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RESUMO 
 
 
Toxoplasma gondii é um protozoário coccídio intracelular obrigatório, causador da 
toxoplasmose, uma importante zoonose. O estudo da prevalência deste parasita em 
suínos é de grande importância uma vez que a carne suína é uma das mais 
importantes fontes de infecção para os humanos, quando consumida crua ou mal 
cozida. O presente trabalho teve como objetivo determinar a soro-ocorrência, isolar 
e caracterizar genotipicamente cepas de T.gondii  de suínos abatidos na região de 
Londrina, estado do Paraná. Foram coletados sangue e tecidos (diafragma,coração, 
masseter, língua e fígado) de 400 animais em 2 abatedouros, um no municipio de 
Londrina e outro no município de Rolândia, ambos com Serviço de Inspeção Oficial . 
As coletas foram realizadas entre Agosto de 2012 á Março de 2013. Os animais 
foram testados quanto a presença de anticorpos IgG anti-T.gondii pela Reação de 
Imunofluorescência Indireta (RIFI) e o Teste de Aglutinação Modificado (MAT), 
sendo considerados positivos títulos ≥64 em ambos os testes. Os animais positivos 
sorologicamente tiveram seus tecidos submetidos ao bioensaio em camundongos 
para isolamento do parasita. Os isolados obtidos foram caracterizados por meio do 
polimorfismo do comprimento dos fragmentos de restrição-PCR(PCR-RFLP) 
utilizando 11 marcadores genéticos (SAG1, SAG2, alt. SAG2, SAG3, BTUB, GRA6, 
c22-8, c29-2, L358, PK1, Apico). Os resultados foram comparados e classificados de 
acordo com os genótipos presentes no ToxoDB (http://toxodb.org/toxo/). A soro-
positividade nos suínos contra T. gondii foi de 6,5% (26/400). Destas, 2,75% 
(11/400) foram positivas em ambos os testes e 2,25% (9/400) e 1,5% (6/400) foram 
positivas somente no MAT e na RIFI, respectivamente, com títulos variando entre 64 
e 4096. A concordância Kappa entre a RIFI e MAT foi considerada moderado 
(k=0,5751). Dentre os 26 animais sororreagentes foram isoladas 18 (69,23%) cepas 
de T. gondii. A partir da análise genotípica 15 isolados foram identificados como 
genótipo #206, três isolados não puderam ser classificados. Podemos concluir que a 
carne suína apresenta riscos de transmissão do T. gondii para humanos devido ao 
número elevado de cepas isoladas, e pela primeira vez o genótipo #206 foi 
identificado em suínos no Brasil e no mundo. 
 
Palavras-chave: Bioensaio. Isolamento. PCR-RFLP. Soroprevalência. Suínos. 
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ABSTRACT 
 
 
Toxoplasma gondii is an obligate intracellular coccidian protozoan that causes 
toxoplasmosis, an important zoonose. Prevalence studies of this parasite in pigs 
have a great importance since  pork meat is one of the most important sources of 
infection for humans when consumed raw or undercooked. The present study aimed 
to determine the serum-occurrence, isolate and genotypically characterized strains of 
T. gondii from pigs slaughtered in the region of Londrina, Paraná, Brazil. Blood and 
tissues (diaphragm, heart, masseter, tongue, and liver) of 400 animals were collected 
in two slaughterhouses, one in the municipality of Londrina and one in the city of 
Rolândia, both with Federal Inspection Service and State, respectively. Blood and 
tissues (diaphragm, heart, masseter, tongue, and liver) of 400 animals were collected 
in two slaughterhouses, one in the municipality of Londrina and one in the city of 
Rolândia, both with Federal Inspection Service and State, respectively. Sampling 
was conducted from August 2012 to March 2013. The animals were tested for the 
presence of anti - T. gondii IgG antibodies by Indirect Immunofluorescence Assay 
(IFA ) and the Modified Agglutination Test (MAT), were considered positive titers ≥ 64 
in both tests. The serologically positive animals had their tissues submitted to the 
mouse bioassay for the isolation of the parasite . The isolates were characterized by 
the length polymorphism restriction fragamentos -PCR ( PCR - RFLP ) using 11 
genetic markers ( SAG1 , SAG2 , alt . SAG2 , SAG3 , BtuB , GRA6 , c22 - 8 , c29 - 2 
,L358, PK1, Apico). The results were compared and ranked according to the 
genotypes present in ToxoDB (http://toxodb.org/toxo/). The seropositivity in pigs 
against T. gondii was 6.5 % (26/ 400) . Of those, 2.75% (11/ 400) were positive in 
both tests and 2.25 % (9/ 400) and 1.5 % (6/ 400) were positive only in the MAT and 
IFA , respectively , with titers ranging between 64 and 4096 . The  kappa agreement 
between IFAT and MAT was 0.5751, which is considered moderate, according to the 
Kappa coefficient. Through the bioassay were obtained 18 (69,23%) T. gondii 
isolates. 15 isolates were identified as # 206 genotype, and three were not 
determined by genotypic analysis. We can conclude that pork poses risks of 
transmission of T. gondii to humans due to the high rate of strains isolated. # 206 
genotype was identied in pigs in Brazil and worldwide for the first time. 
 
Key-words: Bioassay. Isolation. PCR-RFLP. Seroprevalence. Swine. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A primeira descrição da toxoplasmose em suínos naturalmente 

infectados foi feita por Farrell et al., (1952) em Ohio nos Estados Unidos em um 

rebanho que apresentava elevada mortalidade em todas as faixas etárias. No Brasil, 

o primeiro relato dessa doença foi feito por Silva (1959) que descreveu, com base 

em diagnóstico histológico, um caso de infecção natural de toxoplasmose suína no 

estado de Minas Gerais. Posteriormente, Amaral e Macruz (1969) em São Paulo e 

Schenk, Lima e Viana (1976) em Minas Gerais isolaram Toxoplasma gondii do 

diafragma e do cérebro de suínos clinicamente sadios, abatidos para consumo 

humano. 

Nos anos de 1954 a 1956, levantaram-se as primeiras hipóteses 

sobre a possibilidade de transmissão horizontal através de cistos teciduais de carnes 

cruas de suínos (WEINMAN; CHANDLER, 1954; 1956).  Jacobs et al. (1960) 

confirmaram essa hipótese. A importância da toxoplasmose suína está relacionada 

principalmente à saúde pública, visto que estudos epidemiológicos sugerem que a 

ingestão de cistos em carne crua ou mal cozida é uma das mais importantes vias de 

transmissão do T. gondii para a população humana (APT et al., 1973; FIALHO; 

ARAÚJO, 2003; JAMRA; DEANE; GUIMARÃES, 1969; DUBEY, 1986a; DUBEY, 

2009a).  

Os suínos podem adquirir a toxoplasmose pela ingestão de água e 

ração contaminadas com oocistos presentes em fezes de felinos, ingestão de 

roedores ou de carnes e vísceras contaminadas com cistos, e ainda por infecção 

transplacentária (FIALHO; TEIXEIRA; ARAÚJO, 2009). 

A infecção por T. gondii em suínos geralmente é subclínica (DUBEY, 

1986a). Vidotto et al. (1990) constataram que até mesmo animais com altos títulos 

de anticorpos (16.000), não apresentavam sinais clínicos.  A soropositividade de 

suínos pode indicar uma infecção latente e refletir o risco de infecção para seres 

humanos, ao ingerir carne mal cozida ou embutidos frescais, contudo, parasitas 

viáveis foram isolados até mesmo de suínos soronegativos (HEJLÍČEK ; LITÉRAK, 

1993; OMATA et al., 1994; DUBEY et al., 1995, 2002; DE SOUSA et al., 2006) A 

soropositividade para T. gondii também é um importante indicador do risco de 

infecção dos suínos, do manejo higiênico, sanitário da propriedade rural (BAYARRI 

et al., 2012). 
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Segundo Jones e Dubey, (2012) a prevalência de T. gondii têm 

diminuído, no entanto, mesmo que a prevalência seja de 1%, um milhão de suínos 

infectados podem ir ao mercado para consumo humano. Deve-se considerar que um 

suíno de 50 quilos produz mais de 300 porções de carne. Portanto, se não for bem 

controlada a toxoplasmose pode se disseminar com facilidade devido ao grande 

volume de produção, consumo e exportação da carne suína. 

A carne suína é a mais consumida não só in natura, mas também, 

seus derivados, bacon, linguiças, presunto e outros representando 43% do consumo 

mundial de carne por espécie (U.S., 2012). Nos EUA, estima-se que ocorram 

112.500 novos casos de toxoplasmose anualmente, T. gondii juntamente com 

Salmonella e Listeria chegam a ser responsáveis por 75% das mortes atribuídas ás 

doenças de origem alimentar (MEAD, 1999). 

