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RESUMO 

 
 
 
DE MEIRELES, Gisele Santos. DDiiaaggnnóóssttiiccoo  ddaa  iinnffeeccççããoo  ppoorr  CCyyssttooiissoossppoorraa  ffeelliiss  ((WWeennyyoonn,,  

11992233))  FFrreennkkeell,,  11997777  ((AAppiiccoommpplleexxaa::  CCyyssttooiissoossppoorriinnaaee))  ppeelloo  ‘‘WWeesstteerrnn  BBlloottttiinngg  eemm  

aanniimmaaiiss  ddee  pprroodduuççããoo::  bboovviinnooss..  2013. 103p. Tese (Ciências Veterinárias, Sanidade Animal). 

Instituto de Veterinária, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, 2013. 

 
Este trabalho teve por objetivo, diagnosticar a infecção por Cystoisospora felis em bovinos 

através do Western Blotting, apartir de oocistos obtidos com o uso sequencial de várias 

técnicas de purificação adaptadas para o uso em oocistos esporulados de C. felis. Com o 

auxílio do SDS-PAGE a 12 % resultou na identificação de 25 grupos proteicos de: 266; 240; 

186; 165; 140; 119, 112, 105, 98, 90, 78, 55, 47, 42, 37, 35, 30, 27-28, 25, 22, 19, 18, 16, 14 

KDa, pertencentes a estrutura dos oocistos esporulados e esporozoitas de C. felis. Com base 

nesse resultado e em soro de bovino heterólogo anti-C. felis foi possível determinar os 

polipeptídeos dominantes relevantes à técnica de diagnóstico imunoenzimatico com “Western 

Blotting”, sendo estas, as bandas imunodominantes: p208, p138, p113, p106, p62, p56, p51, 

p48, p44, p38, p36, p33 e p27. A fim de evitar o diagnóstico equivocado a partir de reações 

cruzadas foi feita a comparação do soro controle positivo anti-C. felis com o soro positivo 

anti-Toxoplasma e Neospora com o intuito de excluir as bandas proteicas comuns, prováveis 

marcadoras de gênero e grupo para identificação de bovinos infectados de maneira natural ou 

experimental com C. felis. Sendo evidenciadas, as seguintes unidades proteicas antigênicas 

específicas: p 206-208, p137-139, p112-113, p104-107, p27-28 responsáveis por determinar a 

positividade dos animais testados para C. felis. A partir das análises das variáveis foi possível 

observar que a presença de felinos associados, ao manejo, tipo de ordenha e tamanho das 

propriedades facilita a dispersão de C. felis. 

 

Palavras chave: Cystoisospora felis; bandas imunodominantes, oocistos esporulados; SDS-

PAGE; Western Blotting. 

 
 
 
 
 

 
 



  

ABSTRACT 
 
 

DE MEIRELES, Gisele Santos. Diagnosis of Cystoisospora felis (Wenyon, 1923) Frenkel, 

1977 (Apicomplexa: Cystoisosporinae) infection by Western Blotting in farm animals: 

bovines. 2013. 103p. Thesis (Veterinary Science, Animal Health) Instituto de Veterinária, 

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, RJ, 2013. 

 
This study aimed to determine from the protein profile of oocysts of Cystoisospora 

felis recovered from the sequential use of various purification techniques adapted for specific 

use in sporulated oocysts of C. felis. With the aid of SDS-PAGE 12% resulted in 

identification of 25 groups of protein: 266, 240, 186, 165, 140, 119, 112, 105, 98, 90, 78, 55, 

47, 42, 37, 35, 30, 27-28, 25, 22, 19, 18, 16, 14 kDa belonging to the structure of sporulated 

oocysts and sporozoites of C. felis. Based on this results and heterologous bovine serum anti-

C. felis was possible to determine polypeptides dominant relevant to diagnostic immunoassay 

technique with "Western Blotting", these being immunodominant bands: P208, P138, P113, 

p106, p62, p56, p51, p48, p44, p38, p36, and p33 p27. In order to avoid misdiagnosis from 

cross-reactivity a positive control serum anti-C. felis was compared to with positive serum 

anti-Toxoplasma and Neospora in order to exclude the common protein bands, probably 

markers of gender and group to identify cattle infected naturally or experimentally with C. 

felis. As showed, the following specific antigenic protein units: p 206-208, P137-139, p112-

113, p104-107, p27-28 are responsible for determining the animal tested positive or not for 

Cystoisospora felis. Of the analysis of the variables could be observed that the presence of 

felines related to the handling, size and type of milking properties facilitates dispersion C. 

felis. 

Key words: Cystoisospora felis, immunodominant bands, sporulated oocysts, Western 

Blotting, purification techniques, SDS-PAGE.   
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1. INTRODUÇÃO 
 

A pecuária tem sido um dos principais recursos responsáveis pelo desenvolvimento 
brasileiro nas últimas décadas. Sendo assim, doenças que acometem rebanhos, principalmente 
as que interferem diretamente na produtividade, são monitoradas para que não interfiram no 
custo beneficio, onde a produtividade está muito próxima aos ganhos e perdas.  

Entre as doenças frequentemente assinaladas podem-se incluir as virais, bacterianas, 
fúngicas, tóxicas, nutricionais, protozooses, e mais recentemente as priônicas que podem 
interferir no processo de reprodução e no desenvolvimento dos animais, na fase de seu 
crescimento e em sua fase produtiva.  Entre estas, as protozooses podem ser consideradas de 
importância econômica, como no caso o complexo tristeza parasitária bovina (TPB) onde os 
agentes etiológicos associados a seus transmissores, artrópodes hematófagos, tem sido 
assinalados como de grande relevância em regiões tropicais e subtropicais no Brasil. 

Ao lado da TPB em bovinos, outras protozooses passaram a ter relevância econômica 
para animais de produção no Brasil. Desta maneira, vários relatos sobre coccidioses 
gastrintestinais e hepáticas e outras mais complexas onde a participação de carnívoros tornou-
se de grande importância para o rebanho nacional, entre estas as mais conhecidas são a 
neosporose, toxoplasmose e a sarcocistose.  Além dessas, pouca importância se tem dado a 
cistoisosporose, por ser uma doença de caráter subclinico, tendo cães e gatos como 
hospedeiros definitivos e diversos vertebrados como hospedeiros intermediários.  Um dos 
fatores epidemiológicos de importância seria a capacidade de uma dessas espécies, 
Cystoisospora felis, ter em parte o mesmo ciclo de transmissão de Toxoplasma gondii, 
organismo zoonótico fartamente relatado na literatura.   

Sendo assim, este trabalho tem como objetivo geral determinar através do Western 
Blotting a presença de animais de produção de portadores de infecção natural por C. felis e, 
como objetivos específicos: através de técnicas de limpeza adaptadas ao parasito deste 
trabalho traçar seu perfil proteico e com a técnica de western blotting determinar quais são as 
proteínas responsáveis pela determinação da infecção, identificar a fase dos animais mais 
suscetível à infecção e determinar se a presença de gatos na propriedade seja fator relevante 
como dispersor desta coccidiose.  
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

 
 
2.1.  Cystoisospora felis (WENYON, 1923) FRENKEL, 1977: HISTÓRICO E 

CLASSIFICAÇÃO TAXONÔMICA. 
 

2.1.1.  Primeiras Observações 
 
O coccídio intestinal C. felis já foi alocado inúmeras vezes entre diferentes táxons da 

árvore taxionômica zoológica desde a sua primeira observação até o presente. Até hoje, a sua 
denominação como tal é controversa. No entanto, fortes evidências morfológicas e 
moleculares, além das biológicas, têm pesado sobre as antigas classificações muitas vezes 
ainda utilizadas. 

A espécie C. felis remonta dos primeiros achados de formas ovoides nas fezes de cães 
e gatos, as então chamadas psorospermas oviformes ou coccídios. Nesse tempo, tinha-se a 
idéia de que cães e gatos compartilhavam as mesmas espécies de coccídios, podendo infectar 
seus respectivos tratos gastrointestinais. Assim, C. felis baseia-se em estudos anteriores sobre 
Coccidium rivolta do gato e C. bigeminum do cão, e sobre Diplospora bigemina. A descrição 
da espécie C. rivolta do gato doméstico que foi redenominada como Isospora rivolta a partir 
da criação do gênero Isospora, em 1881. Por um momento foi confundido com outro 
coccídio, C. rivolta, por possuir mensurações similares à futura espécie I. felis.  Porém, pelo 
fato de considerar as formas como polimorfismo da espécie por ele descrita, D. bigemina, 
Wasielewski faz com que o seu achado se torne nomen nudum (WENYON, 1923). 

A evidência de que cães e gatos compartilhassem mesmas espécies de Isospora 
começou a ser desconsiderada a partir do trabalho de Nemesèri (1960), onde foi observada a 
especificidade de I. felis para felídeos, dando subsídios para a criação da espécie I. canis, que 
compartilha semelhanças morfométricas com a anterior, porém com forma de oocisto ovoide. 
 
2.1.2. O gênero Isospora Schneider, 1881  

 
O gênero Isospora foi descrito por Duszynski (2004) para englobar os coccídios 

intestinais de invertebrados e vertebrados que possuíssem oocistos dispóricos tetrazóicos, 
tendo como espécie-tipo I. rara. No entanto, como inicialmente não se conhecia a capacidade 
de I. bigemina, I. felis (WENYON, 1923) e outras espécies de coccídios de carnívoros e 
onívoros em ter hospedeiros intermediários em seu ciclo biológico, o gênero Isospora passou 
a ser considerado como por espécies com hospedeiros homoxenos e transmissão feco-oral 
obrigatória. Assim, espécies de Isospora de aves passeriformes como I. serini e I. canaria de 
Serinus canarius (canário doméstico) e outras tantas foram facilmente incorporadas a este 
gênero, mesmo tendo diversas diferenças biológicas e morfológicas entre si. A presença de 



3 
 

corpo de Stieda nos esporocistos de espécies de Isospora de passeriformes, inicialmente, não 
foi de grande peso para criação de um novo gênero para elas (BOX, 1977; BOX, 1981, BOX, 
et al.,1980). Contudo, atualmente para as espécies do gênero Isospora, o uso da descrição do 
corpo de Stieda e/ou substieda seria uma das principais características morfológicas usadas 
para se enquadrar novas espécies encontradas, a exemplo do trabalho realizado por Berto et 
al. (2008) onde fez a descrição de I. hemidactyli encontrado nas fezes da lagartixa doméstica 
Hemidactylus mabouia, muito comum em residências. 

Entretanto, como a espécie-tipo é I. rara, coccídio homoxeno dos moluscos 
gastrópodes Limax cinereoniger e L. griseus, com oocistos dispóricos tetrazóicos, a 
descoberta de que as espécies de Isospora de cães e gatos possuíam ciclo heteroxeno 
facultativo fez com que fosse necessário incluí-las em um novo gênero. Questiona-se 
atualmente o fato de se ter como espécie-tipo do gênero Isospora, I. rara, já que esta espécie é 
a única a ter sido observada em hospedeiros invertebrados, podendo possivelmente se tratar 
de um pseudoparasito (TENTER, et al., 2002; TENTER, et al., 1995). Sendo assim, passaram 
a permanecer neste gênero coccídios que tenham em seus esporocistos corpo de Stieda, e os 
que possuem fraturas no esporocisto em substituição ao corpo de Stieda passaram para o 
gênero Cystoisospora conforme descrições prévias feitas por Smith (1981). 

 
2.1.3. O gênero Cystoisospora Frenkel, 1977     

 
Entre 1972 e 1979, uma série de estudos foi conduzida, tendo como resultado 

marcante a descoberta da capacidade de I. felis e I. rivolta em formar cistos monozóicos em 
hospedeiros intermediários, em especial, nos linfonodos mesentéricos de roedores 
(FRENKEL; DUBEY, 1972, DUBEY; FRENKEL, 1972, DUBEY, 1979). Frenkel, em 1977, 
aproveitando os resultados obtidos incluiu-as em um novo gênero, Cystoisospora, alocando 
nele as espécies encontradas em cães e gatos, a respeito das quais, até aquele momento, já se 
conhecia a capacidade em formar cistos monozóicos em hospedeiros intermediários e de 
transmitir o parasito para seus hospedeiros definitivos. Outro detalhe que chama atenção é a 
ausência de corpo de Stieda nos esporocistos de oocistos de espécies do gênero 
Cystoisospora, que os aproxima das espécies da família Sarcocystidae por ter fraturas do 
esporocisto à semelhança de outros gêneros desta família. 

Além das espécies de Cystoisospora de cães e gatos, oocistos deste gênero já foram 
identificados em outras duas espécies de vertebrados: C. israeli, espécie parasita intestinal da 
foca peluda sul-africana (Arctocephalus pusillus) (KUTTIN; KALLER, 1992) e C. delphini, 
do golfinho nariz-de-garrafa (Tursiops truncatus) (KUTTIN; KALLER, 1996). Em ambos 
hospedeiros, tais espécies de coccídios foram identificadas causando enterite. 

Atualmente, I. belli, conhecido agente causal de isosporose humana, comum em 
indivíduos jovens não portadores de imunidade ativa ou imunocomprometidos, teve proposta 
para ser alocado taxionomicamente no gênero Cystoisospora, levando a mudança da família 
Eimeriidae para Sarcocystidae. Esse fato se deve a terem sido encontrados cistos monozóicos 
em linfonodos mesentéricos de humanos portadores de Síndrome da Imunodeficiência 
Adquirida (SIDA) (FRENKEL et al., 2003, FRENKEL; SMITH, 2003).  Tal proposta vem a 
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corroborar com as demais características fenotípicas como, por exemplo, ausência de corpo de 
Stieda nos esporocistos de I. belli, a despeito das demais espécies da família Sarcocystidae. 

