= ) de Toxoplasma gondii, livres, em im-
pressdo de pulmdo de camundongo. Notar nucleo de po-

sicdo subterminal. Giemsa, 1000 X.
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o

FIGURA 9. Taquizoitas de Toxoplasma gondii, livres e aglomera-

dos. Impressdo de pulmdo de camundongo. Giemsa, 1000 X.
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FIGURA 10. Taquizoita (M=) de Toxoplasma gondii apresentan-
do as extremidades arredondadas e o nucleo menos
corado. Impressdo de pulmdo de camundongo. Giem-

sa, 1000 X.
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TABELA 6.
DIMENSOES DOS TAQUIZOITAS* EXTRACELULARES
po Toxoplasma gondii, EM IMPRESSOES DE PULMAO DE CAMUNDON-

GOS INOCULADOS COM ORGAOS DE GALINHAS NATURALMENTE INFECTADAS

_ Limite Média e desvio
Dimensces (um) -
padrao
Menor Maior
Comprimento 3,70 6,20 1,50 £ 0,60
Largura J 1,20 3,20 2,10 h 0,44

* Numeros Jde 100 taquizoitas mensurados.
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cido peridédico de Schiff (PAS) , 0os cistos eram facilmente visi-
veis em pequeno aumento. Os bradizoitas coravam-se de vermelho
brilhante, e continham grénulos PAS positivos no seu interior
(Fig. 14).

As médias e seus respectivos desvios padréo de 10
cistos medidos nos cortes histoldégicos de cérebro foram: 12 +
4,21 um com limites variando de 10 a 20 um para o didmetro mai-
or e de 10 + 0,00 para o diédmetro menor. O indice morfoldgi-
co obtido foi de 1,20 +0,42.

Em todos os casos examinados, 0o pulmdo apareceu lesa-
do, sendo bastante freqiiente a presencga do parasito neste ér-
gao. A  lesdo observada no pulmédo foi constante e constitui-se
de pheumonia intersticial difusa (Fig. 15). 0 intersticio a-

chava-se infiltrado por macréfagos e neutréfilos e os espagos

alveolares parcialmente preenchidos por macréfagos, neutréfi-
los, células epiteliais descamadas e algumas vezes por edema
e algumas hemécias. o T. gondii pbde ser visto livremente no
interior dos alvéolos, ou intracelularmente dentro de macrbé-—

fagos soltos no espago alveolar ou em células endoteliais ou
pneumdbcitos (Fig. 16). Estruturas semelhantes a cistos também
foram visualizadas (Fig. 17) e quando coradas pelo PAS foram
positivas (Fig. 18).

Constantemente havia infiltrado mononuclear com pre-
sengca de alguns neutréfilos entre as fibras cardiacas e, algu-
mas vezes, a leséo esteve associada a degeneracgéo de fibras
cardiacas. Em um caso, o T. gondii pdde ser visto —como formas

proliferativas e também como formas bem definidas, semelhan-
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FIGURA 13. Cisto ( ®=) de Toxoplasma gondii em cérebro de ca-
mundongo. Notar auséncia de reagdo inflamatdéria ao

redor do cisto. H.E., 400 X.
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FIGURA 14. Dois cistos de Toxoplasma gondii, no interior dos
quais se observam bradizoitas com grédnulos P.A.S.

positivos. Cérebro de camundongo. P.A.S., 1000 X.
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FIGURA 15. Pneumonia intersticial <com a ©presenca de varias for-
mas do Toxoplasma gondii (=) . Pulmdo de camundongo.

H.E., 100 X.
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FIGURA 16. Endozoitas ( == ) de Toxoplasma gondii, vistos no ci-
toplasma de uma célula da parede alveolar. Pulmao

de camundongo. H.E., 1000 X.
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FIGURA 17. Estrutura semelhante a um cisto ( ™ ) de Toxoplasma

gondii em pulmdo de camundongo. H.E., 400 X.



68,

FIGURA 18. Estrutura semelhante a um cisto de Toxoplasma gon-
dii contendo organismos com alguns grédnulos P.A.S.

positivos. Pulmdo de camundongo. P.A.S., 1000 X.
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tes a cistos, parasitando as fibras cardiacas.

Apesar de nao haver alteracgdes microscépicas aparen-
tes no bago, o parasito foi visto em células reticulares em um
dos animais parasitados.

Em geral, o figado foi um oérgdo bastante alterado, on-
de se observou microgranulomas disseminados por todo parénqui-
ma e infiltrado inflamatdrio constituido principalmente por cé-
lulas mononucleares no interior dos sinusdides. Algumas vezes,
foram notados focos de necrose acompanhados de hemorragia e acu-
mulos de células mononucleares em volta dos vasos sanguineos. A
visualizagcdo do T. gondii no figado foi dificil e somente pdde
ser realizada uma Unica vez, com o auxilio da objetiva de 100
X.