No Brasil, foram abatidos 32.252.355 suínos em estabelecimentos 

com Serviço de inspeção Federal (SIF), mais de 580 milhões de toneladas foram 

exportadas para 60 países no ano de 2012. A região Sul do Brasil (Paraná, Santa 

Catarina e Rio Grande do Sul) é a maior produtora, sendo responsável por mais de 

50% de toda a produção brasileira (ABIPECS, 2012). O estado do Paraná é o 3o 

maior produtor nacional de suínos, com cerca de 5,45 milhões de cabeças, possui 

22 abatedouros inscritos no SIF e 55 inscritos no Serviço de Inspeção Estadual, e 

estima-se que 31.000 propriedades tem produção regular e de carácter comercial 

(PARANÁ, 2013). 

Visto que esse protozoário não pode ser detectado pelos atuais 

métodos de inspeção sanitária da carne (DUBEY; JONES, 2008), a prevenção, 

controle e conhecimento da epidemiologia são muito importantes para a saúde 

pública. Neste contexto, estudos avaliando as características genéticas do parasita 

em carnes de suínos devem ser realizados, pois estes podem elucidar melhor o 

papel do suíno na cadeia epidemiológica de transmissão do T. gondii para seres 

humanos. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

Toxoplasma gondii é um dos parasitas mais estudados no mundo 

devido à sua importância na área médica e veterinária, é capaz de infectar todos os 

animais de sangue quente, inclusive os seres humanos (DUBEY, 2009a). Há mais 

de 100 anos, o protozoário foi identificado pela primeira vez simultaneamente por 

Nicolle e Manceaux na Tunísia em um roedor africano da espécie Ctenodactylus 

gundi e por Splendore em coelhos no Brasil que primeiramente o classificaram como 

Leishmania gondii (NICOLLE, MANCEAUX, 1908; SPLENDORE, 1908). Em 1909, 

com base na morfologia do parasita, foi estabelecido o nome Toxoplasma gondii (do 

grego “toxo” que significa arco e “plasma” significando forma). 

O T. gondii é um protozoário eucarionte intracelular obrigatório, 

coccídeo, estruturalmente formado por uma membrana externa, anéis polares, 

conóide, microtúbulos, grânulos densos, micronemas, roptrias, mitocôndria, retículo 

endoplasmático, complexo de golgi, ribossomos, retículo endoplasmático rugoso, 

microporo e um núcleo com parede bem definida (METSIS, PETERSEN, 1995). 

 Infecta a maioria dos animais de sangue quente, inclusive o homem, 

animais domésticos, silvestres e aves (DUBEY, 2009a). Apesar da ampla variedade 

de hospedeiros, os felídeos são os únicos hospedeiros definitivos, nos quais ocorre 

o ciclo sexuado do parasita, ou gametogonia (FRENKEL, DUBEY, MILLER 1970). 

Após a eliminação de oocistos não esporulados nas fezes, esses vão esporular no 

meio ambiente, num período de um a cinco dias para se tornarem infectantes 

(DUBEY, 1993). Nos hospedeiros intermediários, ocorre o ciclo enteroepitelial ou 

fase assexuada do parasita, conhecida como endodiogenia (FRENKEL, DUBEY, 

MILLER 1970). 

A toxoplasmose é uma zoonose de ocorrência comum e de 

distribuição mundial (TENTER; HECKEROTH; WEISS, 2000). De acordo com 

Montoya e Liesenfeld (2004) 90% dos indivíduos saudáveis não apresentam sinais 

clínicos, e 10% apresentam uma doença auto limitante que raras vezes necessita de 

tratamento sendo considerada uma infecção inaparente ou latente, porém, isso está 

sendo reconsiderado, pois há relatos de diversos casos nos quais ocorreram 

manifestações clínicas localizadas ou generalizadas mesmo em indivíduos 

imunocompetentes, por exemplo, toxoplasmose ocular, linfadenomegalia, febre, 

fadiga, mal-estar, dor em músculos, cabeça e garganta (BOWIE et al., 1997 DUBEY, 
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2004). No entanto, a toxoplasmose é mais grave em neonatos e imunossuprimidos 

(DUBEY, 2009a). Nestes, devido à encefalite pode ocorrer dor de cabeça, 

desorientação, hemiparesia, convulsão e até mesmo coma e morte (HILL; 

CHIRUKANDOTH; DUBEY, 2005).  

A toxoplasmose está no topo da lista de doenças que levam 

pacientes com AIDS à morte (LUFT, REMINGTON 1992). Uma infecção severa 

ocorre em casos imunodeficiência, pois ocorre a reativação e proliferação dos 

parasitas, diferentemente da re-infecção que geralmente não causa manifestações 

clínicas aparentes (ELBEZ-RUBINSTEIN et al., 2009; LUFT e REMINGTON, 1992). 

Gestantes quando infectadas pelo parasita podem desenvolver uma 

síndrome congênita que inclui surdez, convulsões, retardo mental e danos à retina 

do feto (TORREY et al.,2012). Muitas vezes a criança nasce sem apresentar sinais 

clínicos, porém mais tarde pode apresentar perda da visão, retardo mental, entre 

outros (EL-TRAS, 2011). Crianças de todas as classes socioeconômicas são 

afetadas pela toxoplasmose congênita, num estudo retrospectivo 50% das mães que 

tiveram bebês infectados com T.gondii, em Chicago EUA relataram ingestão de 

carne mal cozida (BOYER et al., 2005).  

A patogenicidade está estreitamente relacionada á virulência da 

cepa e também á espécie hospedeira, os sinais clínicos podem variar dependendo 

de fatores como gênero, devido ao efeito de hormônios femininos no sistema imune, 

estresse (em gestantes, lactantes) e infecções concomitantes (DUBEY, 2009). As 

lesões oculares variam em severidade devido à duração da infecção e da 

intensidade inflamatória, podem ser tanto monolaterais como bilaterais, com 

reativação em 80% dos casos (CENCI-GOGA et al., 2011). 

Diversos estudos têm sido conduzidos para avaliar a correlação 

entre as altas taxas de soropositividade para T. gondii e as seguintes disfunções: 

esquizofrenia, comportamento suicida, depressão, transtorno obsessivo compulsivo, 

artrite reumatóide, crianças com baixo rendimento escolar e câncer cerebral 

(TORREY et al.,2013). Estima-se que nos Estados Unidos 400 a 4000 crianças 

nascem todos os anos infectadas congenitamente pelo T. gondii (CDC, 2000), sendo 

um importante e oneroso problema de saúde pública. 

O parasita possui três formas infectantes para todos os hospedeiros: 

taquizoítos, (do grego tachos = rápido), característicos da fase aguda da infecção, 
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bradizoítos contidos em cistos teciduais (fase crônica, do grego bradi= lento), e 

esporozoítos em oocistos esporulados (HILL, DUBEY, 2002).  

Após a ingestão dos cistos ou oocistos, estes são rompidos e os 

bradizoítos ou esporozoítos, respectivamente, são liberados no lúmen intestinal, 

onde penetram rapidamente nas células do hospedeiro na forma de taquizoítos e 

formam um vacúolo parasitóforo (VP), este serve como proteção contra mecanismos 

de defesa do hospedeiro, então os taquizoítos se multiplicam várias vezes por 

divisão binária, até romperem as células do hospedeiro liberando os taquizoítos 

(DUBEY, 2004, MAENZ et al., 2014) estes invadem novas células e o ciclo se 

repete. Essa destruição celular determina os sinais clínicos da toxoplasmose.   

Após inúmeras divisões, os taquizoítos se multiplicam mais 

lentamente e formam cistos nos tecidos, tornando-se então bradizoítos. Esses cistos 

se desenvolvem e permanecem intracelularmente nos tecidos, seu tamanho pode 

variar de 5 a 70 µm dependendo da quantidade de bradizoítos em seu interior. Os 

taquizoítos diferem minimamente dos bradizoítos, estes possuem núcleo na região 

posterior, são mais delgados, enquanto que os taquizoítos têm o núcleo mais central 

e são mais susceptíveis às enzimas proteolíticas (DUBEY; LINDSAY; SPEER, 

1998). É comum encontrar cistos teciduais em órgãos viscerais, como pulmões, 

fígado, rins, contudo são mais prevalentes em tecidos neurais e musculares, 

incluindo cérebro, olhos e músculos cardíaco e esquelético (DUBEY; LINDSAY, 

2006).  

