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DA SILVA, R.C. Caracterização genotípica de amostras de Toxoplasma 
gondii isoladas de ovinos de abatedouro. Botucatu, 2009. 156p. Tese 

(Doutorado) – Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Campus de 

Botucatu, Universidade Estadual Paulista. 

RESUMO 

Toxoplasma gondii é um parasito de grande importância no contexto de 

produção animal e saúde pública, sendo importante patógeno oportunista em 

pacientes imunocomprometidos. Este estudo objetivou determinar a 

soroprevalência de toxoplasmose em ovinos de abatedouros do estado de São 

Paulo, e a variabilidade genotípica dos isolamentos obtidos. A presença de 

anticorpos para T. gondii foi pesquisada em 602 amostras de soro  pela reação 

de imunofluorescência indireta (RIFI), aglutinação direta modificada (MAT), 

com antígeno fixado pelo metanol (AM) e formalina (AF). Bioensaio em 

camundongos e pesquisa do DNA do parasito pela reação em cadeia pela 

polimerase (PCR) do gene 529 pares de bases (pb), repetitivo 300 vezes no 

genoma do parasito, foi realizado com cérebro, pulmão e músculo (“pool” de 

diafragma e coração) dos ovinos soropositivos. Das amostras positivas à PCR 

realizou-se a genotipagem pelas técnicas de multilocus-, nested-PCR e 

polimorfismo de comprimento dos fragmentos de restrição (RFLP-PCR) em 12 

loci (SAG1, 5’SAG2, 3’SAG2, alt-SAG2, SAG3, BTUB, GRA6, c22-8, c29-2, 

L358, PK1, Apico, CS3), adicionado de ROP18Del e ROP18UPS, além da 

confirmação do parasito pelo locus 18S rRNA, diferenciando de Hammondia 

hammondi, Neospora caninum, Sarcocystis neurona, S. moulei, S. 

miescheriana, S. hominis, S. capracanis e S. tenella. 66/602 (11,0%) amostras 

de soro foram positivas para algum teste sorológico, com maior sensibilidade 

da MAT-AF, utilizado como teste de triagem. Amostras teciduais de 20/66 

(30,3%) animais foram positivas ao isolamento, sendo detectados cistos em 12, 

taquizoítos em quatro e somente sorologia positiva em outras quatro. Detectou-

se o DNA do parasito em amostras de 22/66 (33,3%) animais. O genótipo 

completo foi obtido em somente 13/22 (59,1%). Dez genótipos diferentes foram 

identificados, sendo seis novos genótipos. Duas amostras apresentaram tipo II, 

e foram isoladas da raça Polwarth (Ideal) com criação extensiva em Santana 
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do Livramento e Uruguaiana, RS. Outras duas amostras das mesmas cidades 

apresentaram co-infecção por Sarcocystis tenella, determinado a partir do 

sequenciamento do produto da nested-PCR do gene 18S rRNA, e desafiado à 

base de dados do GenBank (número de acesso L24.383-1). Estes resultados 

confirmam a variabilidade genotípica do parasito no Brasil, primeiro registro e 

co-infecção S. tenella e T. gondii em ovinos no Brasil, e indicam o primeiro 

registro do tipo II clonal de T. gondii na América do Sul, principal responsável 

pela ocorrência da doença em humanos imunocomprometidos. 

Palavras-chave: Toxoplasma gondii; ovinos; abatedouro; genotipagem; 

técnicas moleculares. 
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DA SILVA, R.C. Genotypic characterization of Toxoplasma gondii samples 
from sheep from slaughterhouse. Botucatu, 2009. 156p. Tese (Doutorado) – 

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Campus de Botucatu, 

Universidade Estadual Paulista. 