No fim somente havia pequenos infiltrados de células

mononucleares.

4.6. Manutengd3o do Toxoplasma gondii em 1laboratério através do

passagens em camundongos

Foi possivel manter o T. gondii no laboratdério, nas 5
passagens realizadas em camundongos. Na Figura 19 observa-se a
sequéncia das passagens com respectivos dias da morte dos camun-
dongos. Excetuando dois camundongos, um da 22 passagem e outro
da 5a passagemn, que apesar de terem adoecido, sobreviveram e
foram entdo sacrificados apdés o 30° DPI, todos os outros camun-

dongos né&o foram capazes de sobreviver e morreram entre o T7° e
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FIGURA 19. Fluxograma de passagens do Toxoplasma gondii em camundongos e respectivos dias da mor-

te dos roedores inoculados por via subcutédnea com homogeneizados de érgdos. A suspen-

sdo original foi proveniente dos camundongos 280 e 283, os quais foram anteriormente

inoculados com o cérebro e o coracgdo, respectivamente, da galinha de numero 15.
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o 18° DPI.

A média dos dias da morte natural, isto &, sem levar
em consideracao dos dois camundongos que foram sacrificados no
30° DPI, foram, para a 123., 22., 323,, 43, a 52, passagens, respecti-
vamente: 18; 13; 12,3; 10,7 e 10,8 dias.

A Tabela 7 mostra os detalhes sobre os resultados des-
tas passagens. Dos 26 animais wutilizados nas 5 passagens, 7 a-
presentaram cistos no cérebro quando realizado o exame a fres-

co, aumentando este resultado para 11 animais quando o cére-

bro foi também examinado através de esfregacos. A  presencga de
cistos foi mais freqliente nas 3 primeiras passagens, estando
presente em 7 dos 8 animais utilizados. Na 4@ ©passagem nao foi

verificada a ©presenga de cistos nos 6 animais utilizados e na

5@ passagem foi verificada apenas em 4 dos 12 camundongos uti-

lizados. Com relacgao a presencga de formas extracelulares (ta-
quizoitas) no pulméo, 23 animais foram positivos para essas
estruturas. Nos dois camundongos que sobreviveram e foram sa-—
crificados no 309 DPI, verificou-se apenas cistos no cérebro,
ambos sendo negativos para as formas livres no pulmdo. Além

destes dois animais, um outro que sé apresentou cistos no cére-

bro, pertencia a 5% passagem e morreu no 17° DPI.
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TABELA 7.
RESULTADOS OBTIDOS ATRAVES
DAS PASSAGENS DE Toxoplasma gondii EM
CAMUNDONGOS INOCULADOS POR VIA SUBCUTANEA A PARTIR
DO HOMOGENEIZADO DE CEREBRO, PULMAO, FIGADO E BAGO DOS
CAMUNDONGOS 280 E 283, O0OS QUAIS FORAM INOCULADOS COM SUSPEN-

SAO DE CEREBRO E CORACAO, RESPECTIVAMENTE, DA GALINHA NUMERO 15

Dias apds a
Nuero de inoculacao
Passagens camndongos &mn que ocorreu

utilizados a morte dos Exame a
cammndongos

Presenga de cistos Presenca de
no cerebro taquizoitas
no pulmdo

Esfre- — ————
fresco gago Impressac

l1a 2 189 + + +
189 -+ + +

22 3 13¢ - + +
13¢ - + +
30g * + + -

32 3 11¢ - -
1729 + +
149 + +

+ +

42 ) 72 - -
9% - -
9¢ - -

11¢ - -
14% - -
149 - -

++ ++ + +

54 12 82 - -
39 - -
9e - -
99 - -
9¢ - -
99 - -
99 - -

102 -
149 -
179 -
172 +
309 = +

|
Y

o+ o+
+

* Animal sacrificado.
+ Presencga do parasito.
~ Auséncia do parasito.



5. DISCUSSAO

O conhecimento dos costumes de uma determinada popula-
cdo tem sido de grande importadncia para se compreender a epide-
miologia da toxoplasmose em uma regido. Estes costumes podem in-
fluenciar a prevaléncia de individuos soro-reagentes ou intrader-
mo-reatores ao T. gondii. O hébito de uma <certa populacdo de
consumir carne crua ou mal cozida pode determinar elevada fre-
qliéncia de infecgdo pelo parasito (DESMONTS et al., 1965). No
entanto, alguns estudos demonstraram que em determinadas re-
gides onde este hdbito ndo ¢é comum, a presenga do gato, contami-
nando o solo com oocistos, seria o principal fator responséavel
pela prevaléncia de anticorpos para a toxoplasmose (WALLACE,
1969; WALLACE et al., 1972; FRENKEL & RUIZ, 1980 e 1981). WA-
LLACE (1973a) relatou que a presenca do gato tem sido indispen-
sdvel para manutencdo do «ciclo do T. gondii e que, sob um ponto
de vista prédtico, ocorreria também uma dependéncia de hospedei-
ros intermedidrios. Experimentalmente, o camundongo domicilia-

do, assim como certas espécies de aves podem se comportar como
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bons hospedeiros intermedidrios para infeccéao de felideos (WA-
LLACE, 1973Db).