A infecção congênita pelo T. gondii em felídeos pode ocorrer, no 

entanto, é rara (DUBEY; CARPENTER, 1993). A maioria das infecções em gatos é 

pós-natal, ocorre pela ingestão de carnes contaminadas (cistos contendo 

bradizoítos) e oocistos esporulados. A transmissão do protozoário é mais eficiente 

pela ingestão de tecidos infectados do que pela ingestão de oocistos (DUBEY, 

2001). Os felinos domésticos e outros felídeos eliminam os oocistos no meio 

ambiente e estes são essenciais para perpetuação do ciclo, é relevante que a 

população de felinos é paralela à população humana, por exemplo, um terço dos 

domicílios nos Estados Unidos têm gatos (DUBEY, 2009).  

Estudos epidemiológicos indicam que os gatos são essenciais na 

perpetuação do ciclo de vida, pois a infecção é rara ou ausente em áreas 

desprovidas de gatos (WALLACE, 1969; DUBEY et al., 1997b). Garcia et. al, (1999) 

no Brasil, verificaram uma correlação positiva e significativa entre humanos e felinos. 
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Outro estudo, no estado do Tennessee, EUA estimou que a chance de suínos se 

infectarem por T. gondii é 2,6 vezes maior nas propriedades com presença de gatos 

do que naquelas onde estes estão ausentes (ASSADI-RAD et al.,1995)   

Corroborando com a ideia de que os gatos são peça chave na 

transmissão dessa doença, Mateus-Pinilla et al. (1999) vacinaram por via oral gatos 

de fazendas em Illinois, EUA, com cepas de T. gondii que imunizam os felinos contra 

a eliminação de oocistos pelas fezes. O resultado foi que reduziram 

significativamente a soroprevalência nos suínos e roedores dessas fazendas. 

Felídeos selvagens como pantera, leão, leopardo, jaguar, lince, 

puma e outros também podem eliminar oocistos nas fezes, pesquisadores 

encontraram sorologia positiva nesses animais em zoológicos, e os oocistos 

eliminados por esses animais podem ser fonte de infecção de T. gondii não só para 

outros animais do zoológico, mas também para tratadores, visitantes; principalmente 

crianças (JONES; DUBEY, 2010).  

Os oocistos são eliminados nas fezes não esporulados, ou seja, não 

estão aptos para infectar, sua forma é sub-esférica a esférica, mede 10x12 µm de 

diâmetro, e o hábito de enterrarem suas fezes propicia a sobrevivência do oocisto 

(DUBEY, LINDSAY ; SPEER, 1998; FIALHO, TEIXEIRA; ARAÚJO, 2009). A 

esporulação ocorre no ambiente, de 1 a 5 dias após a excreção das fezes, e 

depende de condições ideais de aeração, temperatura e umidade (DUBEY et al., 

2004). Oocistos esporulados tem formato sub-esférico a elíptico e medem de 11-13 

µm de diâmetro, possuem dois esporocistos medindo de 6-8 µm, e cada um contém 

quatro esporozoítos, totalizando 8 esporozoítos por oocisto (DUBEY, LINDSAY; 

SPEER, 1998).  

Os oocistos no meio ambiente são bem resistentes, até mesmo ao 

congelamento, desinfetantes, tratamentos como cloração, ozônio e raios ultravioleta 

(JONES; DUBEY, 2010). Podem contaminar água, alimentos, e o solo e têm sido 

apontados como uma importante via de transmissão da toxoplasmose (DU et al., 

2012). Os oocistos podem permanecer viáveis por 32 dias numa temperatura de 

35◦C e por 9 dias a 40◦C, e por apenas um dia a 45◦C. Kawazoe (2005)  encontrou 

oocistos viáveis por até 18 meses . 

Essa faixa de temperatura de 30-45◦C é comum em várias regiões 

do mundo (DUBEY, 1998a) o que faz com que a distribuição do T. gondii seja muito 

ampla. Os oocistos não ficam apenas no solo, a disseminação de oocistos no 
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ambiente também pode ser feita por minhocas, moscas e baratas, que contaminam 

diretamente os alimentos (HILL; DUBEY, 2002; CHINCHILLA et al., 1994).  

A transmissão pode ser vertical (via transplacentária), no entanto, os 

dois modos de transmissão mais importantes são: por meio da ingestão acidental de 

oocistos que estão no meio ambiente e consumo de carnes com cistos teciduais de 

T. gondii (transmissão horizontal) (DUBEY et al., 2012a). A transmissão horizontal 

(ingestão de cistos teciduais, ou oocistos) é muito importante, pois cerca de 2/3 dos 

pacientes que apresentam toxoplasmose ocular adquiriram a infecção após o 

nascimento em vez da forma congênita (GILBERT; STANFORD, 1999). Dubey e 

Jones (2008), sugerem que a transmissão pela carne contendo cistos teciduais é a 

mais importante, pois a toxoplasmose surge com maior frequência em  adolescentes 

do que em crianças. E menos de 1% dos humanos e animais adquirem a infecção 

transplacentária.  

Dubey et al. (2005) afirmaram que até aquele momento não existia 

um exame que possibilitasse saber  se um indivíduo se infectou por oocistos  ou 

cistos do parasita. No entanto, um estudo recente identificou uma proteína 

específica dos esporozoítos (TgERP) que induz anticorpos e permite a diferenciação 

da infecção por oocistos da infecção por cistos teciduais em suínos, camundongos e 

humanos experimentalmente infectados, podendo ser uma ferramenta útil para 

detectarmos a fonte de infecção (HILL et al., 2011). 

Segundo Alvarado-Esquivel et al., (2011) frutas e vegetais 

contaminados representam risco de infecção não apenas para seres humanos, 

como também para suínos que frequentemente se alimentam desses vegetais e 

frutas não lavados, e ocorre então a formação de cistos de  T. gondii  na carne dos 

suínos. Outros animais de produção, também são comumente infectados pelo T. 

gondii nos quais este pode permanecer viável por anos sob a forma de cistos 

teciduais em todas as suas porções comestíveis. Essa carne pode ser considerada 

com uma importante via de transmissão para seres humanos (HILL; DUBEY, 2002; 

DUBEY et al., 2012b).  

Segundo Dubey et al. (2005) e Cook et al. (2000), a ingestão de 

carne e produtos cárneos crus ou mal cozidos contendo cistos do T. gondii é a 

principal via de transmissão para seres humanos em algumas localidades. O 

manuseio de carnes cruas por donas de casa e magarefes tem sido descrito como 
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um fator de risco de aquisição da infecção (JAMRA, 1969; ISHIZUKA, 1978; 

AMENDOEIRA, 1995; SOUZA, 1995; DAGUER et al., 2004; MILLAR et al., 2007;) 

As principais técnicas utilizadas para o diagnóstico direto do T. 

gondii em tecidos e sangue de animais, incluindo os suínos, são o bioensaio em 

camundongos, PCR e a PCR real-time que apresenta boa sensibilidade, detectando 

DNA a partir de apenas quatro bradizoítos (YAI et al., 2003; CHABBERT et al., 2004; 

GARCIA et al. 2006b; TSUTSUI et al. 2007; JAUREGUI, et al., 2001). Apesar da 

PCR ser uma técnica mais rápida e menos trabalhosa, o bioensaio em 

camundongos é considerado o padrão ouro para isolamento, pois detecta o parasita 

viável, capaz de causar doença, e a PCR detecta o DNA do parasita, mas não sua 

viabilidade (DIAS et al., 2005). 

O diagnóstico sorológico pode ser realizado através do MAT (Teste 

de Aglutinação Modificado) que detecta IgG e da RIFI (Reação de 

Imunofluorescência Indireta) e do ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) 

que detectam IgG e IgM. A RIFI detecta suínos como positivos com sete dias após o 

desafio, enquanto o ELISA, e o MAT detectam após 14 e 21 dias, respectivamente 

(GARCIA, et. al. 2006a). 

Apesar de muitas espécies de animais de produção se infectarem 

com T. gondii, não são todas que apresentam a mesma importância em saúde 

pública. Bovinos e bubalinos, em algumas áreas, apresentam mais de 90% de 

soropositividade para T. gondii, porém estas carnes dificilmente contém cistos do 

parasita (DUBEY; JONES, 2008). Quando naturalmente infectados, a maioria das 

espécies que são soropositivas para T. gondii apresentam risco de possuir o 

parasita na carne, com exceção dos bovinos (TENTER et al., 2000), nestes o 

parasita é eliminado ou reduzido a níveis indetectáveis em poucas semanas 

(DUBEY, 1983; 1986b).  