Desse modo, utilizando-se a classificação mais recente, porém não consensual onde C. 
felis se encontra alocada, seguindo as classificações de Frenkel (1977), Smith (1981) e Corliss 
(1994): 

 
 
Império: Eukaryota Corliss, 1994 
Reino: Protozoa Goldfuss, 1818 
Filo: Apicomplexa Levine, 1970 
Classe: Sporozoea Leuckart, 1879 
Subclasse: Coccidia Leuckart, 1879 
Ordem: Eucoccidiidae Leger e Duboscq, 1910 
Subordem: Eimeriorina Leger, 1911 
Família: Sarcocystieda Poche, 1913 
Subfamília: Cystoisosporinae Smith, 1981 
Gênero: Cystoisospora Frenkel, 1977  
Espécie: Cystoisospora felis (Wenyon, 1923) Frenkel, 1977    

 
 
 
2.2.  Cystoisospora felis E SEUS HOSPEDEIROS DEFINITIVOS 
 
2.2.1.  Espécies de vertebrados 

 
Em todos os trabalhos executados até a descrição de C. felis por Wenyon (1923), tal 

coccídio sempre foi associado às fezes de gatos domésticos (Felis catus), vindo a ser este o 
hospedeiro-tipo da espécie. Entretanto, diversas espécies de felídeos são atualmente 
consideradas como passíveis de se infectar com este parasito, sendo descrito na literatura a 
onça-pintada (Panthera onca) (BARRETTO; ALMEIDA, 1937), a suçuarana (Puma 
concolor) (AMARAL et al., 1966), o leopardo (P. pardus), tigres (P. tigris), o leopardo 
nublado (Neofelis nebulosa) (PATTON ; RABINOWITZ, 1994), o gato-selvagem-europeu 
(F. silvestris), a jaguatirica (Leopardus pardalis), o serval (Leptailurus serval), o lince (Lynx 
lynx), o leão (P. leo), o tigre (P. tigris), o gato-leopardo (Prionalilurus bengalensis) 
(DUSZYNSKI et al., 2000) e o tigre siberiano (P. tigris altaica) (ZHIJUN et al., 2011). 

 
2.2.2.  Infecção, patogenia e patologia   

 
Como característica de todos os coccídios da subfamília Cystoisosporinae, C. felis 

pode infectar felídeos a partir da ingestão de oocistos esporulados contendo esporozoítos 
viáveis ou por vísceras de hospedeiros intermediários com formas de resistência tecidual, 
neste caso, os hipnozoítos (SMITH, 1981). 

Os oocistos de C. felis são eliminados nas fezes na forma não esporulada, a exemplo 
dos indivíduos da subfamília Toxoplasmatinae e Cystoisosporinae, tornando-se esporulados 
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em condições ótimas de temperatura, umidade e oxigenação em um período médio de 48 
horas após contato com o meio ambiente (SHAH, 1971). Posteriormente à ingestão de 
oocistos esporulados ou de cistos de C. felis, o parasito multiplica-se extensivamente no 
intestino delgado dos felinos, produzindo três gerações merogônicas e uma gametogônica 
(SHAH, 1971). De acordo com Hitchcock (1955), apenas duas gerações de merontes se 
desenvolveriam no epitélio intestinal de felinos infectados por C. felis. A terceira geração de 
merontes identificada por Shah (1971) é similar à segunda identificada por Hitchcock (1955). 
Shah (1971) observou entre as duas gerações identificadas previamente por Hitchcock (1955), 
uma forma merogônica que seria originada sem a exteriorização dos merozoítos de segunda 
geração à luz intestinal e que sofreria multiplicação por processo de endopoligenia, conforme 
o visualizado na figura abaixo. 

 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

 
          Figura 1. Ciclo Biológico de Cystoisospora felis adaptado de Fayer (1980). 

 
 
 
 
Entretanto, estudos ultraestruturais posteriores mostraram que nas merogonias iniciais, 

ao sexto dia de infecção com oocistos esporulados de C. felis, a divisão celular por 
endodiogenia foi predominante. Nesse processo, ocorre a formação de duas células-filha no 
interior da célula-mãe. No estádio inicial, a célula-mãe ainda possui organelas internas como 
róptrias e micronemas e cada célula-filha consistem em uma membrana em forma de redoma 
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com microtúbulos presentes. O desenvolvimento foi pelo crescimento de tais complexos para 
envolver áreas do citoplasma contendo organelas internas dos merozoítos. Nos estádios finais 
de desenvolvimento, os complexos de membrana formam uma película interna que delimita as 
duas células-filhas maduras. Além disto, foi observado que estas células-filhas poderiam 
desenvolver futuras endodiogenias no interior do mesmo vacúolo parasitóforo (FERGUSON 
et al., 1980). O processo de endogenia observado no intestino delgado de gatos infectados foi 
similar ao descrito previamente para endozoítos de T. gondii (OGINO; YONEDA, 1966; 
SHEFFIELD; MELTON, 1968) e de cistozoítos de espécies da família Sarcocystidae que 
formam cistos polizóicos (SCHOLTYSECK, 1973). 

Em gatos, a infecção por C. felis é considerada como patogênica, porém de evolução 
branda, acometendo principalmente animais jovens. Os sinais clínicos são discretos, sendo 
caracterizados por diarreia com traços de muco e desidratação (SHAH, 1971, LOSS; LOPES, 
1992a). Ao infectar felinos jovens com 105 oocistos de C. felis, Hitchcock (1955) não 
conseguiu reproduzir os sintomas de enterite, desidratação e diarréia. Tomimura (1957) 
verificou severa diarreia, anorexia, anemia, emagrecimento, moderada elevação da 
temperatura e perda de peso em filhotes de quatro a sete dias após infecção com 105 oocistos 
esporulados. As lesões macroscópicas são inaparentes, entretanto, à histopatologia, observa-se 
destruição do epitélio superficial do intestino delgado, em especial do íleo, hiperemia da 
lâmina própria, infiltrado neutrofílico moderado e aumento de secreção por parte da mucosa 
(SHAH, 1971). 

Não há evidências concretas da existência de uma relação direta entre doenças 
imunossupressoras como a síndrome da imunodeficiência felina e a leucemia viral felina, a 
eliminação de oocistos de T. gondii, C. felis ou C. rivolta nas fezes de gatos (LIN et al., 1990). 

 
2.3.  Cystoisospora felis E SEUS HOSPEDEIROS INTERMEDIÁRIOS 
 
2.3.1.  Espécies 

 
No início da década de 1970, observou-se que C. felis tinha a capacidade de infectar 

hospedeiros não felinos e de ser transmitido a felídeos através do carnivorismo. Desde essa 
época até o momento atual, têm-se como possíveis hospedeiros intermediários de espécies de 
Cystoisospora camundongos, ratos, hamsters (FRENKEL; DUBEY, 1972), cães (DUBEY, 
1975), bovinos (FAYER; FRENKEL, 1979), pássaros (LINDSAY; BLAGBURN, 1994), 
coelhos (COSTA; LOPES, 1998), suínos (MELO et al., 2003, CARVALHO FILHO et al., 
2003) e frangos (MASSAD et al., 2002).  Gatos alimentados com amostras de musculatura da 
língua e do esôfago de camelos vieram a eliminar oocistos de C. felis e C. rivolta, entre 
oocistos e esporocistos de outros coccídios da família Sarcocystidae (HILALI et al., 1995). 
Contudo, longe se está de se considerar o camelo como sendo hospedeiro intermediário deste 
coccídio, já que se tratou de estudo onde o ciclo biológico do parasito não foi seguido com 
exatidão, não tendo sido seguidos os postulados de Koch, isto é, os camelos abatidos não 
tinham sido experimentalmente infectados, já que na maioria dos artigos desenvolvidos 
experimentalmente citados anteriormente a presença de cistos monozóicos tem sido observada 
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em placas de Peyer, linfonodos mesentéricos, baço e fígado e recentemente em bursa cloacal 
de codornas japonesas (RODRIGUES et al., 2012). 

 
2.3.2.  Os estádios extra-intestinais de Cystoisospora felis nos hospedeiros intermediários 

 
Os estádios extra-intestinais de C. felis foram estudadas por Markus (1978), sendo 

chamadas por ele de dormozoítos (dormire, latim – dormir e zoon, grego – animal). Tais 
formas se apresentam no interior de cistos monozóicos, ou seja, com apenas uma forma em 
seu interior que podem permanecer viáveis por 15 meses. O cisto monozoico de C. felis se 
caracteriza como sendo um vacúolo parasitóforo simples, sem a existência de uma parede 
cística (típica de cistos de T. gondii, por exemplo) e aderida a uma camada de material 
granular eletro-denso (MEHLHORN; MARKUS, 1976). A controvertida parede cística pode 
ser bem visualizada conforme Gardiner et al. (1988).  A ingestão de vísceras contendo as 
formas de resistência extra-intestinais, cistos monozóicos, pelo hospedeiro definitivo faz com 
que o ciclo se processe como o observado quando há a ingestão de oocistos esporulados em 
período pré-patente ligeiramente menor do que com a infecção por oocistos (DUBEY; 
FRENKEL, 1972, FRENKEL; DUBEY, 1972; DUBEY, et al., 2001; RODRIGUES et al., 
2012). 

O nome hipnozoíto foi sugerido por Levine (1985) para as mesmas formas 
previamente classificada por Markus (1978). Desde então, o nome tem sido mais utilizado 
com referência a esta forma evolutiva, como já vem sendo usado para as formas hepáticas de 
resistência observadas em diferentes espécies do gênero Plasmodium (MARCHIAFAVA; 
CELLI, 1885). 

A distribuição corporal dos hipnozoítos nas diferentes vísceras avaliadas sugere um 
tropismo mais elevado pelas placas de Payer, linfonodos mesentéricos, baço e fígado 
(FRENKEL; DUBEY, 1972, BRÖSIGKE et al., 1982, FREIRE; LOPES, 1995c, COSTA; 
LOPES, 1998). Dubey (1979) observou que a musculatura esquelética de camundongos 
inoculados com oocistos de C. rivolta induzia a eliminação de oocistos deste coccídio por 
gatos. Entretanto, o mesmo autor não identificou nenhuma forma do parasito na musculatura 
através de histopatologia ou impressão dos órgãos. Costa e Lopes (1998), utilizando a técnica 
de digestão péptica em tecidos de coelhos experimentalmente infectados com oocistos de C. 
felis, constataram a presença de hipnozoítos no fígado, baço, linfonodos mesentéricos e placas 
de Peyer, sem identificá-los na musculatura esquelética. 

Na década de 1980, técnicas de digestão enzimática de tecidos possibilitaram observar 
e isolar hipnozoítos do interior das células parasitadas. A digestão tríptica de tecidos foi uma 
das primeiras utilizadas para isolamento desta forma evolutiva (HEINE, 1981, BRÖSIGKE et 
al., 1982). Entretanto, a digestão tríptica tende a causar maiores danos aos hipnozoítos e, com 
o advento da digestão péptica de tecidos, uma quantidade maior de formas extra-intestinais 
pôde ser recuperada e isolada de tecidos de hospedeiros intermediários (FREIRE; LOPES, 
1995a, DUBEY; FRENKEL, 1998, COSTA; LOPES, 1998, OLIVEIRA et al., 2001). 

Cystoisospora felis pode ser considerada muito patogênica a camundongos neonatos. 
Estes, quando inoculados por via intraperitonial com 103 esporozoítos de C. felis, podem 
causar a morte de 100% dos animais em apenas quatro dias. Por outro lado, quando 106 
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macrófagos de peritônio de camundongos adultos pré-inoculados com esporozoítos de C. felis 
foram inoculados em camundongos neonatos, todos os animais vieram a óbito 12 dias após 
inoculação (FREIRE; LOPES, 1995b), do mesmo modo que interfere no ganho de peso de 
camundongos infectados por via oral com oocistos esporulados (LOSS; LOPES, 1992b) ou 
mesmo em gerbiles da Mongólia com C. ohioensis do cão e C. felis respectivamente 
(FRAZÃO-TEIXEIRA et al., 2004; 2011). 

 
2.4.  ESTUDOS SOBRE BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR DE ESPÉCIES DO 
GÊNERO Cystoisospora 
  

O cultivo de espécies do gênero Cystoisospora foi tentado por diversos autores. 
Muitos deles fracassaram em suas tentativas como, por exemplo, Sheffield e Melton (1972) 
em cultivos de esporozoítos de C. rivolta em células de rim de macacos e Shibalova e 
Petrenko (1972) que testaram diversos tipos celulares, entre eles, cultivos primários de células 
de embrião de galinha e codorna, cultivo secundários de células de rim de macaco, embriões 
humano, leporino e ovino, de macaco verde e células amnióticas de humanos. Fayer (1972) 
obteve êxito em cultivar esporozoítos de C. rivolta em células de rim felino, de rim fetal 
bovino e células de rim canino Madin-Darby.  Entretanto, o cultivo continuado de 
esporozoítos nesses tipos celulares não foi possível, e as formas se degeneraram poucos dias 
após o início. Fayer e Thompson (1974) ao utilizar cultivos de células humanas (intestinais de 
embrião, epitélio esofagiano, células amniônicas, pulmonares, HeLa – carcinoma epitelióide 
de cérvix), assim como células traqueais bovinas, de rim de cães e de frangos pretenderam 
avaliar o desenvolvimento de estádios de C. felis nestas células onde observaram que todas as 
células foram aptas a propiciar o desenvolvimento de zoítos de C. felis. Observaram ainda o 
desenvolvimento de células-filhas multiplicadas através de endodiogenia e possivelmente por 
esquizogonia. Entretanto, estes estádios não se mantiveram continuadamente em cultivos. Os 
corpos refráteis dos zoítos foram corados utilizando-se a coloração policrômica de Whipf. 
Esses autores observaram que, assim como os esporozoítos, os outros zoítos tinham os corpos 
refráteis corados no momento da penetração ativa nas células hospedeiras e após a saída, na 
geração seguinte.  Durante o processo de multiplicação dos zoítos, os corpos refráteis não se 
coravam. Através da coloração por Ácido Periódico de Schiff (PAS), a mesma observação, 
quanto aos corpos refráteis, deu-se em relação ao acúmulo de carboidratos que aumentou até o 
momento da saída da célula e à diminuição durante a endodiogenia. 

Diversos estádios de vida de C. felis foram observados em cultivos de esporozoítos na 
membrana corioalantóica (MCA) de ovos embrionados de galinha. Os ovos, tendo sido 
tratados ou não com acetato de cortisona ao momento da inoculação do esporozoítos, 
apresentaram três gerações de merontes e uma gametogonia na MCA, à semelhança do que 
ocorre no ciclo natural, no intestino delgado de felídeos. A formação de oocistos na MCA 
também foi observada, assim como o desenvolvimento de merontes no fígado e intestino 
delgado de embriões tratados com acetato de cortisona (GUTIÈRREZ; ARCAY, 1987). 

O poder invasivo dos esporozoítos e merozoítos de C. felis em células de peritônio de 
ratos, impossibilitadas de desenvolver fagocitose, foi comparado, sendo os primeiros os mais 
invasivos, possivelmente por ter a necessidade de se deslocar por uma distância muito grande 
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até encontrar o sítio apropriado para seu desenvolvimento. Já o merozoíto não teria a 
necessidade de um poder invasivo tão grande por se encontrar próximo a células com 
condições de se servirem destas para seu desenvolvimento (TEJERO; ARCAY-DE-PERAZA, 
1982). 