O presente trabalho foi realizado numa 4rea peri-urba-
na com caracteristicas rurais, tais como a existéncia de cria-
cdes de animais domésticos, principalmente com © objetivo de
consumo pela populagao local. Raramente utilizava-se ragao co-
mercial na alimentacdo desses animais, sendo mais comum O USO
de milho e restos de comida.

Os gatos da regido de Seropédica tém sido criados 1li-
vremente, com acesso a outras areas. E bastante provéavel que
estes gatos cacem pequenos animais e se alimentem também de res-
tos de comida, tornando-se assim facilmente infectados pelo T.
gondii. Sabe-se ainda que gatos com este tipo de comportamento
tém uma taxa de infecgdo muito maior do que os gatos criados
exclusivamente dentro de domicilios (DUBEY, 1973). Os oocistos
do T. gondii sdo eliminados em grande numero nas fezes dos ga-
tos (DUBEY & FRENKEL, 1972) e sdo Dbastante resistentes, poden-

do persistir infectantes por longos periodos (YILMAZ & HOPKINS,

1972; FRENKEL et al., 1975). O papel de hospedeiros-transporte
de oocistos (WALLACE, 1971, 1972 e 1973b; MARKUS, 1974; FREN-
KEL et al., 1975) também deve ser considerado na transmisséao,

principalmente as minhocas que sdo uma fonte de alimento para
galinhas criadas em condicgdes naturais (MARKUS, 1974; FRENKEL
et al., 1975; RUIZ & FRENKEL, 1980).

RUIZ & FRENKEL (1980), Dbaseados no constante acesso das
galinhas ao solo, sugerem que a prevaléncia de oocistos no so-

lo poderia ser facilmente estimada através do isolamento do T.
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gondii em galinhas. No presente trabalho o isolamento do T.
gondii em 30% das aves examinadas confirma a presenca de oocis-
tos deste protozodrio na regiao estudada, Seropédica, o que

sugere um razodvel nivel de contaminacdo do solo, Jj& gque o para-

sito foi facilmente 1isolado de homogeneizado de 6rgdos (princi-
palmente coragdo e <cérebro) de 6 das vinte galinhas examinadas
e procedentes de trés 4areas (Km 42, 47 e 49) de criagbes. O pa-

rasito foi encontrado em criacgdes distantes até sete quildme-
tros entre si. Estes resultados corroboram a hipdtese de RUIZ
& FRENKEL (1980) em se utilizar as galinhas como animal-senti-
nela para se detectar o nivel de contaminagdo do solo por oo-
cistos. Assim, apesar de ser possivel o isolamento do T. gon-
dii de uma determinada amostra de solo (RUIZ et al., 1973), a-
través do exame de uma pequena amostra de galinhas, uma quanti-

dade muito maior de solo poderia, entdo, ser indiretamente exa-

minada.

Provavelmente as galinhas nao sdo consideradas como
animais importantes na transmissao da toxoplasmose humana, ja
que, geralmente, sdo consumidas fritas ou bem cozidas (BOCH,
1980; DUBEY, 1986d) . No entanto, as galinhas podem funcionar

como hospedeiros intermedidrios, até mesmo para filhotes de ga-
tos, uma vez dque ¢é comum as pessoas oferecerem visceras e cabe-
¢c¢a de galinhas a gatos e cées (RUIZ & FRENKEL, 1980),

Com relacéo a freqliéncia do parasito nos diversos

6érgdos das galinhas examinadas, o encontro do T. gondii prin-
cipalmente no coracgao (30%) e no cérebro (20%) é semelhante

aos resultados de isolamentos realizados tanto em galinhas in-
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fectadas naturalmente (FOSTER et al., 1969) como experimental-
mente (BOCH et al., 1966; BIANCIFIORI et al., 1986) .