 

2.1 TOXOPLASMA GONDII EM SUÍNOS 

 

Entre os animais destinados à alimentação humana, suínos, ovinos, 

e caprinos são mais propensos à infecção do que equinos e bovinos. (NAVARRO et 

al., 1992; DUBEY, 1994). Dentre as espécies de carnes comercializadas, Dubey 

(1991), relata que a carne suína é que apresenta o maior risco de infecção para o 

homem nos EUA. 
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Os cistos teciduais podem permanecer viáveis na musculatura dos 

suínos por no mínimo 171 dias (DUBEY; MURRELL; FAYER, 1984), até 875 dias 

(DUBEY, 1988). No cérebro os cistos são esféricos e seu diâmetro geralmente não 

ultrapassa 70 μm. Por outro lado os cistos intramusculares possuem formato mais 

alongado e podem alcançar 100  μm (DUBEY, 1998b). 

Desde 1990, demanda por carne suína orgânica aumenta cerca de 

20% a cada ano (JONES; DUBEY, 2012). No sistema de criação orgânico, os suínos 

são criados extensivamente, em contato com o meio ambiente o que favorece a 

infecção dos hospedeiros intermediários (COOK et al., 2000; VAN DER GIESSEN et 

al., 2007). 

Kijlstra et al. (2008) relataram que suínos podem se infectar pela 

ingestão de roedores e seus cadáveres, visto que o suíno é um animal onívoro. A 

soroprevalência varia de acordo com outros fatores, como: o controle de roedores, e 

métodos de descarte de carcaças de suínos mortos. Quando não há um programa 

de controle de roedores realizado por profissionais qualificados, e quando carcaças 

suínas são enterradas ou deixadas para compostagem, aumenta-se o risco de 

infecção na propriedade (HILL et al., 2010).  

Em um estudo no México, Alvarado-Esquivel et al., (2011) 

constataram um maior número de animais sororreagentes nas criações tipo “fundo 

de quintal”, com número médio de três animais. Em granjas modernas e mais 

tecnificadas os suínos são confinados e existe um controle sistemático de roedores, 

restrição de acesso dos felinos à granja além de outras medidas de biossegurança. 

Devido a esses fatores, observa-se uma redução no risco de infecção dos suínos e 

consequentemente dos humanos (DUBEY, 1996; DAVIES, 2011).   

No Brasil, o risco de adquirir a infecção pelo consumo de carnes 

cruas ou mal cozidas, é relatado por Vidotto et al. (1990) e Navarro et al. (1992). 

Navarro et al. (1992) demonstraram esse risco, ao observarem que mais de 20% das 

amostras de carne suína, oriundas de um rebanho com 37% de sororeagentes, 

estavam contaminadas com T. gondii viáveis (VIDOTTO et al., 1990). 

A maior parte dos estudos pesquisando T. gondii em suínos utilizou 

amostras de tecidos coletadas durante o abate, em seguida essas carnes são 

submetidas a tratamentos como salga, e outros que podem afetar a viabilidade dos 

cistos teciduais e, portanto não são base para estabelecer o risco proveniente da 

carne de acordo com Dubey (2009). Por outro lado, salame e embutidos frescais que 
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também são salgados foram identificados como fator de risco (COOK et al., 2000; 

BUFFOLANO et al., 1996; BARIL et al., 1996; WARNEKULASURIYA et al., 1998). 

O Quadro 1 apresenta alguns trabalhos de isolamento do parasita a 

partir tecidos de suínos naturalmente infectados. O Quadro 2 apresenta estudos 

recentes soro-ocorrência de anticorpos anti-T. gondii em diversos países, e o 

Quadro 3 mostra a ocorrência de anticorpos IgG anti-T.gondii em suínos em 

diferentes estados brasileiros. 

 

Quadro 1 – Isolamento de T. gondii a partir de tecidos de suínos naturalmente 
infectados no Brasil 

 
Fonte: a própria autora 
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Quadro 2 – Soro-ocorrência de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em suínos em 
diversos países de acordo com estudos recentes. 

 
Fonte: a própria autora 
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Quadro 3 – Soro-ocorrência de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em suínos em 
diferentes Estados do Brasil. 

 
*NC: não citado. 
Fonte: a própria autora 
 

Quanto à prevalência da toxoplasmose suína, os valores variam 

muito; de 4 a 90,4% de acordo com a área,  categoria dos animais,  método 

diagnóstico utilizado, ponto de corte, fatores climáticos, socioeconômicos e culturais 

(SANTOS, 2005; FIALHO; TEIXEIRA; ARAÚJO, 2009). 
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2.2 PREVENÇÃO DA INFECÇÃO 

 

Para prevenção da infecção por T. gondii gestantes e 

imunossuprimidos devem usar luvas quando forem praticar jardinagem ou entrar em 

contato com terra ou areia, devido à possível presença de fezes de gatos contendo 

oocistos. Também é importante recolher as fezes dos felinos diariamente, evitando a 

esporulação dos oocistos (JONES; DUBEY, 2012). As carnes devem ser cozidas 

adequadamente, frutas e vegetais devem ser muito bem lavados, inclusive tábuas, 

pratos, utensílios e mãos que entraram em contato com carnes cruas, frutas, 

verduras e vegetais durante seu preparo devem ser lavados com água e sabão. 

Leite deve ser pasteurizado ou fervido antes do consumo, especialmente o leite de 

cabra para inativar os taquizoítos (TENTER et al., 2000).     

Os embutidos devem ser tratados com NaCl na concentração de 2 a 

2,5% por 48 horas, ou submetidos ao congelamento a -20°C por  três dias para 

inativar os cistos teciduais (NAVARRO et al., 1992; DJURKOVIC-DJAKOVIC; 

MILENKOVIC, 2000). De acordo com Kjilstra e Jongert (2008), o congelamento pode 

influenciar as características sensoriais da carne levando o consumidor a não 

realizá-lo, e que o cozimento é o método mais seguro para inativar o parasita, mas a 

responsabilidade é transferida para o consumidor. 

Devido a importância da carne suína como via de transmissão de T. 

gondii  para os humanos estudos têm sido realizados com o objetivo de desenvolver 

uma vacina para diminuir a formação de cistos teciduais na carne dos suínos e 

assim prevenir a infecção em humanos (DA CUNHA et al., 2012; GARCIA et al., 

2005). 

 

2.3 CARACTERIZAÇÃO GENOTÍPICA DE TOXOPLASMA GONDII 

 

Visto a importância da toxoplasmose suína na saúde pública, muitos 

estudos buscam comparar geneticamente os isolados a partir de suínos com os 

isolados humanos para assim compreender melhor a transmissão (DUBEY, 2009b). 

Inicialmente a população de T. gondii foi classificada como sendo de 

baixa variabilidade genética, com estrutura altamente clonal, consistindo em três 

linhagens genéticas, tipo I, II e III, no entanto estes estudos foram feitos a partir de 

isolados obtidos da América do Norte e Europa (HOWE, SIBLEY, 1995; 
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AJZENBERG et  al., 2002). Trabalhos utilizando novos marcadores moleculares 

revelaram uma grande diversidade genética do parasita, constatou-se que os 

isolados do Brasil e da América do Sul são diferentes geneticamente dos isolados 

europeus e norte americanos (LEHMANN et al., 2006; SU; ZHANG; DUBEY, 2006; 

PENA et al., 2008) 

Recentemente foi descoberta uma quarta linhagem clonal, 

conhecida como tipo 12, encontrada principalmente em animais selvagens na 

América do Norte. Esta nova linhagem parece ter uma limitada diversidade genética 

nesses animais (KHAN et al., 2011).  

A PCR-RFLP é a análise do polimorfismo dos fragmentos de DNA, 

devido à clivagem do DNA feita por enzimas de restrição, que reconhecem uma 

sequência específica de quatro a oito pares de bases. Possui capacidade de 

diferenciar os alelos atípicos (u-1 e u-2) e detectar a combinação dos alelos de 

diferentes arquétipos, é uma técnica de fácil execução e têm sido empregada nas 

pesquisas para genotipagem (SU, ZHANG e DUBEY, 2006; FRAZÃO-TEIXEIRA et 

al., 2011). 

Dubey e Su (2009) e Velmurugan, Su e Dubey (2009) a partir da 

técnica de PCR-RFLP, utilizando 10 marcadores moleculares para genotipagem de 

isolados de T. gondii em suínos, concluíram que predominam as linhagens clonais II 

e III, e que as cepas atípicas são raras nos EUA. A diversidade genética no Brasil foi 

constatada em isolados de galinhas, quando foram identificados 58 genótipos 

diferentes em 149 isolados, enquanto que, nos EUA identificaram 18 genótipos a 

partir de 253 isolados de T. gondii em galinhas (DUBEY; SU, 2009). 