Em estudo ultraestrutural sobre hipnozoítos albergados em linfonodos mesentéricos de 
camundongos experimentalmente infectados com oocistos de C. felis, observou-se que tal 
forma apresentava película típica de coccídios, contendo três camadas: a interna, interrupta 
apenas nos pólos apicais e anti-apicais e nos micropóros; enquanto as outras duas camadas 
permaneciam contínuas por toda a extensão do zoíto. Os microtúbulos se estendem desde o 
anel polar apical por até dois terços do comprimento da célula. Outras estruturas que 
chamaram à atenção neste estudo foram um corpo cristalóide localizado logo abaixo do 
núcleo da célula e inúmeros grânulos de polissacarídeos de característica eletropálido, os 
quais foram definidos como grânulos de amilopectina. Os hipnozoítos estavam sempre 
envoltos por um vacúolo parasitóforo composto por apenas uma membrana sem a formação 
de uma parede cística, a exemplo de T. gondii. Muitos dos vacúolos parasitóforos tinham 
inúmeros grânulos eletrodensos na porção externa da membrana e na sua face interna, uma 
grossa camada de material granular eletropálido (MEHLHORN; MARKUS, 1976). Os 
referidos autores consideraram a presença de corpos cristalóides, estrutura típica de 
esporozoítos, não observados em zoítos extra-intestinais, como uma evidência mais 
contundente de que estas formas não entravam em processo de endogenia, mesmo que em 
longo prazo. Desse modo, os hipnozoítos poderiam ser vistos como formas não totalmente 
desenvolvidas de cistozoítos, ou ainda um estádio de resistência ou espera, até que ele tivesse 
a oportunidade de fechar o seu ciclo de vida. 

Outros trabalhos sobre os coccídios do gênero Cystoisospora é o excistamento de 
esporozoítos, em especial para realização de trabalhos imunológicos ou moleculares 
(TOYAMA, et al, 1982). O excistamento é uma vertente bem estudada em espécies da família 
Eimeriidae, especialmente pela ausência de formas extra-intestinais no ciclo biológico desses 
coccídios. No gênero Cystoisospora, apesar de estar alocado na família Sarcocystidae, a 
presença de poucas formas extra-intestinais em cistos monozóicos inviabiliza a obtenção de 
cistozoítos ou taquizoítos como para demais gêneros da família Sarcocystidae. A obtenção de 
esporozoítos livres é um importante passo para realização de trabalhos imunológicos e 
biomoleculares, já que as formas teciduais de C. felis não são isoladas em grandes 
quantidades. Poucos trabalhos foram realizados com excistamento de esporozoítos de espécies 
do gênero Cystoisospora. Em estudos desenvolvidos por McKenna e Charleston (1982), os 
mesmos observaram que o pré-tratamento com solução de hipoclorito de sódio e o uso de 
solução de excistamento contendo bile e tripsina levou a resultados em torno de 80% de 
liberação de esporozoítos. 

 
2.5.  EPIDEMIOLOGIA DO GÊNERO Cystoisospora 

 
Diferente de alguns coccídios da família Sarcocystieda, como Neospora caninum 

Dubey et al., 1988 e T. gondii Nicolle e Manceaux, 1909 (BARBER; TREES, 1998, DUBEY; 
FRENKEL, 1998, HIETALA; THURMOND, 1999), C. felis, assim como C. rivolta não são 
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transmitidos congenitamente em infecções crônicas, transpondo a barreira transplacentária 
(DUBEY, 1977). Mesmo sem utilizar esta estratégia epidemiológica, as espécies do gênero 
Cystoisospora apresentam alta dispersão entre os hospedeiros definitivos. 

Nichol et al. (1981), ao avaliarem os parasitos encontrados nas fezes de 92 gatos 
silvestres provenientes de cinco regiões da Inglaterra, encontraram 4,3% de positividade para 
C. felis. Em nenhuma das amostras de fezes estudadas foram encontrados oocistos de outro 
coccídio. 

Em 96 amostras de fezes coletadas de gatos em clínicas veterinárias particulares, 
hospitais-escola e vários criadores de Taiwan (Formosa), 3,1% das amostras foram positivas 
para C. felis e 5,2% para C. rivolta (LIN et al., 1990). Quando em um estudo epidemiológico 
não aleatório foram analisadas fezes de gatos de rua oriundos de várias áreas da Bélgica, a 
frequência de animais positivos para coccídios do gênero Cystoisospora foi de 30,0%, sendo 
10,0% dos exames positivos para C. rivolta e 20,0% positivo para C. felis (VANPARIJS et 
al., 1991), no entanto, não se deve esquecer de que, nesse estudo, apenas uma coleta de 
material foi feita, diminuindo em muito a chance de se encontrar o parasito, já que o animal 
teve de se encontrar em plena patência para ser considerado positivo.  

Outro estudo sobre inquérito parasitológico em gatos de Hannover e suas imediações, 
na Alemanha, 932 amostras de fezes, 505 de gatos da área urbana e 427 da área rural foram 
pesquisadas, tendo sido observado em 2,0% das amostras oocistos de C. rivolta (1,0% na área 
urbana e 3,3% na área rural) e em 1,9% oocistos de C. felis (1,8% na área urbana e 2,1% na 
área rural) (MUNDHENKE; DAUGSCHIES, 1999). Um estudo anterior realizado em três 
cidades da Alemanha, nas regiões da Turingia e da Saxônia, revelou resultados muito 
diferentes dos encontrados posteriormente em Hannover. Nesse, oocistos de C. felis, C. 
rivolta e T. gondii estavam presentes respectivamente em 17,0%, 13,0% e 3,6% das análises 
fecais realizadas em um total de 111 gatos não domiciliados (RASCHKA et al., 1994). 
Observa-se que as frequências de tais coccídios nas fezes de felinos domésticos variam em 
muito, mesmo em se tratando de regiões próximas umas das outras, possivelmente estando 
relacionado ao tipo de hospedeiro intermediário predado. 

Gennari et al. (1999) analisaram 187 amostras de fezes de gatos de diferentes idades, 
domiciliados, porém sendo a maioria deles com livre aceso à rua, durante os anos de 1991 a 
1995, tendo como universo, diferentes regiões da cidade de São Paulo. A presença de 
endoparasitos nas amostras fecais na porcentagem de 95,72%. Oocistos de Cystoisospora 
foram os mais frequentes, presentes em 38,5% das amostras avaliadas. É claro que o presente 
trabalho não reflete a realidade da ocorrência de oocistos de coccídios do gênero 
Cystoisospora em fezes felinas, porém dá um forte indicativo da ocorrência deste protozoário 
na classe de felinos (domiciliados com livre acesso à rua). 

Um estudo realizado no município de Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, 
mostrou que 42,42% dos gatos errantes capturados pelo Serviço de Controle de Zoonoses 
local nos três primeiros meses de 2002 (14 em 33 animais), estavam em plena eliminação de 
oocistos de C. felis ou entrariam em eliminação nos 15 dias após a captura. Os autores 
concluíram que o estresse da captura sofrido pelos animais exacerbaria a infecção pelo 
coccídio, reagudizando-a e levando a novo episódio de eliminação de oocistos (SANTOS et 
al., 2002). 
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Pelos motivos expostos, Dubey (1993) afirmou anteriormente que praticamente todo 
gato extra-domicializado iria, estava ou estaria eliminando oocistos do gênero Cystoisospora, 
de modo que, virtualmente, todo gato tornar-se-ia infectado por coccídios deste gênero, em 
especial, C. felis.  Nessa mesma vertente Loss (1991)* considerou que 100% dos gatos de rua 
avaliados em sua tese (LOSS, 1991) foram positivos para as espécies de Cystoisospora 
quando mantidos em cativeiro por um período de três dias.  Tempo esse inferior ao período 
prepatente que varia de cinco a sete dias.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
_____________________ 
⃰ Comunicação pessoal 
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2.6.  ESTUDOS DE ASSOCIAÇÃO IMUNOBIOLÓGICA ENTRE O GÊNERO 
Cystoisospora E ESPÉCIES DA FAMÍLIA Sarcocystidae 
 
Poucos estudos imunológicos foram desenvolvidos utilizando-se Cystoisospora como 

foco. Nesses, espécies do gênero Cystoisospora e T. gondii se associam, podendo ocorrer re-
eliminações mútuas (DUBEY, 1976, OMATA et al., 1991a, OMATA et al., 1991b; DUBEY, 
2010). Possibilidades estas, que vinculam a transmissão horizontal ou feco-oral de ambos 
coccídios a uma mesma avaliação epidemiológica. 

A superinfecção de gatos cronicamente infectados com oocistos esporulados de C. 
felis induz a reeliminação de oocistos de T. gondii em suas fezes (CHESSUM, 1972, DUBEY, 
1976). 

A partir do estudo de Omata et al. (1991a), foi possível observar a inter-relação 
imunogênica entre antígenos de C. felis e de T. gondii. A infecção oral de um gato livre de 
coccídios por 105 oocistos esporulados de T. gondii levou a eliminação de oocistos entre o 20° 
e o 26° DAI (dias após inoculação). Através da reação de imunofluorescência indireta (RIFI), 
foi possível observar um rápido aumento de anticorpos IgG anti-T. gondii no soro deste felino 
(na ordem de 1/4096). Quanto aos títulos de anticorpos anti-C. felis, estes foram observados 
na ordem de 1/4. Porém, após a infecção oral do mesmo gato com oocistos esporulados de C. 
felis, sete  semanas após a  prima infecção com T. gondii, os títulos  se elevaram  para 1/64 em 
apenas sete dias.  No mesmo estudo, a inoculação per os de oocistos esporulados de T. gondii 
em gatos naturalmente infectados e em processo de eliminação intermitente de oocistos de C. 
felis promoveu um rápido aumento de títulos de anticorpos anti-C. felis (1/4096) e anti-T. 
gondii (1/64). Mesmo com altos títulos de anticorpos IgG anti-C. felis no soro, os gatos deste 
ensaio eliminaram oocistos de C. felis poucos dias após o início da eliminação de oocistos de 
T. gondii nas fezes. 

Cistos de T. gondii também induziram uma elevação dos títulos de anticorpos IgG 
anti-C. felis em torno de sete dias após a inoculação oral. Dessa vez, reeliminação de oocistos 
de C. felis não foi observada, já que esse felino também apresentava eliminação intermitente 
de oocistos de C. felis pelo menos quatro semanas antes da inoculação dos cistos. 

A inoculação intramuscular tripla de taquizoítos de T. gondii conjugados aos 
adjuvantes (completo e incompleto) de Freund em intervalos de três semanas entre as 
aplicações, fez com que os títulos de anticorpos anti-T. gondii e anti-C. felis aumentassem 
prontamente no soro de gatos em eliminação intermitente de oocistos de C. felis. No entanto, 
foi ineficaz em impedir a eliminação de oocistos de T. gondii e C. felis nas fezes após a 
inoculação oral de cistos de T. gondii (OMATA et al.,1991a).  Tal estudo mostrou que, 
mesmo levando a aumento simultâneo de anticorpos IgG anti-C. felis e anti-T. gondii, a 
infecção por oocistos, cistos e taquizoítos de T. gondii foi capaz em induzir reeliminação de 
oocistos de T. gondii e algumas vezes de oocistos de C. felis. Essa reeliminação se deu mesmo 
quando se observara altos títulos de anticorpos IgG anti-T. gondii e anti-C. felis. 

Taylor et al. (1990) identificaram o complexo apical como sendo uma região 
antigenicamente semelhante entre muitos protozoários coccídios. No entanto, antígenos 
dispersos por todo o parasito também puderam ser identificados em reação cruzada para 
amostras séricas contendo IgG anti-T. gondii e anti-C. felis, evidenciando que não apenas o 
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complexo apical detém antígenos ancestralmente similares entre as espécies de coccídios 
(OMATA et al., 1991b). 

Poucos estudos abordam as características feno-protéicas e antigênicas sobre espécies 
do gênero Cystoisospora.  O único trabalho realizado identificou um grupo proteico com 22 
KDa de peso molecular específico para C. felis através de “Western Blotting” com soro felino 
positivo para IgG anti-C. felis (OMATA et al., 1991b). Entretanto, não se sabe se essa 
especificidade é absoluta ou se em outras espécies do gênero Cystoisospora, podem ser 
identificadas por tal grupo antigênico. 

Diferentemente da falta de estudos sobre espécies da subfamília Cystoisosporinae, são 
abundantes as informações a respeito da subfamília Toxoplasmatinae. Com o advento da 
reação em cadeia da polimerase e seu uso para o esclarecimento em questões taxionômicas, 
torna-se possível confirmar evidências lançadas pelos achados fenotípicos em estudos 
posteriores. Neste ponto, algumas espécies dos gêneros Cystoisospora (C. felis, C. ohioensis, 
C. suis e C. belli) foram, há alguns anos, avaliadas a partir da clonagem e sequenciamento do 
gene transcritor da subunidade 18S do RNAr (CARRENO et al., 1998; FRAZEN et al., 2000) 
e a partir do sequenciamento total realizado por Samarasinghe et al. (2008) do gene ITS1 do 
RNAr de algumas espécies deste mesmo gênero (C. felis, C. rivolta, C. ohioensis-simile, C. 
suis, C. belli, T. gondii, N. caninum, espécies do gênero Sarcocystis e espécies do gênero 
Eimeria) foi possível desenvolver um PCR específico para rápida identificação das espécies 
do gênero Cystoisospora. Possibilitando demonstrar uma proximidade genética com T. gondii 
e N. caninum. Constituindo assim, um clade grupo irmão de espécies do gênero Sarcocystis 
(Quadro 1). Com estes novos dados torna-se possível confirmar, estudos prévios (FRENKEL, 
1977, FRENKEL, 1953) que tais coccídios possuem características que fazem com que sejam 
mais corretamente inseridos na família Sarcocystidae ao invés da família Eimeriidae.  Por 
outro lado, existe conflitos entre o posicionamento de um espécie semelhante a C. felis 
encontrada no tigre siberiano na República Popular da China por Zhijun et al. (2011), apesar 
das características fenotípicas dos oocistos esporulados serem semelhantes, porém com 
sequenciamento da subunidade 18S rDNA. 
 