BEVERLEY (1976) relatou que a maioria das ~cepas do T.
gondii que ocorre na natureza ¢é de baixa viruléncia, pois se
encista e freqglientemente ndo mata o animal. DUBEY (1980) consi-
derou que, em infecgdes experimentais, as cepas patogénicas ma-
tam o camundongo dentro de 15 dias, enquanto cepas pouco pato-
génicas ©podem determinar a morte dentro de 1 a 2 meses. Geral-
mente, o tempo de morte é menor apds inoculacgéo intraperito-
neal do que apds inoculacéo subcuténea (FRENKEL, 1973) . 0 T.
gondii isolado das galinhas foi fatal ©para a maioria dos ca-
mundongos nos quais obteve-se o isolamente, apébs inoculacgao
subcuténea, matando 19 dos 22 camundongos, sendo que 17 ani-
mais morreram entre o 12° e o 21° DPI e os dois restantes no
27° e 29° DPl, respectivamente.

Apbés a inoculacgdo intraperitoneal com a cepa GT-1 do
T. gondii, isolada da musculatura de caprino, DUBEY (1980) en-
controu taquizoitas no pulmdo dos camundongos mortos entre o 16°
e o 22° DPI e mesmo no 34° DPI, resultados gque se assemelham
aos dados obtidos no presente trabalho, em que os taquizoitas
foram observados no pulméo dos camundongos mortos entre o 12°
e o 30° DPI. Por outro lado, DUBEY & FRENKEL (1973), <com a ce-
pa M7741 do T. gondii, isolada do diafragma de ovino, observa-
ram que 0s taquizoitas comegavam a desaparecer do pulméo en-—
tre o 14° e o 16° DPI.

Com relagcdo aos cistos do Toxoplasma, verificou-se que
estes foram facilmente observados no cérebro a partir do 13°

DPI, na maioria dos camundongos. DUBEY & FRENKEL (1973), utili-
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zando a cepa M7741, encontraram os cistos no cérebro dos camun-
dongos, principalmente durante a 34 semana de infeccgdao; ja
com a cepa GT-1, DUBEY (1980) observou que a maioria dos ca-
mundongos morreu antes que 0s cistos pudessem ser encontra-
dos nos cérebros e, mesmo naqueles camundongos que morreram
tardiamente, entre o 21° e o 30° DPI, ndo foram observados cis-
tos no cérebro.

A  viruléncia de uma determinada cepa de Toxoplasma po-
de ser aumentada por repetidas passagens em camundongos (DU-
BEY, 1977) . Nas passagens realizadas em camundongos, a partir
do isolamento de 6rgdos de galinha, verificou-se uma diminuicgdo
da média dos dias da morte, de 18 dias na primeira passagem pa-
ra 10,8 dias na quinta passagem, assim como uma diminuig¢do na
formagdo de cistos nas duas uUltimas passagens.

O encontro de lesdes histoldgicas sugestivas de toxo-
plasmose (BEVERLEY, 1976) nos camundongos examinados, aliados
a presenga do parasito, seja extracelularmente ou intracelular-
mente, confirmam o diagnéstico de toxoplasmose. O achado histo-
patolégico mais constante foi um quadro de pneumonia intersti-
cial difusa. FRENKEL (1973) também descreveu quadro semelhan-
te, verificando que apdés inoculagdo subcutédnea do T. gondii, o)
parasito se dissemina, atinge os pulmdes, resultando em pneumo-
nia significativa e finalmente acomete praticamente todos os
6érgdos, podendo ser fatal.

Embora as dimensdes dos taquizoitas (3,7 a 6,2 x 1,2
a 3,2 um) tenham sido obtidas através do uso do microscdédpio o6-

tico, elas nado divergem em muito daquelas descritas por SCHOL-
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TYSECK & PIEKARSKI (1965) utilizando o microscdépio eletrdnico e
que foram de 3,5 a 7,0 x 2,0 a 4,0 um.

Verificou-se uma diferenca entre o tamanho dos cistos
nos esfregagos (28,1 + 7,48 x 26,3 + 7,74 um) e nos cortes his-
toldégicos (12,0 + 4,21 x 10,0 £+ 0,00 wum). ©No entanto, em ambos
0os casos, o0s didmetros estiveram dentro dos limites descritos
por DUBEY (1977) que refere didmetros variando de 5 a 100 um,

sem considerar a origem do material, isto ¢é, esfregacos ou cor-

tes histoldgicos.



6. CONCLUSOES

Foi possivel o isolamento do Toxoplasma gondii de 6ér-
gaos de galinhas naturalmente infectadas na regiao estudada,
o que sugere, indiretamente, uma importante contaminacao do
meio ambiente com oocistos procedentes de fezes de gatos na-
turalmente infectados. Com relacéo aos érgédos examinados, o)
T. gondii teve wuma maior preferéncia pelo cérebro e coragdo.

Nos isolamentos do T. gondii em camundongos, o pro-
tozodrio foi patogénico para estes animais, sendo fatal para
a maioria deles.

A variacao observada nos didmetros das formas cisti-
cas ocorreu devido a diferenca do material examinado, ou se-

ja, esfreqagos e cortes histolégicos.
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