No Brasil, a partir da PCR-RFLP utilizando o marcador SAG2 Dos 

Santos et al. (2005) analisaram sete isolados de T.gondii em suínos, dois foram 

identificados como tipo I e cinco como tipo III. Em Portugal, foram genotipados 15 

isolados de T. gondii, sendo identificados os tipos II e III (DE SOUSA et al., 2006). 

Genótipos encontrados em suínos, foram também encontrados em 

outras espécies, como gatos e galinhas no Brasil, foram identificados três genótipos 

distintos denominados #1, #2 e #4 (FRAZÃO-TEIXEIRA et al., 2011). No estado de 

São Paulo, a análise genotípica a partir da PCR-RFLP de 20 isolados de tecidos  de 

pacientes com toxoplasmose, identificou três genótipos (#6, #65 e #71), e 18 dos 20 

isolados foram identificados como #65, sugerindo a associação deste genótipo com 

a toxoplasmose humana (FERREIRA et al., 2011; DUBEY et al., 2012a). 
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No Nordeste do Brasil, a partir da análise de 20 cérebros de suínos, 

foram obtidos 11 isolados que não se enquadraram nas linhagens clonais I, II e III e 

nem mesmo nos genótipos previamente descritos em suínos no Brasil (BEZERRA et 

al., 2012b). 

Na Região Sul, genótipos atípicos encontrados nos suínos podem 

ter relação com apresentações incomuns da toxoplasmose ocular. A toxoplasmose é 

a causa mais comum de uveíte infecciosa no Brasil, principalmente em populações 

que tem o hábito de consumir a carne malcozida (BELFORT-NETO et al., 2007). 

Não existem muitos trabalhos de genotipagem de isolados de T. 

gondii no Brasil, e mais estudos devem ser realizados nas diferentes regiões do 

país, e também com diferentes espécies animais com o objetivo de compreender a 

diversidade molecular e a circulação do parasita (BEZERRA et al., 2012b; DUBEY et 

al., 2008). Além disso, é necessário o desenvolvimento de novos marcadores 

genéticos para uso na PCR-RFLP que possam classificar adequadamente os 

isolados atípicos frequentemente encontrados no Brasil (BEZERRA et al., 2012b). 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 OBJETIVO GERAL 

 

 Avaliar a ocorrência de Toxoplasma gondii em suínos abatidos em 

estabelecimentos com Inspeção (Federal e Estadual) na região de 

Londrina. 

 

3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

 Determinar a ocorrência de anticorpos contra Toxoplasma gondii 

em suínos utilizando os testes de RIFI e MAT em paralelo. 

 Isolar Toxoplasma gondii a partir de um pool de tecidos por meio 

do bioensaio em camundongos. 

 Caracterizar geneticamente os isolados obtidos por meio da 

técnica de PCR- RFLP utilizando 11 marcadores genéticos. 

 Comparar as técnicas de RIFI e MAT para a detecção de 

anticorpos anti-Toxoplasma gondii. 
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4 ARTIGO PARA PUBLICAÇÃO 

 

 

ISOLAMENTO E GENOTIPAGEM DE TOXOPLASMA GONDII EM SUÍNOS ORIUNDOS 

DE ABATEDOUROS.  
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ISOLAMENTO E GENOTIPAGEM DE TOXOPLASMA GONDII EM SUÍNOS ORIUNDOS DE 

ABATEDOUROS.  

 

RESUMO: O presente trabalho teve como objetivo determinar a ocorrência, isolar e 
caracterizar genotipicamente cepas de Toxoplasma gondii de suínos abatidos na região 
de Londrina, estado do Paraná, Brasil. Foram coletados sangue e tecidos (coração, 
diafragma, fígado, língua e masseter) de 400 animais em dois abatedouros. Um no 
município de Londrina e outro no município de Rolândia, ambos com Serviço de 
Inspeção Oficial. As coletas foram realizadas entre agosto de 2012 a março de 2013. Os 
animais foram testados quanto a presença de anticorpos IgG anti-T.gondii pela Reação 
de Imunofluorescência Indireta (RIFI) e o Teste de Aglutinação Modificado (MAT), sendo 
considerados positivos títulos ≥64 em ambos os testes. Os animais 26 positivos 
sorologicamente (6,5%) tiveram seus tecidos submetidos ao bioensaio em 
camundongos para isolamento do parasita. Dentre esses, 18 isolados (69,23%) obtidos 
foram caracterizados por meio do polimorfismo do comprimento dos fragmentos de 
restrição-PCR (PCR-RFLP) utilizando 11 marcadores genéticos (SAG1, SAG2, alt. 
SAG2, SAG3, BTUB, GRA6, c22-8, c29-2, L358, PK1 e Apico). Os resultados foram 
comparados e classificados de acordo com os genótipos presentes no ToxoDB 
(http://toxodb.org/toxo/). A partir da análise genotípica, 15 isolados foram identificados 
como genótipo #206, três isolados não puderam ser determinados. Podemos concluir 
que a carne suína ainda apresenta riscos de transmissão do T. gondii para humanos 
devido ao número elevado de cepas isoladas, e pela primeira vez o genótipo #206 foi 
identificado em suínos no Brasil e no mundo. 

Palavras-chave: Bioensaio. PCR-RFLP. Soroprevalência. Suínos 
 

ISOLATION AND GENOTYPING OF  TOXOPLASMA GONDII IN PORKS FROM SLAUGHTERHOUSES. 

 

ABSTRACT: The present study aimed to determine the occurrence, isolate and 
genotypically characterized strains of T. gondii from pigs slaughtered in the region of 
Londrina, Paraná state, Brazil. Blood and tissues (heart, diaphragm, liver, tongue and 
masseter) from 400 animals were collected at two slaughterhouses. One in Londrina and 
one in the city of Rolândia, both with Official Inspection Service. Sampling was 
conducted from August 2012 to March 2013. The animals were tested for the presence 
of anti-T. gondii IgG antibodies by Indirect Immunofluorescence Assay (IFA) and the 
Modified Agglutination Test (MAT), were considered positive titers ≥ 64 in both tests. The 
26 animals positive to serodiagnosis (6,5%) had their tissues subjected to bioassay in 
mice for isolation of the parasite. Among these 18 isolates (69,23%) were characterized 
by length polymorphism restriction fragment - PCR (PCR - RFLP) using 11 genetic 
markers (SAG1 , SAG2 , alt. SAG2, SAG3, BtuB, GRA6, c22 - 8, c29 - 2, L358, PK1, and 
Apico). The results were compared and ranked according to the genotypes present in 
ToxoDB (http://toxodb.org/toxo/). From genotyped 15 isolates were identified as 
genotype # 206, three isolates could not be determined. We can conclude that pork still 
presents risks of transmission of T. gondii to humans because of the large number of 
strains, and for the first time # 206 genotype was identified in pigs in Brazil and 
worldwide. 

Keywords: Bioassay. PCR – RFLP. Seroprevalence. Pigs 
 



 43

1 INTRODUÇÃO  

 

Toxoplasma gondii é um protozoário intracelular obrigatório que 

infecta uma ampla variedadede hospedeiros, causando a toxoplasmose, uma 

zoonose de distribuição mundial (DUBEY; BEATTIE, 1988; BOOTHROYD et al., 

1998).  

A importância da toxoplasmose suína está relacionada 

principalmente à saúde pública, visto que estudos epidemiológicos sugerem que a 

ingestão de cistos em carne crua ou mal cozida e embutidos frescais é uma das 

mais importantes vias de transmissão do T. gondii para a população humana 

(JAMRA; DEANE; GUIMARÃES, 1969; NAVARRO et al, 1992; FIALHO; ARAÚJO, 

2003; DUBEY, 2009).  

A carne suína é a mais consumida não só in natura, mas também, 

seus derivados, bacon, linguiças, presunto e outros representando 43% do consumo 

mundial de carne por espécie (U.S.). Nos EUA, estima-se que ocorram 112.500 

novos casos de toxoplasmose anualmente, T. gondii juntamente com Salmonella e 

Listeria chegam a ser responsáveis por 75% das mortes atribuídas às doenças de 

origem alimentar (MEAD, 1999). 

No Brasil foram abatidos 32.252.355 suínos em estabelecimentos 

com Serviço de inspeção Federal (SIF), e mais de 580 milhões de toneladas foram 

exportadas para 60 países no ano de 2012. A região Sul do Brasil (Paraná, Santa 

Catarina e Rio Grande do Sul) é a maior produtora, sendo responsável por mais de 

50% de toda a produção brasileira (ABIPECS, 2012). O estado do Paraná é o 3o 

maior produtor nacional de suínos, com cerca de 5,45 milhões de cabeças, possui 

22 abatedouros inscritos no SIF e 55 inscritos no SIP (Serviço de Inspeção 

Estadual), e estima-se que 31.000 propriedades tem produção regular e de carácter 

comercial (PARANÁ, 2013). 