2.7.  SUSCEPTIBILIDADE E ESPECIFICIDADE AOS HOSPEDEIROS DA FAMILIA 
Sarcocystidae 
 
      Alguns parasitos do gênero Sarcocystis oriundos de algumas de espécies de mamíferos 
parecem apresentar uma especificidade maior aos seus hospedeiros intermediários do que aos 
seus hospedeiros definitivos, visto que algumas das espécies deste gênero só podem ser 
determinadas quando se leva em conta o seu hospedeiro intermediário. 
      Estudos em longo prazo, quando conduzidos podem evidenciar grandes mudanças 
evolutivas destes parasitos. O achado ocasional de sarcocistos em musculatura de humanos é 
um exemplo sugestivo dessa hipótese e também o coloca como hospedeiro acidental, 
configurando um parasitismo final (SMITH, 1981) e segundo Beaver et al. (1979) algumas 
espécies do gênero Sarcosystis provenientes de primatas que provavelmente usam mamíferos 
carnívoros ou grandes répteis como hospedeiros finais ocasionalmente infectam pessoas. 
      Dos seis gêneros que integram esta família, Cystoisospora, provavelmente foi o que 
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recebeu menor atenção em relação a estudo dos mecanismos de transmissão, devido a sua 
natureza críptica para formação de cistos e ao seu conceito típico de coccídio (SMITH, 1981), 
apesar de ter sido assinalado em carnívoros (DUBEY, 1975) e em gado bovino (FAYER; 
FRENKEL, 1979) pela primeira vez e, a seguir em diversos outros hospedeiros vertebrados ao 
deslumbrar a capacidade das espécies do gênero Cystoisospora, com especial atenção a C. 
felis aqui relatada. 
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Figura 2. Relação filogenética entre espécies do gênero Cystoisospora e outros coccídios, baseada pela analise do gene transdutor ITS1 do RNAr, de acordo 
com SAMARASINGHE et al. (2008) 
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3.  MATERIAL E MÉTODOS 

 

3.1. PROCEDIMENTOS A CAMPO 

 

3.1.1. Locais de desenvolvimento do experimento e origem dos animais utilizados no 
trabalho 
 Esta pesquisa seguiu o recomendado pelo COBEA (2006), com protocolo de nº 
002563 junto à comissão de ética da UFRRJ. 
 

3.1.1.1. Infecção experimental de filhotes de gatos (Felis catus) livres de infecção 

 

A infecção experimental dos gatos foi desenvolvida no laboratório de Coccídios e 
coccidioses (LCC) - Projeto Sanidade Animal (EMBRAPA/UFRuralRJ),  Departamento de 
Parasitologia Animal, Instituto de Veterinária da Universidade Federal Rural do Rio de 
Janeiro (UFRRJ), para isso, foi obtida uma gata jovem e sua prenhez determinada em seis 
semanas, através de exame ultrassonográfico.  Em seguida, o animal foi alocado em gaiola 
suspensa dentro de uma baia desinfectada previamente, para evitar a contaminação dos 
animais. Entre o período de chegada da gata e o parto, foi realizado o tratamento preventivo 
com Sulfametoxazol e Trimetoprimaa nas doses de 30 mg/kg e 6 mg/kg, respectivamente, por 
via oral, uma vez ao dia durante no período do periparto e amamentação, à semelhança do 
estudo realizado por Loss e Lopes (1997).  Foi realizada também a vermifugação com 
pamoato de pirantel, praziquantel, febantelb, um comprimido para cada 10 kg de peso, por via 
oral, em duas doses com intervalo de 15 dias entre elas. Foi realizada suplementação mineral 
e vitaminicac, para suporte do organismo do animal na dosagem de 0,5 ml/kg, uma vez ao dia. 
Durante e após o tratamento  da  gata,  foram  coletadas fezes  diariamente  até  o  momento  
da desmama e estas foram submetidas à técnica de centrífugo-flutuação com solução saturada 
de açúcar de acordo com a metodologia de flutuação de Sheater (REESE et al., 1982) para 
confirmar ausência de oocistos e quaisquer outros parasitos. 

 Após o parto, continuou-se com os cuidados a fim de evitar a contaminação ambiental 
e consequente contaminação dos filhotes. A ninhada, em número de três animais, foi mantida 
sob o cuidado materno até o 39º dia de vida, quando ocorreu desmame e início da alimentação 
dos filhotes com ração secad. Após esse período de adaptação, a mãe foi apartada dos filhotes 
e encaminhada para adoção.  
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Logo após o desmame e isolamento dos filhotes, as fezes destes foram coletadas da 
caixa higiênica diariamente até o fim do experimento, sendo submetidas à técnica de 
centrífugo-flutuação em solução saturada de açúcar, e a vermifugação preventiva dos filhotes 
foi realizada para eliminar as chances de uma contaminação via transplacentária ou 
transmamaria de quaisquer tipos de helmintos. 

 Os três filhotes de gato para a infecção experimental foram mantidos, isolados em 
gaiola dentro de uma baia que, previamente, teve o piso e paredes lavadas com hipoclorito de 
sódio a 5%. As gaiolas antes de serem utilizadas foram deixadas de molho durante 24 horas 
em hipoclorito de sódio na mesma concentração utilizada para lavagem das baias. Todo o 
complexo, baia e gaiolas, foram flambadas utilizando-se um maçarico acoplado a um botijão 
de gás (vassoura de fogo). As gaiolas foram mantidas suspensas e separadas umas das outras 
de maneira a não haver possibilidade de contato dos animais entre si e com o chão 
minimizando assim o risco contaminação. 

  Os filhotes foram acondicionados em gaiolas separadas, onde foram colocados cochos 
para água e comida ad libidum e uma caixa de poliestireno preenchida com granulado 
higiênico para gatose, para facilitar a higiene da coleta do material fecal. Todo o material 
utilizado foi previamente limpo e esterilizado a fim de evitar a contaminação dos animais. 

Os filhotes, com seis semanas de vida, foram inoculados por via oral com 500 µl da 
suspensão tamponada contendo 106 oocistos esporulados de C. felis, diluído em leite próprio 
para alimentação animalf, vide item 3.2.1 . Depois da inoculação, exames fecais foram 
realizados de acordo com a metodologia de Sheater (REESE et al., 1982), executados 
diariamente até o inicio da eliminação de oocistos, onde a partir desse momento, as fezes 
passaram a ser coletadas em sua totalidade, pesadas, diluídas em água destilada e filtradas em 
tamis com gaze dobrada duas vezes. A colheita total do material fecal foi executada durante 
todo o período de eliminação de oocistos, período patente, o que compreendeu em um 
intervalo de três semanas. A suspensão fecal filtrada foi acondicionada em garrafas de 
poliestireno de um litro, adicionada de solução aquosa de dicromato de potássio a 2,5% em 
proporção de 1:2, e submetidas à aeração forçada por meio de bomba de aquáriog, durante um 
período de 5 dias, com intervalos de aeração e descanso de 12 horas, até que os oocistos de C. 
felis atingissem uma taxa de esporulação mínima de 85% (Figura 3). 
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Figura 3. Garrafas pet submetidas à aeração forçada, para acelerar o processo de esporulação 
dos oocistos de Cystoisospora felis. 

 

 

 

3.1.1.2 Obtenção de soro heterólogo anti-Cystoisospora felis em coelhos  

 
Dois coelhos obtidos do IFRJ unidade de Pinheiral, foram transferidos para as 

instalações do laboratório de Coccídios e Coccídioses (LCC) - Projeto de Sanidade Animal 
(Embrapa/UFRRJ), Departamento de Parasitologia Animal, Instituto de Veterinária, 
Seropédica, RJ. Colocados dentro de baias isoladas em gaiolas individuais. Estes animais 
foram inoculados com extrato de proteína total de oocistos de C. felis, para produção de soro 
leporino hiperimune anti-C. felis através de inoculação intramuscular e subcutânea 
equivalente a 5 x 106 oocitos em adição a 800 µl de adjuvante completo e incompleto de 
Freund e 200 µl de PBS pH 7,2 segundo Stibbs e Ongerth (1986).  

Para o acompanhamento do desenvolvimento da infecção experimental de proteínas de 
C. felis em coelhos foram feitas coletas de sangue dos animais infectados, apartir da veia da 
orelha, com intervalos de dez dias entre elas. Perfazendo um total de sete amostras sanguíneas 
com a evolução de 0, 10, 21, 31, 42, 52 e 63 dias após a infecção (DAI), para utilização no 
teste de “western blotting”, ao fim do experimento o animal negativo foi doado e o animal 
infectado foi eutanasiado. Os procedimentos de manutenção e eutanásia para os coelhos 
seguiram as recomendações do Colégio Brasileiro de Experimentação Animal - (COBEA, 
2006), pelo Conselho Federal de Medicina Veterinária (CFMV, 2008)  
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3.1.1.3 Obtenção de soro controle positivo anti-Cystoisospora em bovinos 
 

Para desenvolver o soro controle positivo anti-C. felis foi utilizado um bezerro recém-
nascido de raça 5/8 Holandes e 3/8 Gir, pelagem araçá, proveniente de uma criação 
tecnificada do Colégio Agrícola Nilo Peçanha - IFET, Pinheiral, RJ. O bezerro obtido foi 
testado pela técnica de reação de imunofluorescência indireta para pesquisa de anticorpos 
anti-Toxoplasma e Neospora, sendo este negativo a ambos os testes e foi transferido para as 
instalações do Laboratório de Quimioterapia Experimental em Parasitologia Veterinária 
(LQEPV). Departamento de Parasitologia Animal, Instituto de Veterinária, Seropédica, RJ. 
Colocado em baia isolada com água e comida ad libdum. O animal foi inoculado com 1,5 ml 
de oocistos íntegros de C. felis, por via oral na concentração de 5 x 106 oocistos viáveis de C. 
felis. (STIBBS; ONGERTH, 1986).  

Para o acompanhamento do desenvolvimento da infecção experimental de proteínas de 
C. felis no bezerro foram feitas coletas de sangue do animal infectado, na da veia jugular, com 
intervalos regulares entre elas. Perfazendo um total de oito amostras sanguíneas com a 
evolução de zero, 1º, 3º, 7º, 14º, 21º, 28º e 35º dias após a infecção (DAI), para utilização no 
teste de “Western Blotting”, ao fim do experimento o animal foi doado.  

 
3.1.1.4 Obtenção de soro controle positivo anti-Neospora e Toxoplasma 

 
Com o objetivo de testar as possibilidades de reação cruzada entre antígenos 

provenientes de Neospora e Toxoplasma os quais possuem maior proximidade filogenética 
com o parasita do presente trabalho e por apresentarem alta frequência nos levantamentos 
sorológicos realizados em animais de produção. Foram da obtidos Imunodot® soros controleh 
positivos anti-Neospora e Toxoplasma desenvolvidos em bovinos para uso em técnicas 
laboratoriais de imunodiagnóstico. 

 

3.1.1.5 Coleta das Amostras sanguíneas de bovinos de aptidão leiteira e caracterização da 
amostragem 

 

As amostras sanguíneas coletadas foram armazenadas a -20º até o momento da realização 
do exame. Os animais selecionados foram bezerros machos e fêmeas, novilhas secas, vacas 
prenhes e em lactação, oriundos de propriedades de gado com aptidão leiteira, situadas no 
município de Rio Claro (altitude 446 m; Latitude Sul 22º43'23'' e Longitude Oeste 44º08'08'') 
com uma área de 843,4 km2, distribuídos pelos distritos de Rio Claro (sede), Lídice, Passa 
Três, São João Marcos e Getulândia. Dentro do Estado do Rio de Janeiro Região do Médio 
Paraíba, Mesorregião Sul-fluminense, Microrregião do Vale do Paraíba Fluminense. (CIDE, 
2009) (Figura 4). 
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                                    Município de Rio Claro 

 

Figura 4. Microrregião do Vale do Paraíba Fluminense em evidência o município de Rio 
Claro, estado do Rio de Janeiro. Fonte: IBGE 

 

A Região do Médio-Paraíba é onde se encontra a maior bacia leiteira Sulfluminense. O 
município de Rio Claro apresenta 32.000 bovinos, sendo 5.300 vacas ordenhadas e uma 
produção anual de 9.858 litros de leite/ano (IBGE, 2007). Para determinar o N amostral total 
necessário para a execução deste trabalho, foi usada a formula n= p (1-p).(1,96/ Δ)² 
(SAMPAIO, 2007). Para a realização da coleta dentro de cada propriedade visitada, estipulou-
se uma porcentagem de 30,0% do total de animais encontrados na fazenda e realizou-se a 
coleta das amostras sanguíneas por cada faixa etária, de acordo com a disponibilidade dos 
animais encontrados nas propriedades no horário da visita, respeitando sempre o manejo do 
pequeno produtor. Logo após a coleta era feita a aplicação do questionário epidemiológico 
junto ao proprietário ou responsável pela propriedade e as variáveis encontradas foram 
analisadas pelo programa estatístico EpiInfo™. 
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3.2 PROCEDIMENTOS LABORATORIAS 
 

3.2.1 Obtenção e seleção de oocistos esporulados de Cystoisospora felis para infecção 
experimental 

 

Um isolado puro de oocistos esporulados de C. felis, mantido no Laboratório de 
Coccídios e Coccidioses, conservado sob-refrigeração a 4ºC, foi utilizado como fonte de 
inoculação dos filhotes livres de coccídios. Este isolado puro foi procedente das fezes de gatos 
recém-desmamados e naturalmente infectados com oocistos esporulados de C. felis.  Além 
disso, este isolado vem sendo mantido através de infecções experimentais sucessivas para sua 
manutenção em laboratório, desde 2002. Neste caso, o isolado puro utilizado foi mantido 
durante um período de seis meses em solução salina de Hank (ANDRADE, 2000), para 
armazenamento prolongado foi adicionado de penicilina G e estreptomicina, na proporção de 
100 U/ml e 10 mg/ml, respectivamente e anfotericina B, na proporção de 0,5 mg/ml. A 
solução de armazenamento dos oocistos, rica em antibióticos e antifúngicos, foi removida 
através de centrifugação em tubos cônicos de poliestireno com capacidade para 15 ml a uma 
força centrífuga (F.C.) de 1.500 x g por 10 minutos a 10º C em centrífuga refrigerada modelo 
J 2-21i e o sedimento rico em oocistos foi ressuspendido em solução de PBS pH 7,2, este 
processo foi executado mais duas vezes. Os oocistos de C. felis, uma vez livres da solução de 
armazenamento foram finalmente ressuspendidos em solução de PBS pH 7,2 sendo 
quantificado o número de oocistos por volume de suspensão, verificada em câmara 
hemocitométrica, sendo possível determinando um volume de 106 oocistos/ml. A suspensão 
final de oocistos esporulados serviu como inóculo para os gatos livres de coccídios.  

 

3.2.2  Purificação dos oocistos esporulados de Cystoisospora felis 

 

A purificação dos oocistos esporulados recém eliminados, se iniciou pela remoção do 
dicromato de potássio a 2,5% da suspensão de oocistos através de centrifugação em frascos de 
vidro para centrífuga com  tampa rosqueável de capacida de 300 ml. Foi centrifugado a F.C. 
de 500 x g por 10 minutos a 10° C. O sedimento foi ressuspendido e centrifugado em água 
destilada até que visualmente não se observassem mais traços de dicromato de potássio na 
suspensão. 