Visto que esse protozoário não pode ser detectado pelos atuais 

métodos de inspeção sanitária da carne (DUBEY; JONES, 2008), a prevenção, 

controle e conhecimento da epidemiologia são muito importantes para a saúde 

pública, e estudos avaliando as características genéticas desse parasita em carnes 

de suínos devem ser realizados. Estes podem elucidar melhor a cadeia 

epidemiológica do T. gondii e o papel do suíno na transmissão para os seres 

humanos.  
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Este trabalho teve como objetivo determinar a soro-ocorrência, isolar 

e caracterizar genotipicamente cepas de T.gondii de suínos abatidos para consumo 

humano na região de Londrina, estado do Paraná. 

 

2 MATERIAL E MÉTODOS  

 

2.1 ASPECTOS BIOÉTICOS 

 

A pesquisa foi aprovada pela Comissão de Ética em Uso de Animais 

da Universidade Estadual de Londrina (CEUA/UEL) nº206/12. 

 

2.2 LOCAIS DAS COLETAS  

 

As coletas das amostras de sangue e tecidos animais foram 

realizadas em dois abatedouros na região de Londrina, Paraná com Serviço Oficial 

de Inspeção Federal (SIF) e Estadual (SIP) respectivamente. 

 

2.3 COLETAS DAS AMOSTRAS  

 

Um total de 400 amostras de sangue e tecidos suínos (considerando 

uma frequência esperada de 50%, nível de significância de 5%, nível de confiança 

de 95%) (THRUSFIELD, 2005). 

 As coletas foram realizadas no período de Agosto de 2012 a Março 

de 2013, foram anotados dados de procedência dos suínos, sendo que eram 

animais de terminação provenientes de 12 propriedades localizadas nos estados do 

Paraná e Santa Catarina, Brasil (Tabela 1). 

Amostras de sangue de cada suíno foram coletadas no momento da 

sangria, acondicionadas em tubos estéreis de 15 ml (falcon). Os tecidos de cada 

animal (coração, diafragma, fígado, língua e masseter), foram identificados e 

acondicionados em sacos plásticos, armazenados em caixa isotérmica, e mantidos 

sob refrigeração, até o momento do início dos testes. 
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Tabela 1 – Abatedouros de suínos selecionados na Região de Londrina, número de 
amostras coletadas, no período de agosto de 2012 a março de 2013. 

Abatedouro 
e tipo de 

serviço de 
inspeção 

Data da coleta 
Cidade e Estado de origem 

dos 
Suínos 

Nº de 
animais 
abatidos 

Nº de 
animais 

coletados 

A (SIF)* 30/08/2012 Castro, PR 120 19 

 
 

12/09/2012 
 

Castro, PR 
Castro, PR 

120 
120 48 

 
 

14/09/2012 
 

São Lourenço do Oeste, SC 
São Domingos, SC 

200 
150 30 

 03/10/2012 Toledo, PR 710 41 
B (SIP)** 18/10/2012 Castro, PR 128 50 

 
 

24/10/2012 
24/10/2012 

Castro, PR 
Sabáudia, PR 

70 
18 60 

 05/02/2013 Jaguariaíva, PR 180 42 
 19/02/2013 Jaguariaíva, PR 180 55 
 25/03/2013 Piraí do Sul, PR 100 55 
  Total 2096 400 

* Serviço de Inspeção Federal  ** Serviço de Inspeção Estadual  
 

2.4 TESTES SOROLÓGICOS 

 

Os soros dos suínos foram submetidos à pesquisa de anticorpos IgG 

anti-T. gondii pela Reação de Imunofluorescência Indireta e pelo Teste de 

Aglutinação Modificado, conforme metodologia descrita por Camargo (1964) e 

Desmonts e Remington (1980) respectivamente. As amostras com títulos iguais ou 

maiores a 64 foram consideradas positivas. 

 

2.4.1 Cepas de Toxoplasma gondii 

 

Para a obtenção dos taquizoítos puros da amostra RH de T. gondii 

camundongos foram inoculados, pela via intraperitoneal, com 0,2 mL de uma 

suspensão de taquizoítos vivos (105/ mL) em solução fisiológica estéril. Quarenta e 

oito horas após a inoculação o exsudato foi obtido por lavagem da cavidade 

peritoneal com 3 mL de solução fisiológica estéril. Para obtenção dos taquizoítos as 

amostras foram passadas duas vezes em agulha de 27G (13 x 0,3), para remoção 

de possíveis células do hospedeiro, e centrifugadas a 1250 x g, três vezes, em 

salina tamponada com fosfato (0,01M, pH 7,2) e o sedimento ressuspendido e 
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padronizado em 109 taquizoítos/ mL por contagem em câmara de Neubauer 

(LUNDÉN, 1995). 

Esses taquizoítos foram utilizados como antígenos para a RIFI 

(Reação de Imunofluorescência indireta) e para o MAT (Teste de Aglutinação 

Modificada). 

Para a análise genotípica foram utilizadas as cepas RH, ME49 e 

VEG como controles positivos representando os genótipos I, II, III bem como GT1, 

PGT, CTG, TgCgCa1, MAS, TgCatBr5, TgCatBr64 e TgRsCr1 representando os 

genótipos atípicos. 

 

2.5 DIGESTÃO PÉPTICA E BIOENSAIO EM CAMUNDONGOS 

 

Os suínos considerados positivos nos testes sorológicos tiveram 

suas amostras de tecidos pesadas, 10g de cada tecido (coração, diafragma, fígado, 

língua e masseter), formando um pool de 50g de tecidos suínos que foi submetido á 

digestão péptica e ao bioensaio em camundongos de acordo com técnica descrita 

por Dubey (1998). Para cada amostra três camundongos foram inoculados. Os 

camundongos inoculados foram observados diariamente e os que apresentaram 

sintomas (pêlos eriçados, lacrimejamento, emagrecimento, diarréia e distensão 

abdominal) foram eutanasiados para a coleta do líquido peritoneal e sangue para 

verificação da presença de taquizoítos.  

No caso de morte do animal inoculado, além da coleta do líquido 

peritoneal, foi realizado impressão de cérebro, fígado e pulmão entre lâmina e 

lâmínula, para a pesquisa de cistos ou taquizoítos através de microscopia. Os 

órgãos anteriormente citados foram macerados e reinoculados tanto na presença ou 

ausência de cistos ou taquizoítos. Após 45 dias da inoculação, os camundongos do 

bioensaio foram eutanasiados submetidos à pesquisa de anticorpos IgG anti-T. 

gondii pela RIFI, e considerados positivos os camundongos com títulos maiores ou 

iguais a 16. Também foi feita impressão de cérebro entre lâmina e lamínula para a 

pesquisa de cistos no exame microscópico.  
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2.6 EXTRAÇÃO DE DNA, E PCR 

 

A partir dos isolados de T. gondii obtidos no bioensaio, seja na forma 

de cistos em cérebro ou taquizoítos em líquido peritoneal, fígado e pulmão foi então 

realizada a extração e purificação de DNA utilizando o kit comercial (PureLinkTM 

Genomic DNA Kit, Invitrogen®, EUA), seguindo as instruções do fabricante. A 

amplificação do DNA de T. gondii foi feita conforme a técnica descrita por Homan et 

al. (2000). Foram utilizados os Primers Tox4 

(CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG) e Tox5 

(CGCTGCAGACACAGTGCATCTGG ATT) amplificando um fragmento de 529 pb 

(Gen-Bank No. AFI46527) de DNA T. gondii. A PCR foi feita utilizando uma mistura 

contendo 5 µl de DNA extraído, 20 µl (volume final volume de 25 µl) da mistura de 

1.0 mM de cada primer, 100mM dNTP (Invitrogen, Life Technologies,USA), 60mM 

Tris–HCl (pH 9.0), 15mM (NH4)2SO4, 2mM MgCl2, and 0.5U Taq DNA polymerase 

(Invitrogen, Life Technologies, EUA). A amplificação do DNA do parasita foi feita no 

termociclador PTC-100 (MJ-Research), utilizando as seguintes condições nas 

reações cíclicas: 7 minutos a 94 °C para desnaturação no ciclo inicial, seguido por 

35 ciclos por 1min a 94 °C para desnaturação, 1min a 55 °C para anelamento, e1 

min a 72 °C para extensão, uma extensão final de 10min a 72 °C. Alíquotas de cada 

PCR foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1,5%.  Controles positivo 

(DNA da cepa RH) e negativo (água mili-q estéril) foram incluídos em cada teste.  