Os oocistos esporulados de C. felis foram purificados, visando à remoção máxima de 
resíduos fecais. Antes do início das etapas subsequentes de limpeza foi adicionado um ml de 
Ácido Sulfúrico (H2SO4) a 5% na proporção 1:10 no material fecal, para evitar a proliferação 
de fungos e bactérias, devendo logo após ser lavado, no mínimo cinco vezes com água 
destilada para remoção de resíduos químicos. Para uma boa concentração dos oocistos 
esporulados  de  C. felis,  o  material  recuperado  foi  submetido  à técnica de suspensão por 
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 sacarose segundo Truong e Ferrari (2006), para ter uma melhor separação dos oocistos 
esporulados dos resíduos fecais, pois por diferença de densidade as partículas mais densas 
precipitam e as partículas mais leves flutuaram, a partir deste princípio os oocistos flutuaram 
se separando do resíduo fecal. Esse sobrenadante repleto de oocistos recuperado, foi diluído 
em PBS pH 7,2 e em seguida centrifugado a 500 g e o “pelet” formado foi armazenado em 
tubo  s tipo Falcon com 50 ml de capacidade. 

O “pelet” que foi recuperado na etapa anterior foi submetido à terceira etapa de 
limpeza, utilizando a técnica centrífugo-flutuação em camada dupla descontínua primária e 
secundária de solução de sacarose (ARROWOOD; STERLING, 1987) com modificações. 
Adaptou-se a técnica para tubos vítreos de hemólise com capacidade de 15,0 ml, onde se 
utilizou: 5,0 ml de solução de sacarose com gravidade específica (g.e.) próxima a 1.103 g/l; 
5,0 ml de solução saturada de açúcar com g.e. próxima a 1.064 g/l e 2,5 ml de suspensão 
aquosa de oocistos  esporulados de C. felis provenientes do segundo passo de limpeza. As 
soluções de sacarose foram enriquecidas com tween 80 e centrifugadas, conforme referencia 
supracitada. Após a centrifugação, obtiveram-se, em meio à solução de sacarose, dois anéis 
horizontais de material leitoso (Figura 4) que foram removidos através de sucção, utilizando-
se pipeta automática de 1000 l e ponteiras plásticas de poliestireno, o material removido da 
solução de sacarose estava rico em oocistos de C. felis e com expressiva diminuição de 
resíduos fecais. A suspensão purificada de oocistos foi diluída em água destilada na proporção 
1:1 e centrifugada (f.c.) a 500 g por 10 minutos a 10º C. O sedimento foi ressuspendido em 
solução salina de Hank com penicilina, estreptomicina e anfotericina B e armazenado a 
temperatura de refrigeração, em torno de 4º C para posterior utilização. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Dupla camada primária e secundária de solução de sacarose (ARROWOOD; 
STERLING, 1987) com adaptações. 
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3.2.3. Preparação, Fragmentação e Dosagem do extrato antigênico total   

 

 Para certificar que a amostra refrigerada, de oocistos esporulados de C. felis, estava 
livre de contaminantes como fungos e/ou bactérias (Figura 5), esta foi lavada com Ácido 
Sulfúrico a 5% e deixado interagir por 20 minutos. Aproximadamente um ml de solução na 
concentração de 5 x 106 oocistos esporulados de C. felis foi tomada e a solução de 
preservação associada com Acido Sulfúrico a 5% foi removida através de centrifugação, 
conforme o item anterior. O sedimento rico em oocistos foi ressuspenso e centrifugado em 
tubos cônicos de poliestireno em 5,0 ml de PBS estéril, cinco vezes, para remoção de todo 
resíduo do Ácido Sulfúrico e da solução de conservação. Ao final deste processo o sedimento 
foi ressuspendido mais uma vez em 1,0 ml de tampão de lise (100 mM Tris, 10mM EDTA, 
1% Nonidet™, 0,2 mM TLCK, 2 mM PMSF) e vertido em um tubo de microteste para 
titulaçãoj de tampa rosqueável, de polipropileno, com capacidade de 2,0 ml. Foram 
adicionadas esferas de porcelana com diâmetro 2,0 – 2,5 µm.  Em seguida, o tubo foi 
submetido a 12 ciclos de agitação, no aparelho desfragmentador de célulask, com duração de 
30 segundos e intervalo de 30 segundos em banho de gelo para desfragmentação total dos 
oocistos esporulados de C. felis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 6. Oocistos esporulados de Cystoisospora felis, após a utilização do processo de 
limpeza de resíduos fecais. Solução de sacarose (escala = 10m). 
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Para se definir o número de oocistos apropriado para uma expressão mais nítida das 
bandas proteicas, foi necessária a quantificação dos oocistos em câmara hemocitométrica, 
onde são contados o número de oocistos nos quatro quadrantes externos, os valores obtidos 
foram somados e multiplicados pela constante de 2.500, conforme fórmula abaixo (COSTA; 
PEDROSO-DE-PAIVA, 2009): 

 

Células somadas nos 4 quadrantes x 2.500 = oocistos/ml. 

 

O triturado de oocistos esporulados de C. felis foi submetido à filtragem para retirada 
de impurezas, com filtro de 45µml em seguida submetido à dosagem proteica segundo o 
método de Folin (LOWRY et al., 1951), obtendo-se uma concentração media de proteínas de 
3,0 mg/ml. Em seguida o material foi armazenado a -20 ºC até o momento da aplicação em 
gel de poliacrilamida-SDS a 12%.  

 

3.2.4. Preparação, Fragmentação e Dosagem do extrato antigênico de  Toxoplasma 
gondii 
  

A cepa RH de taquizoítos de T. gondii foi obtida de material congelado em nitrogênio 
líquido do LCC, proveniente de manutenção em peritônio de camundongos Balbc.  Foi 
descongelada uma ampola contendo 106 taquizóitos de T. gondii, em banho-maria a 37ºC. 
Logo após o descongelamento o tubo foi centrifugado a 1500 g por 10 minutos para 
concentração dos taquizóitos na extremidade do tubo, o sobrenadando foi descartado e o 
“pelet” ressuspenso em PBS pH 7,2  e submetido a centrifugação por mais duas vezes para 
retirada da de todo resíduo líquido conservante. 
 Com “pelet” formado o sobrenadante foi novamente descartado e este ressuspenso em 
1,0 ml de tampão de lise homogeneizado e esse líquido vertido em tubo de microteste para 
titulação de tampa rosqueável. Em seguida, foram adicionadas esferas de porcelana com 
diâmetro 2 – 2,5 µm e o tubo foi submetido a cinco ciclos de agitação conforme o descrito no  
item anterior. O material foi filtrado e em seguida submetido a dosagem de proteínas segundo 
o método de Folin (LOWRY et al., 1951) obtendo uma concentração media de 2,8 mg/ml. O 
material foi armazenado para posterior aplicação em gel de poliacrilamida-SDS a 12%. 
 
 
 
 
 
 
 



25 
 

3.2.5. Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de sódio a 12% (sds-
page) de triturado de oocistos esporulados de Cystoisospora felis 

   

Para desenvolvimento da eletroforese, 500µl do material triturado de oocistos de  C. felis 
foi adicionado a 500 μl de tampão de solubilização (2% 2-mercaptoetanol, 12,5 mM tampão 
Tris-HCl pH 6,8, glicerol a 20%, 2 mM PMSF, SDS a 4,6%) e submetidos a aquecimento em 
banho-maria a 100 ºC por cinco minutos com a finalidade de promover a desnaturação de suas 
proteínas constituintes. 
 A eletroforese em sistema descontínuo (LAEMMLI, 1970; ANDREWS, 1981; 
ALFENAS, 1998), foi realizada em gel de SDS-poliacrilamida a 12% (SDS-PAGE) com 
proporção acrilamida-bis acrilamida 30:1; utilizando cuba para eletroforesem, fonte geradora 
de corrente elétrican e unidade de refrigeraçãoo  (Figura 6). 
 Realizou-se a aplicação progressiva do triturado de oocistos de C. felis em poços 
isolados (Figura 7) do gel nas seguintes quantidades, de padrão e proteína bruta: 10 e 60 µl, 
respectivamente. O processo de eletroforese foi executado a 150 Volts para fase de 
empilhamento e resolução do gel por aproximadamente cinquenta e cinco minutos. 

Após a corrida, o gel foi fixado em solução de metanol-ácido acético por 15 minutos, à 
temperatura ambiente.  Corado por solução de azul de Comassie   250Rp  por 45  minutos a 
temperatura ambiente, em seguida descorado com solução ácido acético-metanol  até  a  total  
revelação  dos  zimogramas.  Com  o  gel  corado,  sua imagem foi Capturadaq e depois 
analisado por um programar específo para determinar o peso molecular e todas as 
características dos zimogramas. Logo após esse processo, o gel foi re-fixado em solução de 
ácido acético a 5% por 30 minutos, à temperatura ambiente e montado em papel celofane 
porosos para registro do ensaio. 

 Utilizou-se um padrão protéicos de alto peso molecular para a eletroforese contendo, 
dez bandas de ampla gama (10 – 250 KDa) e múltiplas cores. 
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Figura 7. Sistema completo para realização da eletroforese descontínua em gel de 
poliacrilamida-SDS. Fonte geradora de corrente elétrica (A), Cuba para eletroforese (B) e 
Unidade de refrigeração (C). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Eletroforese descontínua em gel de poliacrilamida a 10% (A), em detalhe os poços 
isolados para aplicação das amostras e as mesmas se deslocando em função do campo elétrico 
(B). 
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3.2.6. Preparação das amostras séricas 

 

 Após a higienização local, foi feita a coleta de sangue a partir da veia jugular 
utilizando agulhas  descartáveis e tubos para coleta a vácuo com capacidade de dez ml. Após 
a coleta os tubos eram acondicionados em caixa de isopor refrigerada com gelo biológico e 
encaminhados ao Laboratório de Coccídios e Coccidioses para o processamento. Depois do 
período de coagulação, os tubos de coleta foram submetidos a 1500 g durante dez minutos 
para extração do soro sanguíneo a partir de pipetador automático e seu acondicionamento 
feito em tubos do tipo Eppendorf com capacidade de dois ml. Estes foram devidamente 
numerados, identificados e armazenados em freezer a -20 ºC até o momento do uso. 

 
3.2.7.  Transferência das proteínas de Cystoisospora felis do gel para o papel “Western 
Blotting” 

  
O procedimento de transferência das proteínas do gel para o papel de nitroceluloset foi 

adaptado segundo as técnicas de Towbin et al. (1979), Kurien e Scofield (2003) e Burnette 
(1981), para uma recuperação quantitativa das proteínas contidas em géis de poliacrilamida-
SDS a 12%. Foi montado um sanduíche com as seguintes camadas: uma almofada de  
poliestireno porosa (13,5 x 14,0 cm e 1,2 mm); três a quatro folhas de papel filtrou 10,5 x 8,5 
cm; o gel de poliacrilamida-SDS contendo  as  proteínas  (10,0 x 8,0 cm),  papel de 
nitrocelulose  com 0,45 µm de espessura, mais  três  a  quatro  folhas  de  papel  filtro  e  
finalizando  uma segunda  folha de espuma de poliestireno porosa. Todos os componentes do 
sanduíche foram pré-umedecidos na solução de transferência (Glicina 30%, Trisbase, SDS a 
10% e Metanol). O sanduíche foi colocado na cuba de transferênciav, submergido no tampão 
de transferência e o processo de eletrotransferência  executado a 30 Volts durante 
aproximadamente quatro horas. Após esse período, o sanduíche foi desmontado e a membrana 
de nitrocelulose corada com Ponceau Sw, para possibilitar a visualização e certificar que as 
proteínas foram eletrotransferidas (Figura 8A), depois à membrana foi descorada com água 
destilada. O ‘blot’ foi incubado com leite em pó desnatadox e submetido ao agitador de 
Kline®y por uma hora (Figura 8B). Esta substância bloqueante, tem como função ocupar os 
espaços livres entre as bandas na membrana impedindo as interações não específicas entre a 
membrana e o anticorpo usado para a detecção da proteína alvo. Em seguida, o’blot’ foi 
colocado  no  aparelho  multicanalz  com  canaletas  individuais e as amostras de soro de 
bovinos foram submetidasa técnica de Western Blotting na diluição 1:500 em PBST pH 7,2, 
durante uma noite sob agitação (Figura 9). Neste período o anticorpo reagiu com o antígeno 
adsorvido na membrana. O ‘blot’ foi lavado com PBST pH 7,2 e depois adicionou-se o 
conjugadoa’ (IgG anti-IgG bovino, marcado com fosfatase alcalina) diluído 1:1000 em tampão 
fosfato com tween 20 (PBST) pH 7,2. Esta ultima etapa teve um período de incubação por 
duas horas. 
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O processo de imunodetecção ocorreu quando foi adicionado o substrato 5-Bromo-4-
Chloro-3-Indol YL Phosphate/Nitro Blue Tetrazolium (BCIP/NBT)b’, contendo cromógeno, 
dentro das canaletas que se encontrava em contato com o ‘blot’, ocorrendo à revelação 
gradativa das bandas, como pode ser observado na figura 10. 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Cystoisospora felis. Preparação do blotting. Membrana de nitrocelulose corada com 
Ponceau S, para visualização das proteínas transferidas (a) e incubação em uma solução com 
leite em pó desnatado (b). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10.  Incubação over night do soro heterólogo anti-Cystoisospora felis no aparelho 
multicanal com canaletas individuais no Aparelho Mini Protean® II Multiscreen. 
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Figura 11. Teste de Western Blotting utilizando soro bovino experimentalmente infectado 
incubado em canaletas isoladas. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
 

4.1 PROCESSO DE ESPORULAÇÃO, ISOLAMENTO E PURIFICAÇÃO DOS 
OOCISTOS RECUPERADOS DE Cystoisospora felis 
 
 O número de oocistos esporulados recuperados foi na ordem de 106 oocistos/ml, 
semelhante ao obtido previamente por Carvalho Filho et al., (2004) e Meireles et al. (2009), 
concentração esta que permitiu uma melhor expressão das proteínas no gel. Outro fator 
determinante para essa evidenciação foi a diminuição da porosidade no SDS-PAGE, 
utilizando a concentração a 12% para melhor aproveitamento com relação aos oocistos e 
visualização das proteínas constituintes de sua estrutura total. Com o uso da bomba de 
aquário, com intervalos de 12 horas de aeração intercalados com 12 horas de descanso, foi 
possível acelerar o processo de esporulação, minimizando o tempo de espera desse processo e 
otimizando também as porcentagens de recuperação dos oocistos esporulados, sendo a 
mínima porcentagem de esporulação obtida de 85%.  Desta forma, permite-se a recuperação 
de oocistos com um maior número de estruturas integras proporcionando um maior número de 
bandas diferenciadas. Associado a isso, o trabalho com material recém-eliminado, a agilidade 
do processo de esporulação, concentração e limpeza, não excedendo a um período superior a 
três meses (DE MEIRELES, 2009) evitou a proliferação de microrganismos e a ação das 
enzimas responsáveis pela degradação das proteínas existentes no oocisto esporulado, 
conforme o observado por Leek e Fayer (1979). Apesar da técnica de recuperação empregada 
neste trabalho ser a mesma utilizada por De Meireles (2009), constatou-se que houve perda na 
quantidade das proteínas recuperadas dos oocistos, apesar de utilizar o mesmo número de 
oocistos (5 x 106). Este fato foi observado ao se submeter o material a dosagem proteica 
segundo a técnica de Folin (LOWRY, et al., 1951), obteve-se uma concentração media de 
proteínas igual a 3,0 mg/ml, quando essa mesma concentração de oocistos fornecia 5,0 mg/ml 
de proteína (DE MEIRELES, 2009). Também foi possível obsevar deformação rápida da 
parede dos oocistos, mesmo em solução adequada de conservação e a degeneração rápida das 
proteínas extraídas dos oocistos a partir do desfragmentador celular. Tal observação pode 
estar relacionada com a longa manutenção (10 anos) desta cepa em laboratório para infecção 
exclusivamente por via oral em felinos, provavelmente perdendo algumas de suas 
características estruturais e fenotípicas. Como observado com as espécies Besnoitia jellisoni e 
Toxoplasma gondii, que ao serem usados em estudos de infecção repetida em longo prazo 
para observar adaptabilidade e diversidade, ocorrendo a perda de alguns estádios de 
desenvolvimento e evolução desses parasitos. Pôde-se observar que B. jellisoni perdeu a 
capacidade de formar cistos na musculatura e a perda da capacidade de produção de oocistos 
de T. gondii ao se trabalhar com a passagem de seus taquizoítas em camundongos de 
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laboratório por longos períodos (FRENKEL et al., 1976, GOLDMAN et al., 1957, LUNDE; 
JACOBS, 1965). 
 
4.2  ANÁLISE MORFOLÓGICA DE OOCISTOS DE Cystoisospora felis 
 

Baseado em um número mínimo de 10 oocistos por dia de eliminação, foram 
mensurados um total de 140 oocistos, dos quais foram obtidas as medidas dos diâmetros 
maior 41,27 ± 2,45 µm, menor 29,63±1,65 m e o Índice morfométrico 1,38 ± 0,074 m, 
comparando-os com outros autores conforme observados abaixo (Tabela 1). 

Com base nos valores das medidas dos oocistos de C. felis foi feita a reta de regressão, 
sendo possível evidenciar que no material coletado havia uma única espécie, pois, a maioria 
dos valores se encontra próximos a reta e o valor de R² encontrado, apesar de ser abaixo de 
0,5 se torna ideal para a análise desta espécie devido a seu pleomorfismo e seu formato 
elipsóide (Figura 11). 

 
 
 

Tabela 1. Comparação das medidas de oocistos esporulados de Cystoisospora felisx            
registrados por diferentes autores. 

  
 

Medidas (µm) 

Rocha e Lopes 

(1971) 

Shah 

(1971) 

Carvalho Filho 

et al. (2005) 

Presente 

Trabalho 

Oocistos 

esporulados 
100a 40 40 140 

Diâmetro maior 39,38 ± 3,07 42 (38 – 51)b 39,78 ± 3,66 42,30 ± 2,40 

Diâmetro menor 30,51 ± 2,18 31 (27 – 39)b 30,69 ± 1,84 29,70±1,63 
Índice 

Morfométrico 
NA NA 1,30 ± 0,10 1,39 ± 0,072 

    a Número de mensurações 
    b Média e intervalo de mensurações entre parênteses 
    NA – Não avaliado 
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Analisando a figura 12 e a figura 13, que se referem a distribuição das medidas dos 
oocistos esporulados de C. felis, observa-se que as frequências nas classes aumentam e 
diminuem gradativamente, ou seja, as medidas dos oocistos apresentam-se em menor 
quantidade nos limites dos valores e em maior quantidade nos valores medianos, 
caracterizando, assim, que o material recuperado possuía oocistos distribuídos de maneira 
uniforme assemelhando-se aos oocistos esporulados encontrados por Rocha e Lopes (1971) e 
Carvalho Filho (2005). 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

 
 
 
Figura 12. Reta de regressão dos valores de diâmetros, maior (DM) e menor (dm) dos 
oocistos esporulados de C. felis 
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Figura 13. Distribuição das médias das frequências dos oocistos esporulados de 
Cystoisospora felis recuperados de fezes de gatos experimentalmente infectados. (a) Diâmetro 
maior, (b) Diâmetro menor e (c) Índice morfométrico. 
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4.3 COMPLEXOS PROTÉICOS DE OOCISTOS ESPORULADOS DE C. felis OBTIDOS 
ATRAVÉS DE SDS-PAGE A 12%  
 

Na análise do gel a 12% foram detectadas, 25 bandas proteicas, nos zimogramas do 
extrato de antigênico de C. felis. Das bandas identificadas seus valores foram calculados a 
partir do programa Quantity One®p e obtiveram-se os seguintes pesos moleculares 
aproximados: 266; 240; 186; 165; 140; 119, 112, 105, 98, 90, 78, 55, 47, 42, 37, 35, 30, 27-
28, 25, 22, 19, 18, 16, 17, 14 KDa. Dentre estas as 140, 47, 42, 37, 35, 30, 27 KDa foram 
complexos proteicos mais fortemente identificados nos zimogramas desta corrida, 
apresentando pico da quantidade relativa de concentração das bandas de 2,1; 3,5; 3,2; 2,6;3,1; 
3,6; 3,3 % respectivamente, esses valores foram obtidos pelo mesmo programa supracitado. 
Os resultados obtidos neste trabalho diferem em parte dos obtidos por De Meireles (2009), 
das bandas identificadas do extrato antigênico que apresentaram similaridade foram as de 27, 
30, 37, 97-98, 111-113 KDa. Esta diferença pode estar relacionada ao processo diferente 
usado para obtenção do extrato antigênico de C. felis. Antes era utilizando um sonicador 
ultrassônico de ponta na frequência de 60 Hz e devido à alta concentração de oocistos este 
processo acabava sendo muito demorado, de 130 a 150 ciclos, provavelmente danificando as 
primeiras proteínas obtidas, levando a formação de várias sub-unidades de uma mesma 
proteína e degenerando outras. Neste trabalho, a metodologia utilizada, já descrita no material 
e métodos (item 3.2.3.), agilizou o processo para obtenção do extrato antigênico diminuindo 
para 12 o numero de ciclos, associado à utilização de um novo inibidor de protease, o qual 
confere maior estabilidade da proteína no período de armazenagem e conferindo maior nitidez 
das bandas no gel (Figura 14).  

Do extrato antigênico total obtido neste trabalho foi encontrada a proteína de -22 KDa, 
semelhante a obtida por Omata et al. (1991b) onde identificou essa proteína a partir do 
imunoblotting com esporozoitas de C. felis em soro de gatos experimentalmente infectados 
por via oral com oocistos deste parasito.  
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Figura 14. SDS-PAGE a 12% de proteínas de oocistos esporulados de Cystoisospora 
felis  
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Sabe-se que oocistos e esporozoítas de T. gondii têm duas bandas protéicas com peso 
molecular aproximado 25 e 67 KDa, as quais são ausentes em taquizoítas (KASPER; WARE, 
1985). A proteína de 25 KDa do presente trabalho de produto esporulado de C. felis podem 
dividir similaridades com as de oocistos e esporozoítas de T. gondii, baseando-se nas relações 
taxionômicas relativamente homofiléticas entre as espécies de Cystoisospora e T. gondii 
(SMITH, 1981; CARRENO, et al., 1998; SAMARASINGHE, et al., 2008). 

Diversos estudos relacionados à identificação de antígenos e proteínas constituintes de 
diferentes fases do ciclo biológico de T. gondii têm sido estudados. As proteínas encontradas 
neste trabalho de 14; 22; 30; 43 e 97 KDa são frequentemente encontrados em taquizoítas da 
cepa C e RH de T. gondii. Entretanto, determinados complexos protéicos de esporozoítas de 
T. gondii têm sido identificados como específicos para esporozoítas de T. gondii (KASPER et 
al., 1983; KASPER et al, 1985). Tais proteínas têm sido observadas com pesos moleculares 
de 25 e 67 KDa.  Flausino et  al. (1997), ao avaliar proteínas constituintes de taquizoítas da 
cepa C congênita e da “SERO-47” de T. gondii isolada de cérebro e coração de galinhas, 
observaram grupos comuns de 30; 34,7; 43; 50; 58; 67; 80; 97 KDa. A semelhança destes 
trabalhos o grupo protéico de 30, 35, 43 e 97-98  KDa  foram evidenciadas no presente 
trabalho no extrato total oocistos esporulados de C. felis.  

No trabalho de identificação e caracterização de antígenos úteis da taquizoítos de 
Neospora caninum (NC-1) para o diagnóstico conduzido por Bjerkas et al. (1994) foram 
evidenciadas como bandas proteicas de importância as seguintes: p17, p29, p30 e p37. 
Proteínas essas, importantes antígenos para diagnóstico da Neosporose em uma variedade de 
espécies animais. Assemelhando-se a estes resultados, também foram identificadas neste 
trabalho as seguintes bandas imunodominantes: p17, p30 e p37. Sendo a p17 associada às 
roptrias, organelas encontradas nos estádios infectantes de todos os coccídios e acredita-se 
que a liberação desta proteina esteja associada a penetração celular de acordo com estudos 
feitos  com  T. gondii (DUBREMETZ, et al., 1985, SPEER, et al., 1999). A p29-30 estaria 
associada a grânulos densos e proteina tubular e a membrana do vacúolo parasitóforo. Em T. 
gondii e outros coccídios, a secreção dos grânulos densos seria considerado como fator 
crucial na formação do vacúolo parasitóforo, uma estrutura característica importante dos 
parasitas protozoários para evasão do sistema imune, sua sobrevivência e desenvolvimento no 
meio intracelular dos hospedeiros (LERICHE; DUBREMETZ, 1991; TORII, et al., 1989; 
SANTORO, et al., 1985). Por último a p37 seria caracterizada como um componente amorfo 
associado a membrana de superfície do taquizoito de NC-1 (DUBREMETZ, et al., 1985). 

Mesmo com o grande conhecimento acerca de constituintes protéicos e antigênicos de 
outras espécies da família Sarcocystieda, em especial T. gondii, muito pouco se sabe ainda 
sobre o mesmo em espécies do gênero Cystoisospora e sua inter-relação com os demais 
coccídios desta família. 
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4.4 Complexos protéicos de oocistos esporulados de Cystoisospora felis comparados 
taquizoítas de Toxoplasma gondii obtidos através de sds-page a 12%  

 

Quando os complexos proteicos de C. felis foram comparados aos complexos obtidos de 
taquizoítas de T. gondii Cepa RH, foi possível observar uma similaridade em cinco proteínas 
de peso molecular aproximado de 47, 42, 37, 30, 25, 16-17 e 14 KDa. Devido a sua 
proximidade filogenética foi possível observar que os dois parasitos dividem proteínas 
comuns o que dificultaria a determinação do diagnóstico quando as mesmas forem usadas 
como antígeno para diagnóstico. Por esse motivo, se faz importante o conhecimento dessas 
bandas proteicas para sua exclusão quando se aplicar o teste imunoenzimático, observando a 
resposta imunodominante de anticorpos comuns, a semelhança do trabalho desenvolvido por 
Bjerkas et al. (1994). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
Figura 15.  SDS-PAGE a 12% de proteínas de oocistos esporulados de Cystoisospora felis e 
Taquizoítas de Toxoplasma gondii. À esquerda, padrões de peso molecular, ao centro 
proteínas de oocistos esporulados de C. felis e a direita proteínas de taquizoitos de T. gondii 
em quilodaltons (KDa), coradas pelo azul de Coomasie 250R. 

Padrão                       C. felis                         T. gondii 
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4.5  Análise soro controle positivo em bovinos contra soro controle positivo e soro 
hiperimune em coelhos anti-Cystoisospora felis 

 

 Como o material utilizado para diagnóstico foi o extrato antigênico total contendo 
proteínas tanto de parede, como de estruturas internas e esporozoítas. O soro controle 
positivo e o hiperimune são desafiados junto aos antígenos específicos de C. felis tornando 
possível diferenciar quais bandas seriam de estruturas internas ou do esporozoíta. Sendo este 
ultimo de maior importância, a partir dele ocorre a penetração celular, com isso o esporozoíta 
é responsável pelo estabelecimento da infecção,. 

Foi encontrada a resposta imunodominante de anticorpos direta contra as seguintes 
proteínas, listados na tabela abaixo: 

 

Tabela 2. Comparação da resposta das bandas proteicas dominantes em soros anti-
Cystoisosora felis  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Itens 
Soros Testados 

Bovino Oral Coelho Oral Coelho Hiperimune 

1 208 227 220 
2 138 208 197 

3 113 186 186 
4 106 126 144 

5 62 113 113 

6 56 106 106 

7 51 41 70 
8 48 38 60 

9 44 34 55 
10 38 30 48 

11 36 28 40 
12 33 24 38 

13 30 21 35 
14 27 18 32 

15 - 16 28 
16 - - 26 

17 - - 23 
18 - - 21 

19 - - 16 
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Baseado nos resultados observados no ensaio comparado das respostas entre o soro 
controle positivo e o hiperimune desenvolvido em coelhos foi possível observar que as 
respostas imunodominantes de anticorpos, evidenciaram proteínas tanto de baixo, como alto 
peso molecular. Sendo que no soro hiperimune seria a reação estimulada a toda e qualquer 
proteína constituinte da estrutura do oocisto. Quando comparamos esta resposta contra a do 
soro controle positivo em coelho, observamos haver a resposta antigênica contra a forma de 
penetração celular, o que indicaria pertencer aos esporozoítas. Sendo as que determinaram 
forte reatividade: 227, 208, 186, 126, 113, 106, 41, 38, 34, 30, 28, 24, 21, 18, 16 KDa. 
Quando se coloca a resposta antigênica do soro controle positivo em bovinos frente ao soro 
controle positivo de coelhos, observa-se resposta similar quanto ao reconhecimento de bandas 
proteicas, tanto de alto como de baixo peso molecular, indicando também pertencer aos 
esporozoítos. Tendo em comum resposta a estas bandas imunodominantes: 27-28, 30, 38, 
106, 113, 208 KDa.  Contudo, mais investigações com soro anti-esporozoíta de C. felis e 
anticorpos monoclonais específicos precisam ser feitos para confirmar esta hipótese.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Resultado do “ Western blotting” (C+) soro controle positivo em bovinos, (o) 
Soro infecção Oral e (H) Soro hiperimune em coelhos anti-Cystoisospora felis. 