 

2.7 GENOTIPAGEM 

 

A genotipagem foi feita por PCR-RFLP utilizando 11 marcadores 

genotípicos (SAG1, SAG2, alt. SAG2, SAG3, BTUB, GRA6, c22-8, c29-2, L358, PK1 

e Apico) como anteriormente descrito por Su, Zhang e Dubey, 2006; Pena et al., 

2008.  

A sequência de DNA alvo foi primeiro amplificada por PCR multiplex 

usando os primers externos para todos os marcadores, seguido por nested-PCR 

para marcadores individuais. Em seguida, os produtos de nested-PCR foram 

digeridos com as enzimas de restrição  e as condições de temperatura e de tempo 

específica para cada marcador. Todos os produtos foram visualizados por 

eletroforese em gel de agarose 2,5 ou 3%, de acordo com o marcador, coradas com 
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Sybr Safe DNA Gel Stain (Invitrogen®, USA) e visualizadas através do Safe 

Imager TM (Invitrogen ®, EUA). 

Os resultados foram identificados, comparados, e classificados de 

acordo com os genótipos presentes em ToxoDB em http://toxodb.org/toxo/ 

 

2.8 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

Os valores de sensibilidade, especificidade e valores preditivos 

positivo (VPP) e negativo (VPN) foram calculados utilizando o pacote estatístico 

disponível em: http://www.medcalc.org/calc/diagnostic_test.php. 

Para a avaliação da concordância entre os resultados obtidos na 

RIFI e MAT foi determinado o coeficiente Kappa (k). A interpretação do índice obtido 

foi realizada segundo Landis e Koch (1977), conforme abaixo: 

 0<K<0.20: Pobre; 

 0.21<K<0.40: Apropriada; 

 0.41<K<0.60: Moderada; 

 0.61<K<0.80: Boa; 

 0.81<K<1.00: Excelente. 

 

3 RESULTADOS 

 

Dos 400 soros de suínos examinados, 6,5% (26/400) foram positivos 

no MAT ou na RIFI. Dos 26 animais, 11 (2.75%) foram positivos em ambos testes, 

seis reagiram apenas à RIFI (1,5%), e nove apenas ao MAT (2.25%). A 

concordância Kappa entre os dois testes foi considerada moderada (k=0,57 erro 

padrão = 0,0989; 95% IC: 0,3812-0,769). 

A sensibilidade e especificidade bem como os resultados obtidos 

nos testes sorológicos, podem ser observados na Tabela 2.  
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Tabela 2 – Comparação dos resultados obtidos pela Reação de Imunofluorescência 
Indireta (RIFI) e Aglutinação Modificada (MAT) para anticorpos (IgG) 
anti-Toxoplasma gondii em soro de suínos abatidos na Região de 
Londrina, PR. 

*Ponto de corte ≥ 64 
 

Os títulos de anticorpos anti-T. gondii mais frequentes nos suínos 

considerados positivos foram 256 (1,75%) e 1024 (1%), e apenas um suíno 

apresentou o título de 4096. No MAT, 4,5% (18/400) foram considerados positivos 

com título igual a 64  

Os resultados dos isolados no bioensaio e o respectivo título 

sorológico dos suínos encontram-se na Tabela 3. A taxa de isolamento no bioensaio 

a partir dos suínos sorologicamente positivos foi de 69,23% (18/26), confirmado por 

meio da PCR. Foram obtidos 18 isolados de T. gondii, denominados de acordo com 

a ordem de coleta. Desses isolados, 17 obtidos na forma de taquizoítos, e seis foram 

obtidos tanto na forma de cistos quanto taquizoítos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

RIFI* 
 

Positivo Negativo

 
TOTAL

Sensibilidade 
(95% IC) 

Especificidade 
(95% IC) 

Positivo 11 9 20 64,71%% 
(IC= 38,35%-85,70%) 

97,65% 
(IC=95,58%-98,92%)

MAT* 

Negativo 6 374 380 
VPP= 55% 

(IC=31,55%-76,90%) 
 

VPN=98,42% 
(IC=96,59%-99,41%)

 

 TOTAL 17 385 400  
Kappa: 0,57 
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Tabela 3 – Características dos isolados de Toxoplasma gondii a partir de suínos 
(Sus domesticus). 

 

Na Tabela 4 constam os resultados da análise genotípica dos 18 

isolados de T. gondii em suínos. Quinze isolados foram identificados como um único 

genótipo, #206 de acordo com o ToxoDB, não foi possível determinar  o genótipo 

dos isolados 198, 205 e 226. Os tipos clonais I, II e III não foram detectados. 

 

Infectividade dos isolados de T. gondii em camundongos (n=3)
Suíno 

no. 

Título  

RIFI 

Título 

MAT 
Mortalidade 

(%) 

Dia da 

morte 

Camundongos 

positivos (%) 
Taquizoíto 

Cisto 

tecidual 

191 256 <16 3 (3/3) 8-12 3 (100) + + 

192 64 <16 3 (3/3) 10-18 2 (66,6) + - 

193 256 ≥64 2 (2/3) 6-8 3(100) - + 

197 256 ≥64 3 (3/3) 16-17 3(100) + + 

198 1024 ≥64 2 (2/3) 12-13 3 (100) +  - 

203 256 16 2 (2/3) 8-16 2 (66,6) + - 

205 64 <16 2 (2/3) 13-14 3 (100) + + 

212 16 ≥64 3 (3/3) 14-18 3(100) + - 

220 256 ≥64 1(1/3) 8 3(100) + - 

222 256 ≥64 2 (2/3) 8-20 1 (33,3) + - 

225 <16 ≥64 1 (1/3) 16 2 (66,6) + - 

226 <16 ≥64 3 (3/3) 10-11 1 (33,3) + + 

228 1024 ≥64 1 (1/3) 8 2 (66,6) + - 

234 <16 ≥64 1 (1/3) 8 1(33.3) + - 

235 1024 ≥64 2 (2/3) 8-13 3(100) + - 

236 <16 ≥64 2 (2/3) 12-14 3 (100) + - 

240 <16 ≥64 3 (3/3) 16 1 (33,3) + + 

246 1024 ≥64 1 (1/3) 8-12 2 (66,6) + + 
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Tabela 4 – Caracterização genotípica dos isolados de Toxoplasma gondii obtidos de suínos (Sus domesticus) abatidos na região 
de Londrina,  estado do Paraná, Brasil no período de agosto de 2012 a março de 2013. 

 
nd: não determinado 
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4 DISCUSSÃO  

 

A ocorrência, 6,5% utilizando sorologia em paralelo de suínos 

sorreagentes  obtida nesse estudo foi semelhante ao obtido por Carletti et al.(2005) 

e De Moura et al. (2007) no estado do Paraná, estes autores utilizaram a RIFI e 

observaram prevalências de 4% e 8,54%, respectivamente. Da mesma forma, Da 

Silva et al. (2008) detectaram uma  prevalência de 7,2%, porém,  utilizando apenas o 

MAT. A carne suína contendo cistos de T. gondii quando consumida crua ou mal 

passada é uma importante fonte de infecção para humanos e animais (DUBEY, 

2009).  

No Brasil  recentemente, estudos em suínos de abatedouros 

detectaram uma ocorrência de anticorpos anti-T. gondii de 4 a 14,71% (CARLETTI 

et al. 2005; BEZERRA et al., 2009). No mundo, os valores de ocorrência de 

anticorpos contra T. gondii 9,1% e 15,6% em suínos de abatedouros em pesquisas 

recentes (ALVARADO-ESQUIVEL et al., 2011; DE SOUSA et al., 2006). 

Na Amazônia utilizando o MAT pesquisadores constataram uma 

soroprevalência de 37,5% (CAVALCANTE et al., 2006). Em São Paulo, Dos Santos 

et al. (2005) através do MAT constataram uma soroprevalência de 17% em suínos 

de abatedouros. Fialho, Teixeira e Araújo (2009) e Dos Santos (2005) afirmaram que 

a soroprevalência de anticorpos anti-T. gondii em suínos pode variar muito de 

acordo com a área,  categoria dos animais,  método diagnóstico utilizado, ponto de 

corte, fatores climáticos, socioeconômicos e culturais. 

 No estado do Paraná, Vidotto et al. (1990) pesquisaram a 

soroprevalência da toxoplasmose em suínos de granjas do norte do estado e 

obtiveram 31,6% de soro reagentes entre os suínos de terminação. Cerca de dez 

anos após, um estudo na mesma região detectou uma queda na prevalência para 

15,35% e identificou o sistema de criação intensivo como um fator de proteção 

contra a infecção, enquanto que a presença de felinos e roedores na granja 

aumentou o risco de infecção toxoplásmica (TSUTSUI et al., 2003). 