 

4.6 Resultados do teste de imunodetecção em situação experimental  

 

No “Western blotting”, quando as amostras de soro heterólogo anti-C. felis foram 
testadas apresentaram um perfil antigênico de C. felis gradual de acordo com a progressão da 
infecção. Foram testadas amostras sanguíneas com: dia zero, 1º, 3º, 7º, 14º, 21º, 28º e 35º dias 
após infecção (DAI) do bezerro experimentalmente infectado com extrato total de oocistos 
esporulados de C. felis via oral. Foram tomados para fins de frequência e comparação, os 
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valores da fase recente (14º DAI) e da fase latente (35º DAI) onde, pôde-se então observar 
uma resposta imunodominante de anticorpos direta contra as seguintes ptns: 208, 138, 113, 
105-107, 62, 56, 51, 48, 44, 37-38, 36, 33, 30, 27  KDa (Tabela 3). Das amostras sanguíneas 
coletadas do bezerro, pôde-se evidenciar a progressão da resposta imune contra o parasito, 
indicando que o parasito fez penetração celular e desenvolvimento de cistos monozóicos em 
tecido extra-intestinal, com consequente estabelecimento da infecção. 

 
 

 

Tabela 3. Distribuição das bandas do imunoblotting anti-Cystoisospora felis de um bovino 
infectado experimentalmente via oral com 106 oocistos esporulados. 
 

 

 

Itens 

Proteínas (KDa) 

Dias Após 

Infecção 

Infecção 

 

Comum à 

ambas 

Recente Latente  
0 14º 35º 

       

1   - 273  X  

2  - 208 208   X 

3   - 212  X  

4  - 138 - X   

5  - 113 113   X 

6  - 106 106   X 

7  - 62 - X   

8  - 56 - X   

9  - 51 - X   

10  - 48 48   X 

11  - 44 44   X 

12  - 38 - X   

13  - 36 - X   

14  - 33 - X   

15  - 30 - X   

16  - 27 - X   
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4.7.  COMPARAÇÃO DAS RESPOSTAS DOS SOROS CONTROLE POSITIVO Neospora 
e Toxoplasma FRENTE AO ANTÍGENO DE Cystpisospora 
 
 A partir do “Western Blotting”, foram jogados frente ao antígeno de C. felis os 
respectivos soro controle positivos e a comparação do perfil antigênico de Cystoisospora com 
o perfil de Neospora e Toxoplama foi feita, por serem mais filogenéticamente próximos, com 
isso foi possível eliminar as bandas comuns (Tabela 4) que poderiam implicar em uma reação 
cruzada entre alguns polipeptídeos constituintes de sua estrutura, para selecionar as bandas 
responsáveis pelo diagnóstico específico de Cystoisospors felis, como o observado por Araújo 
et.al. (1984). Nesse sentido foram listadas todas as bandas proteicas imunodominantes 
detectadas no programa Quantity One® conforme tabela abaixo: 
 
 
 
 
Tabela 4. Perfil dos polipeptídios imunodominantes dos respectivos soros controle positivos. 

 

Itens 

Soros Teste 

Bovino 

anti-Cystoisospora 

KDa 

Bovino 

anti-Toxoplasma 

KDa 

Bovino 

anti- Neospora 

KDa 

1  208 192 215 

2  138 61 75 

3  113 56 51 

4  106 49-51 48 

5  61-62 47-48 44 

6  56 45 38 

7  51 43-44 33 

8  48 41 30 

9  43-44 37-38 29 

10  36-38 35 26 

11  33 33 25 

12  30 - 21 

13  27 - 18 

14  - - 16 
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De acordo com os dados obtidos através do ensaio imunoenzimatico e exposto na 
tabela acima foi possível determinar quais as bandas em comum, entre o soro controle 
positivo anti-Cystoisospora e anti-Toxoplasma, sendo estas com peso molecular aproximado 
de: 61, 56, 49-51, 47-48, 43-44, 37-38, 33 KDa.  

Quando comparados, o soro controle positivo anti-Cystoisospora, anti-Toxoplasma e 
anti-Neospora (Figura 16), as bandas proteicas comuns foram: 51, 48, 44, 37-38, 33, 30 KDa. 
Como estes parasitos são pertencentes a mesma família, são intracelulares obrigatórios, 
possuem os  mesmos mecanismos de transmissão estas proteínas podem estar relacionadas as 
estruturas internas comuns. 

 
 

 
 
 
 

Figura 17. Resultado do teste de ‘Western Blotting’ em soro de Bovino controle positivo para 
Neospora, Toxoplasma e Cystoisospora. (P) Padrão 250, (C-) Soro controle negativo, (C+) 
Soro controle positivo C. felis, (N) Soro controle positivo Neospora, (T) Soro controle 
Toxoplasma, (A).  Amostras provenientes de propriedades de aptidão leiteira da mesoregião 
de Rio Claro, estado Rio de Janeiro, infectados naturalmente.  

 
 
 
 Corroborando com os resultados de trabalhos anteriores (LERICHE; DUBREMETZ, 

1991; TORII, et al., 1989; CHARIF, et al., 1990; VERHOFSTEDE et al., 1988; WARE; 
KASPER, 1987),  na execução da técnica enzimática, também  foi possível identificar a p29-
30, provavelmente associada a grânulos densos, proteína tubular e a membrana do vacúolo 
parasitóforo e por ser comum a todos os coccídios analisados. Também foi encontrada neste 
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trabalho a p37-38, que em imunoensaios de fixação encontrou-se associada a proteína de 
superfície da membrana de taquizoítas e foi evidenciada no soro de vacas, mesmo após 14 
meses de  infecção. Sendo possível que este antígeno detectado seja proveniente de formas 
latentes de infecção do parasita (BJERKAS, et al., 1994). 

Após essa análise foi possível, evidenciar o perfil proteico específico de Cystoisospora 
felis, conferindo um diagnóstico mais sensível e específico para este parasito. Os 
polipeptídeos marcadores de peso molecular aproximado foram as seguintes: p206-208, p137-
139, p112-113, p104-107, p27-28, responsáveis por determinar a positividade dos animais 
testados para Cystoisospora felis naturalmente infectados. 

 
 

4.8 Resultados do Teste de Imunodetecção em Condição de Infecção Natural 
 
 Para padronização das respostas antigênicas quando aplicado ao soro homólogo em 
bovinos oriundos de propriedades de aptidão leiteira, frente ao immunblotting (Figura 17) e 
consequente caracterização do animal positivo. Foi observada a frequência das cinco bandas 
evidenciadas como realmente específicas ao parasita de estudo, sendo elas: p206-208, p137-
139, p112-113, p104-107, p27-28, doravante chamadas de Ptn 1, Ptn 2, Ptn 3, Ptn 4 e Ptn 5. 
Pôde-se observar conforme tabela 5, uma frequência maior das bandas da Ptns 2, Ptn 4 e Ptn 
5. Evidenciando a Ptn 5 como de maior importância para o diagnóstico, assemelhando-se ao 
realizado por Galván-Ramires et al. (1998) onde analisa a frequência de antígenos 
imunodominantes em soro de humanos Toxoplasma positivos e evidencia duas bandas de 
importância para diagnóstico e por Freschi et al. (2005). Devido sua maior frequência e maior 
reatividade, a Ptn 5, de menor peso molecular poderia estar relacionada com uma proteína  
marcadora da resposta especifica em bovinos ao parasito deste estudo. Resultado semelhante 
ao encontrado por Omata, et al. (1991b) onde caracteriza a menor banda de 22 KDa como 
sendo a marcadora da resposta específica anti-C felis em gatos experimentalmente infectados. 

Dos 364 animais testados pelo método de imunodetecção padronizada para C. felis 
231 apresentaram reação à ao menos uma dentre as cinco proteínas destacadas, representando 
uma frequência de 63,5% do total de animais testados. Contudo para a confirmação da 
positividade dos animais testados foram tomadas como referência a presença obrigatória da 
Ptn 5 associada ou não a presença das outras proteínas e a expressão das bandas que se 
revalaram com maior ou menor intensidade, podendo esta reação ser atribuído a concentração 
de antígenos produzidos pelo organismo hospedeiro, tornando a interação antígeno e anti-
corpo mais intensa. 
 Muitos outros polipeptídeos imunodominantes foram evidenciados nos soros dos 
animais infectados naturalmente e não foram reconhecidos dentro do grupo de antígenos 
padronizados como específicos de C. felis. Outra hipótese está relacionada ao fato da 
propriedade apresentar condições de higiene precárias, estes animais de criações rústicas, com 
manejo ruim e alta promiscuidade com outros animais, poderia facilitar o contato com outros 
tipos de parasitos, que por ventura poderiam dividir similaridade entre as proteínas 
constituintes da parede de oocistos e esporozoítos de C. felis. Outra hipótese ainda, que 
poderia ser levantada, em relação a estes grupos antigênicos, poderiam se tratar de uma 
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“cepa” diferente do mesmo parasito, que pelo fato de estar se mantendo de maneira livre no 
ambiente, sem a intervenção de fatores limitantes e em a associação com outros tipos de 
coccídios, possa apresentar outros grupos antigênicos. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabela 5. Frequência das cinco bandas proteicas específicas de Cystoisospora felis, 
observadas em soros bovinos coletados da região de Rio Claro. 

 

Valores em KDa 
Frequência 

(n=364) 

Ptn 1 

(206-208) 
5,22% 

Ptn 2 

(137-139) 
11,81% 

Ptn 3 

(112-113) 
9,62% 

Ptn 4 

(104-107) 
15,11% 

Ptn 5 

(26-28) 
46,15% 
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Figura 18. Teste de ‘Western blotting’ em soro de Bovinos, provenientes de propriedades de 
aptidão leiteira da mesoregião de Rio Claro, estado Rio de Janeiro, infectados naturalmente. 
(PAM) Padrão de Alto Peso Molecular, (C+) Controle positivo, (C-) Controle Negativo e da 
canaleta 03 a 18 - Soro de bovinos oriundo de propriedades de aptidão leiteira) 

 
 
 
 
 
 
 

4.9 EPIDEMIOLOGIA DA Cystoisospora felis NO REBANHO LEITEIRO 
 
 Quando as informações foram extraídas do questionário epidemiológico (Anexo 1), foi 
possível identificar algumas variáveis que influenciaram diretamente na ocorrência da 
infecção deste agente etiológico no gado leiteiro da região onde, foi possível analisar a 
frequência e a significância das variáveis analisadas. 
 Para ocorrência da infecção a variável biológica, felídeos, deve obrigatoriamente estar 
presente, conforme o analisado na tabela 6, sendo possível avaliar que a prevalência da 
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infecção não está associada ao sexo (Tabela 7) e nem a faixa etária (Tabela 8) dos animais 
testados. A associação da variável biológica e seu contato direto com o alimento (Tabela 9), a 
água (Tabela 10) ou com o próprio animal (Tabela 11), foram significativamente importantes 
para a ocorrência e dispersão da doença, bem como a presença de felinos silvestres circulantes 
nas propriedades ( Tabela 12). 

Na tabela 13 observa-se que o numero de gatos presentes nas propriedades influencia 
diretamente na ocorrência da infecção, bem como o manejo (Tabela 14) e o tipo de ordenha 
(Tabela 15) utilizado na propriedade e uma maior ocorrência da infecção em propriedades 
menores (Tabela 16), a seguir: 
 
 
 
Tabela 6. Associação entre a presença de gatos e bovinos soropositivos ao Western Blotting 
para Cystoisospora felis. 
 

Nº de 
gatos 

presentes 

 
Soro ᵪ2 Valor de p 

Razão de 
chances 

(OR) 

Intervalo de 
Confiança 

95% Positivo Negativo 

0 46 42     
1 62 45     
2 19 12 50,17a 0,0001 1,15 0,7727-4,083b 

3 03 21     
4 10 20     
5 09 14     
6 20 04     

>11 04 08     
>12 23 02     

Total 196 168     
a Com correção de Yates 
b Com aproximação de Woolf 
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Tabela 7. Associação entre a presença de bezerros soropositivos ao Western Blotting para 
Cystoisospora felis em relação ao sexo. 
 
 
Variáveis 

 
Animais 

ᵪ2 Valor de p Razão de 
chances 
 (OR) 

Intervalo de 
Confiança 

 95% 
 
Machos 

Positivo 28 
 

    
 

Negativo 31 
 

    

   0,5749a 0,4483 0,72 0,61 – 1,20b 

Fêmeas Positivo 39                             

Negativo 31      
Total  129     
a Com correção de Yates 
b Com aproximação de Woolf 
 
 
 
 
 
Tabela 8. Associação entre a presença de animais soropositivos ao Western Blotting para 
Cystoisospora felis em relação a  idade. 
 

 
Variáveis 

 
Soros ᵪ2 Valor de p 

Razão de 
chances 

(OR) 

Intervalo de 
Confiança 

95% 

 
Bezerros 

Positivo 
67 
 

    

Negativo 
62 
 

    

   2,107a 0,1466 1,41 0,89 – 2,22b 

Vacas 
Positivo 

102 
 

    

Negativo 133     
Total  364     

a Com correção de Yates 
b Com aproximação de Woolf 
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Tabela 9. Associação da presença do gato e seu contato direto com o alimento do bovino em 
relação aos animais soropositivos ao Western Blotting para Cystoisospora felis 

Nº gatos 
Western Blotting ᵪ2 Valor de p  

Positivo Negativo 
0 0 0   
1 17 12   
2 19 12   
3 3 21   
4 0 0 47,44 0,0001 
5 9 14   
6 20 4   

>11 4 8   
>12 23 2   

Total 95 73   
 
 
 
 
 
 
Tabela 10. Associação da presença do gato e seu contato direto com a água do bovino em 
relação aos animais soropositivos ao Western Blotting para Cystoisospora felis 
 

Nº gatos 
Western Blotting ᵪ2 Valor de p  

Positivo Negativo 
0 0 0   
1 0 0   
2 0 0   
3 0 0   
4 10 20 32,02 0,0001 
5 9 14   
6 20 4   

>11 4 8   
>12 23 2   

Total 66 48   
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Tabela 11. Associação da presença do gato e seu contato direto com o bovino em relação aos 
animais soropositivos ao Western Blotting para Cystoisospora felis 
 

Nº gatos 
Western Blotting ᵪ2 Valor de p  

Positivo Negativo 
0 0 0   
1 17 12   
2 19 12   
3 3 21   
4 10 20 49,46 0,0001 
5 9 14   
6 20 4   

>11 4 8   
>12 23 2   

Total 105 93   
 
 
 
 
 
Tabela 12. Associação da presença de felinos silvestres e animais sororeativos ao Western 
Blotting para Cystoisospora felis. 
 

Felinos 

silvestres 
soros Valor de p 

Razão de 

chances 

(OR) 

Intervalo de 

Confiança 

95% 

     

Presença Positivo 174    

 Negativo 135 0,036ª 1,93 1,04 – 3,61b 

Ausência Positivo 22    

 Negativo 33    

Total  364    

 a Com correção de Yates 
b Com aproximação de Woolf 
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Tabela 13. Associação entre a presença de gatos e propriedades e bovinos soropositivos ao 
Western Blotting para Cystoisospora felis 
 

Propriedade  Nº Gatos 
Soros ᵪ2 Valor de p 

Positivo Negativo 
A 6 20 4   
B 0 15 5   
C 0 9 14   
D >11 4 8   
E 1 15 16   
F 1 21 10   
G 0 5 7 58,83a 0,0004 
H >12 23 2   
I 0 17 16   
J 1 17 12   
L 2 19 12   
M 3 3 21   
N 1 9 7   
O 5 9 14   
P 4 10 20   

a Com correção de Yates 
 
 
 
 
 
Tabela 14. Associação do tipo de manejo utilizado na propriedade com os bovinos 
sororeativos ao Western Blotting para Cystoisospora felis. 
 

Tipo de manejo 
Soros ᵪ2 Valor de p 

Positivo Negativo 
aExcelente-bom 33 26   

bSatisfatório-ruim 108 123 17,27 0,0002 
cRuim 55 19   

Total 196 168   
a Ordenha mecanizada, Limpeza diária, controle sanitário 
b Ordenha manual, limpeza após uso das instalações, sem controle sanitário 
c Ordenha manual, não faz limpeza, sem controle sanitário 
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Tabela 15. Associação do tipo de ordenha utilizado na propriedade e o resultado dos bovinos 
soropositivos ao Western Blotting para Cystoisospora felis.  
 

Tipo da 
ordenha 

Soros 
ᵪ2 Valor de p  

Positivo Negativo 
 

Manual 
110 89   

Aberta 26 36 16,54 0,0002 
Fechada 32 71   

Total 168 196   
 
 
 
 
 
 
 

Tabela 16. Associação entre os resultados soropositivos ao Western Blotting para 
Cystoisospora felis pelo hectare da propriedade. 
 

Hectare 
Western Blotting ᵪ2 Valor de p 

 
Positivo Negativo   

12,1-37,1 56 26   
62,1-87,1 52 73   

137,1-162,1 28 18 47,04 0,0001 
162,1-187,1 2 23   
237,1-262,1 4 20   
337,1-362,1 10 21   
462,1-487,1 16 15   
Total 168 196 364  
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5.  CONSIDERAÇÕES GERAIS 
 

A técnica de “Western Blotting” mostrou-se eficaz na detecção de grupos antígenos 
anti-C. felis nas amostras sorológicas coletadas de animais naturalmente infectados. 
Possibilitando ainda determinar quais bandas são imunodominantes, sendo elas: p206-208, 
p137-139, p112-113, p104-107, p27-28.  

Dentre o total de animais testados, foi possível identificar 63,2% de animais reativos a 
pelo menos uma das cinco proteínas de interesse, mas foram identificados 46,2% como 
realmente positivos, quando identificada a presença da proteína cinco associada ou não a 
presença das outras proteínas. Com isso, pode-se considerar a técnica eficaz para esse tipo de 
diagnóstico. Associado a isso os dados epidemiológicos obtidos nos questionários aplicados 
junto aos proprietários, pode-se evidenciar os fatores determinantes da dispersão natural deste 
parasita no ambiente.  

É importante assinalar aqui que, a permanência de felinos em áreas comuns de 
produção animal, não só se torna importante para a espécie T. gondii dado seu caráter 
zoonótico, mas também a outros coccídios como o estudado no presente trabalho, uma vez 
que dividem o mesmo ciclo epidemiológico de infecção e dispersão. Tais como, infecção per 
os, carnivorismo o que faz com que felinos domesticados ou silvestres participem deste 
contexto. 
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6.  CONCLUSÕES  
 

1. A associação das técnicas de limpeza adaptadas para oocistos esporulados de C. felis, 
forneceram um material mais integro, e livre de microbiota fecal, contribuindo para o 
uso deste material na caracterização fenotípica e no diagnóstico pelo “Western 
Blotting”. 

 
2. Foram evidenciados no “Western Blotting” os grupos antigênicos de peso molecular 

aproximado: 208, 138, 113, 104-107, 62, 56, 51, 48, 44, 37-38, 36, 33, 30, 27  KDa. 
Sendo evidenciados como específicos de Cystotisospora, após sua comparação entre o 
soro controle positivo anti-Toxoplama e anti-Neospora, permitindo o diagnóstico da 
infecção natural através da reação contra os polipeptídeos imunodominantes: p206-
208, p137-139, p112-113, p104-107, p27-28 deste parasito confirmando a infecção. 

 
3. A utlização do “Western Blotting” anti-C. felis foi eficaz, para detecção de antígenos 

de C. felis em bovinos naturalmente infectados, determinando com isso a capacidade 
destes animais serem portadores de infecção natural.  
 

4. A partir das análises das variáveis foi possível observar que a presença de felinos, 
associado ao manejo, tipo de ordenha e tamanho das propriedades facilita a dispersão 
de C. felis nas propriedades. Sendo a presença de felídeos o fator mais relevante como 
dispersor desta coccidiose, indicando que o processo de contaminação está veiculado 
aos oocistos esporulados através da infecção feco-oral e não a faixa etária dos animais. 
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8. ANEXOS   
 
 
 
 
             

ANEXO – 1  
 
Questionário epidemiológico aplicado durante as visitas às propriedades do município Rio 
Claro, Estado do Rio de Janeiro. 
 

IDENTIFICAÇÃO DA PROPRIEDADE Nº___ 
 

1. Nome: ______________________________________________________________ 
2. Proprietário: ___________________________ E-mail: ______________________ 
3. Município: ____________________________ Telefone: _____________________ 
4. Localização em coordenadas: ___________________________________________ 
 
5. PARTE FÍSICA 
5.1 Tamanho em hectares da propriedade: ____________ 
5.1.1 Qual área é destinada para criação: _____________ 
5.2 Apresenta benfeitorias? 
(     ) Sim. Quais? ___________________________________ 
(     ) Não 
5.3 Material utilizado na construção: ______________________ 
5.4 Apresenta residência(s)? 
(     ) Sim. Quantas? ___________ 
(     ) Não 
5.5 Apresenta funcionário(s) remunerado(s)? 
(     ) Sim. Quantos? ___________ 
(     ) Não 
5.6 Apresenta morador(es)? 
(     ) Sim. Quantos? ___________ 
(     ) Não 
 
 
6. MANEJO 
6.1 Número total de bovinos: _______________ 
6.2 Número de total de vaca(s): _____________ Em lactação: _______ Secas: _____  
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6.3 Número total de novilha(s): _____________ 
6.4 Número total de bezerro(s): ♂ ___________ 

    ♀____________ 
6.5 Número total de reprodutor(es): __________ 
 
6.6 Possui Veterinário responsável? 
(     ) Sim 
(     ) Não 
 
6.7 Qual o sistema de criação? 
(     ) Extensivo 
(     ) Semi-intensivo 
(     ) Semi-extensivo 
(     ) Intensivo 
 
6.8 Qual o sistema de produção? 
(     ) Familiar 
(     ) Empresarial 
(     ) Pré-empresarial 
 
6.13 Qual o tipo de ordenha? 
(     ) Manual 
(     ) Mecanizada-aberta 
(     ) Mecanizada-fechada 
 
6.18 Como é o manejo dos animais? 
(     ) Excelente – Bom 
(     ) Satisfatório – Ruim   
 
6.19 Como são as condições higiênico-sanitárias? 
(     )  Excelente – Boa 
(     )  Satisfatória – Ruim 
 
6.20 Existe criação de outros animais no mesmo ambiente? 
(     )  Sim. Quais? ______________________________ 
(     )  Não 
 
6.21Qual a origem da água dos bovinos? 
(     ) Rio 
(     ) Açude 
(     ) Nascente 
(     ) Encanada tratada 
(     ) Outras. Quais? _____________ 
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6.22 A água é colocada em reservatório próprio? 
(     ) Sim 
(     ) Não 
 
6.23 Quantas ordenhas são realizadas no dia? 
(     ) 1 
(     ) 2 
(     ) 3 
 
6.24 Qual o tipo de reprodução (monta)? 
(     ) Natural 
(     ) Inseminação artificial 
(     ) Ambas 
(     ) Transferência de embriões 
 
7. PERGUNTAS REFERENTES À CISTOISOSPOROSE 
7.1 A propriedade apresenta gatos? 
(     ) Sim 
(     ) Não 
 
7.2. Quantos gatos? ______________ 
 
7.3 Os gatos têm contato com os bovinos? 
(     ) Sim 
(     ) Não 
 
7.4 Os gatos têm contato com a alimentação dos bovinos? 
(     ) Sim 
(     ) Não 
 
7.5 Os gatos têm contato com a fonte de água dos bovinos? 
(     ) Sim 
(     ) Não  
 
7.6 Qual o tipo de alimentação dos gatos? 
(     ) Ração 
(     ) Comida caseira  
(     ) Ambas 
 
7.7 A propriedade apresenta roedores? 
(     ) Sim 
(     ) Não 
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7.8 Presença de animais silvestres nas redondezas? 
(  ) Sim  Quais?________________________________________________________ 
(  ) Não 
 
8 Sobre as instalações? 
8.1 Qual a freqüência e a forma de higienização? ______________________________ 
8.2 Qual o destino dos resíduos orgânicos? ___________________________________ 
8.3 Qual o destino dos animais mortos? ______________________________________ 
 
 
  

IDENTIFICAÇÃO DOS ANIMAIS 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Animal Nº:________________ 
Nome: ___________________ 
Idade: ____________________ 
Raça: ____________________ 
Procedência: _______________ 
Aborto?:___________ Qtos.:___________ 
Repetição Cio: ______________________ 
Produção leite kg/dia: ________________ 
Fêmea: (  ) Cheia 
  (  ) Vazia 
Obs.:______________________________
__________________________________ 

Animal Nº:________________ 
Nome: ___________________ 
Idade: ____________________ 
Raça: ____________________ 
Procedência: _______________ 
Aborto?:___________ Qtos.:___________ 
Repetição Cio: ____________________ 
Produção leite kg/dia: ________________ 
Fêmea: (  ) Cheia 
  (  ) Vazia 
Obs.:_______________________________
___________________________________ 

Animal Nº:________________ 
Nome: ___________________ 
Idade: ____________________ 
Raça: ____________________ 
Procedência: _______________ 
Aborto?:___________ Qtos.:___________ 
Repetição Cio: ______________________ 
Produção leite kg/dia: ________________ 
Fêmea: (  ) Cheia 
  (  ) Vazia 
Obs.:______________________________
__________________________________ 

Animal Nº:________________ 
Nome: ___________________ 
Idade: ____________________ 
Raça: ____________________ 
Procedência: _______________ 
Aborto?:___________ Qtos.:___________ 
Repetição Cio: ______________________ 
Produção leite kg/dia: ________________ 
Fêmea: (  ) Cheia 
  (  ) Vazia 
Obs.:______________________________
__________________________________ 

Animal Nº:________________ 
Nome: ___________________ 
Idade: ____________________ 
Raça: ____________________ 
Procedência: _______________ 
Aborto?:___________ Qtos.:___________ 
Repetição Cio: ______________________ 
Produção leite kg/dia: ________________ 
Fêmea: (  ) Cheia 
  (  ) Vazia 
Obs.:_______________________________
___________________________________ 

Animal Nº:________________ 
Nome: ___________________ 
Idade: ____________________ 
Raça: ____________________ 
Procedência: _______________ 
Aborto?:___________ Qtos.:___________ 
Repetição Cio: ______________________ 
Produção leite kg/dia: ________________ 
Fêmea: (  ) Cheia 
  (  ) Vazia 
Obs.:_______________________________
___________________________________ 
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ANEXO – 2  
 
RODRIGUES, J. S.; DE MEIRELES, G. S.; FLAUSINO, W.; CARLOS WILSON GOMES 

LOPES, C. W. G. The japanense quail (Corturnix japonica): a new intermediated host for 
Cystoisospora felis (wenyon, 1923) frenkel, 1977 (Apicomplexa: Cystoisosporinae)* 
Revista Brasileira de Medicina Veterinária, v. 34, n. 1, p. 14-18, 2012 
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ANEXO – 3 
 
DE MEIRELES, G.S.; DA SILVA, N.M.P.; GALVÃO, G. DA S.; ALMEIDA, C.R.R.; FLAUSINO, 
W.; LOPES, C.W.G. Surto de coccidiose em bezerros búfalos (Bubalus bubalis) por Eimeria bareillyi 
Gil et al., 1963 (Apicomplexa: Eimeriidae) - Relato de casos. Revista Brasileira de Medicina 
Veterinária, v. 34, n. 2, p. 116-120, 2012. 
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ANEXO – 4  
 
 CORDEIRO, M.D.; DE MEIRELES, G. S.; SILVA, J.B.; SOUZA, M. M.S.; FONSECA, A. 
H. Soroprevalência para Borrelia spp. em caninos no município de Seropédica, Estado do Rio 
de Janeiro. Revista Brasileira de Medicina Veterinária, v. 34, n. 3, p. 251-256, 2012. 
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ANEXO – 5  
 
JESUS, V.L.T; PEREIRA, R. de C.G.; DE MEIRELES, G. S.; RODRIGUES, J. da S.; 
JORGE, J.L.B.P Brucelose Suína no Estado do Rio de Janeiro. Revista Brasileira de 
Medicina Veterinária, v. 32, n. 2,  p.  101-104,  2010.  
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ANEXO – 6  
 
FLAUSINO, W., DE JESUS, V.L.T., BEZERRA, R. A., ALBUQUERQUE, G.R., JORGE, 
J.L.B.P., RODRIGUES, J da S., DE MEIRELES, G.S., PEREIRA, R. de C. G. Ocorrência 
de Anticorpos anti-Toxoplasma gondii em suínos de uma criação comercial  no estado do Rio 
de Janeiro. Revista Brasileira de Medicina Veterinária, v. 32, n. 4, p. 198-200, 2010.
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ANEXO -7  
RAMIREZ, L., BERTO, B.P., TEIXEIRA FILHO, W. L., FLAUSINO, W., DE MEIRELES, 
G.S., RODRIGUES, J. da S., ALMEIDA, C.R.R., LOPES, C.W.G. Eimeria bareillyi from the 
domestic water Buffalo, Bubalus bubalis, in the stade of Rio de Janiero, Brazil. Revista 
Brasileira de Medicina Veterinária, v.31, n.4, p.261-264, 2009. 
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