Estudos com diferentes categorias zootécnicas constataram que 

houveram mais soro reagentes entre os  animais mais velhos (matrizes, 

reprodutores, marrãs), por maior tempo de permanência na granja e maior 

exposição aos fatores de risco (VIDOTTO et al., 1990; CARLETTI et al., 2005). 

Garcia et al., (1999) em um estudo com suínos de propriedades rurais do Paraná 
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relataram como  fator de proteção o animal ser mais jovem. Este fato é importante 

pois a carne desses animais de descarte geralmente são destinadas a fabricação de 

produtos como salames, salsichas e outros embutidos crus, que mesmo com adição 

de sal podem constituir risco à saúde pública (DUBEY, 2009; NAVARRO et al., 

1987; DIAS et al.,2005). 

A RIFI é  considerada padrão ouro para várias espécies animais 

(COLA et al., 2010), e o MAT apresenta alta sensibilidade para detecção de 

anticorpos anti-T.gondii (DUBEY, 1997). De acordo com Minho et al., (2005) ambos 

os testes apresentam boa acurácia, apesar da metodologia bastante diferente. No 

presente trabalho utilizou-se a RIFI e o MAT em paralelo para aumentar a 

sensibilidade da sorologia, e esta foi de 100% conforme resultados da PCR.  O 

ponto de corte ≥64 foi estabelecido para evitar resultados falsos-positivo devido a 

reações cruzadas.  

Devido a logística dos abatedouros, não foi possível obter a idade 

exata de cada animal, no entanto, eram animais de terminação. Portanto, os valores 

de soro-ocorrência obtidos neste estudo são inferiores aos valores encontrados em 

levantamentos da população suína em geral, visto que a prevalência aumenta 

quanto maior a idade do animal, e os animais coletados em nosso estudo eram 

jovens (DUBEY, THULLIEZ e POWELL, 1995; ALVARADO-ESQUIVEL et al., 2011).   

Apesar deste estudo ter abrangido animais provenientes de 12 

propriedades diferentes, todos os suínos sororreagentes encontrados foram 

provenientes de apenas duas propriedades, sendo que uma delas enviou um lote de 

apenas 18 animais para o abate (Tabela 1).  Enquanto que nas outras coletas, todos 

os lotes continham 100 ou mais animais, confirmando estudos anteriores que 

afirmaram que nas propriedades pequenas cada animal se torna mais exposto aos 

fatores de risco, pois o fator de risco é distribuído entre um número menor de suínos, 

portanto o risco é maior em pequenas propriedades (ZIMMERMAN et al., 1990; 

WEIGEL et al., 1995).  

Os títulos de anticorpos variaram de 64 a 4096, indicando a 

presença de animais em diferentes estágios de infecção. Dubey et al., (2012) a partir 

de amostra de um animal soro negativo, tanto no ELISA quanto no MAT, realizou o 

isolamento de T.gondii a partir do bioensaio. Portanto é possível mesmo um animal 

soro negativo conter formas viáveis do protozoário. 
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A partir das 26 amostras de suínos submetidos ao bioensaio foram 

obtidos 18 (69,23%) isolados  de T. gondii. Dos Santos et al., (2005) obtiveram uma 

taxa de isolamento de 25% a partir de amostras de suínos no estado de São Paulo, 

Brasil. Nos EUA, Dubey, Thulliez e Powell, (1995) realizando bioensaio de tecidos 

suínos em camundongos obtiveram 31,7% de isolados. No Nordeste do Brasil, a 

partir de 18 amostras de suínos submetidas ao bioensaio foram obtidos cinco 

isolados, resultando numa taxa de isolamento de 62,5%, utilizando cinco 

camundongos,  e no presente estudo foram utilizados apenas três e obtendo uma 

maior taxa de isolamento CLEMENTINO-ANDRADE et al., (2013). Portanto, com um 

número bem menor de animais inoculados foi possível obter uma ótima taxa de 

isolamento, resultante do uso da RIFI e MAT em paralelo aumentando a 

sensibilidade. 

A PCR-RFLP foi utilizada neste estudo, pois é capaz de diferenciar 

os alelos atípicos (u-1, u-2) e também capaz de detectar a combinação dos alelos de 

diferentes arquétipos, além de ser de fácil utilização, e alta resolução, similar ao 

sequenciamento genético (SU; ZHANG; DUBEY, 2006). O resultado da análise 

genotípica revelou a presença de um único genótipo #206, em 15 isolados de 

suínos. Este genótipo foi descrito previamente em galinhas no estado do Espírito 

Santo (PENA et al.,2013), e em três recém nascidos no estado de Minas Gerais 

(CARNEIRO et al., 2013) no entanto, ambos recentes. Visto que o estado do Paraná 

está localizado há cerca de 1.500 km do estado do Espiríto Santo onde foi 

identificado o genótipo #206, mais estudos são necessários, para investigar a 

circulação do T. gondii em outras espécies animais e sua relação com os suínos, e 

principalmente o homem, devido ao alto potencial zoonótico desse genótipo. 

Não foi possível determinar o genótipo dos isolados 198, 205 e 226, 

devido a baixa concentração de DNA, no entanto todos os 18 isolados se mostraram 

virulentos para camundongos. O fato de 15 isolados pertencerem ao mesmo 

genótipo (ToxoDB#206) pode ser explicado provavelmente pelo fato dos animais 

serem de dois únicos lotes pequenos e provenientes do mesmo estado; o Paraná.  

Na Europa e na América do Norte a análise genotípica dos isolados 

revelou três linhagens clonais: I, II e III com  pouca variablidade genética (HOWE e 

SIBLEY, 1995). Nenhum desses três tipos clonais foram encontrados no presente 

trabalho, Esses resultados estão de acordo com diversos outros trabalhos que 

também não encontraram os genótipos arquétipos no Brasil, pois os isolados Sul 
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Americanos possuem maior diversidade genética, com a presença de diferentes 

alelos, chamados de genótipos atípicos (GRIGG; SUNDAR, 2009; BEZERRA et al., 

2012; PENA et al., 2013; CLEMENTINO-ANDRADE et al., 2013) 

Nos EUA, Dubey et al., (2008), utiizando 11 marcadores na PCR-

RFLP obtiveram 4 genótipos diferentes a partir de 14 isolados de T. gondii de 

suínos. Na China, a partir de 17 isolados de suínos, utilizando a PCR-RFLP com 10 

marcadores foram encontrados os genótipos #3 e #9 do ToxoDB (JIANG et al., 

2013). Outro estudo também na China, usando nove marcadores, obteve dois 

genótipos a partir de sete isolados (WANG et al, 2012). 

No Brasil, Bezerra et al., (2012), utilizando apenas sete marcadores 

moleculares encontraram seis diferentes genótipos a partir da análise genotípica de 

11 isolados. Frazão-Teixeira et al.,(2011), no estado do Rio de Janeiro, obtiveram 

cinco isolados de T. gondii, quatro genótipos foram identificados, apenas um desses 

foi avirulento e os quatro restantes foram altamente patogênicos para camundongos. 

Devido a alta variabilidade genética, o presente estudo utilizou 11 

marcadores moleculares, conforme recomendado por estudos anteriores, mas são 

necessários mais estudos com maior tamanho amostral para o desenvolvimento de 

novos marcadores visando uma classificação mais correta dos isolados atípicos 

(BEZERRA et al., 2012, FRAZÃO-TEIXEIRA et al., (2011). 

 

5 CONCLUSÃO 

 

Nossos resultados demonstram que a carne suína é uma importante 

fonte de infecção de T. gondii para seres humanos, cabe ressaltar que a partir de 

apenas 50 gramas de tecidos suínos foi possível isolar o parasita com capacidade 

infectante, essa quantidade de carne é bem inferior ao consumido por um adulto em  

um dia. Além desse fator importante para a saúde pública, a partir da caracterização 

genotípica dos isolados foi possível descrever pela primeira vez o genótipo #206, 

ToxoDB em suínos no Brasil e no mundo, confirmando o carácter atípico dos 

isolados brasileiros. 
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CONCLUSÃO 

 

O presente trabalho determinou a soro-ocorrência de anticorpos anti-

T. gondii em suínos abatidos na região de Londrina, PR através das técnicas 

consolidadas, RIFI e MAT. Por meio do bioensaio em camundongos foi possível 

isolar o parasita a partir de tecidos suínos coletados durante o abate, refletindo 

assim o risco de infecção a partir do consumo de carne suína crua ou mal cozida. 

A caracterização genotípica dos isolados revelou a presença de um 

genótipo (#206 ToxoDB) confirmando assim o carácter atípico dos isolados 

brasileiros. Esse é o primeiro trabalho que descreve este genótipo em suínos não só 

no Brasil, como no mundo. 

 