ABSTRACT 

Toxoplasma gondii is a parasite with high importance to the animal production 

and public health, being important opportunistic pathogen in 

immunocompromised patients. This study was aimed to determine the 

seroprevalence of toxoplasmosis in ovines in slaughterhouses from State of de 

São Paulo, and the genotypic variability of the obtained isolates. T. gondii

antibodies were researched in 602 serum samples by indirect fluorescent 

antibody test (IFAT) and modified agglutination test (MAT), with methanol- (AM) 

and formalin-fixed antigen (AF). Bioassay in mice and the research of DNA by 

polymerase chain reaction (PCR) of gene 529 base pairs (bp), 300 times 

repetitive in parasite genome, was assayed with brain, lung and muscle (“pool” 

of diaphragm and heart) from seropositive ovines. Genotyping of the PCR 

positive samples was performed by multilocus-, nested-PCR and restriction 

fragment lenght polymorphism (RFLP-PCR) in 12 loci (SAG1, 5’SAG2, 3’SAG2, 

alt-SAG2, SAG3, BTUB, GRA6, c22-8, c29-2, L358, PK1, Apico and CS3), 

added of ROP18Del and ROP18UPS, beyond the confirmation by 18S rRNA 

locus, to differentiate Hammondia hammondi, Neospora caninum, Sarcocystis 

neurona, S. moulei, S. miescheriana, S. hominis, S. capracanis and S. tenella. 

66/602 (11.0%) serum samples were positive to, at least, one serological test 

with high sensitivity to MAT-AF, used as screening test. Tissue samples of 

20/66 (30.3%) animals were positive to the isolation, being detected cysts in 12, 

tachyzoites in four and in other four only positive result to the serology. DNA of 

the parasite was detected in samples of 22/66 (33.3%) animals. The complete 

genotype was detected in only 13/22 (59.1%). Ten different genotypes were 

identified, with six new genotypes. Two samples presented type II, isolated from 

Polwarth (Ideal) breed, bred extensively in Santana do Livramento and 

Uruguaiana, RS. Two other samples, from the same cities, presented co-

infection with Sarcocystis tenella, detected by sequencing of nested-PCR 



21 

R.C. Silva – 2009 

product of 18S rRNA gene, blasted to GenBank database (access number 

L24.383-1). These results confirmed the genotypic variability of T. gondii in 

Brazil, the first register and co-infection of S. tenella and T. gondii in sheep in 

Brazil, and indicate the diagnosis by the first time of clonal type II of the parasite

in South America, main responsible for the occurrence of the disease in 

immunocompromised humans. 

Keywords: Toxoplasma gondii; sheep; slaughterhouse; genotyping; molecular 

techniques. 
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Toxoplasma gondii (T. gondii) é um protozoário, parasito intracelular 

obrigatório, amplamente distribuído, capaz de infectar grande variedade de 

hospedeiros. Classificado no filo Apicomplexa, classe Sporozoa, subclasse 

Coccidia, família Sarcocystidae, é o causador da toxoplasmose, podendo 

infectar todos os animais homeotérmicos, inclusive humanos. A toxoplasmose 

é uma das zoonoses parasitárias mais comuns, causando também perdas 

econômicas significativas à pecuária, principalmente para a ovinocultura. O seu 

ciclo de vida é facultativamente heteroxeno apresentando como hospedeiros 

definitivos os gatos e outros felídeos e, como hospedeiros intermediários, os 

demais animais homeotérmicos, como os de produção. É responsável por altos 

índices de abortamentos, principalmente em ovinos. Apresenta considerável 

relevância quanto aos aspectos de produção animal, bem como para a saúde 

pública, pela transmissão pelos alimentos provenientes de animais infectados, 

sendo ainda uma zoonose oportunista em pacientes positivos para o vírus da 

imunodeficiência humana (HIV) ou que apresentam imunodeficiência severa 

(TENTER et al., 2000). 

 Por estas razões, a toxoplasmose é considerada uma das 

parasitoses de maior importância médica e veterinária, com necessidade do 

aprimoramento de técnicas diagnósticas de maior eficácia e precisão temporal 

da infecção.  A grande maioria dos animais infectados por T. gondii resiste à 

infecção, tornando-se portadores, de modo que a toxoplasmose-infecção é 

muito difundida (CORRÊA & CORRÊA, 1992) e uma das mais comuns nos 

humanos, em todo o mundo (DUBEY et al., 1998; TENTER et al., 2000). A 

toxoplasmose-doença é mais rara, apesar de sua distribuição mundial. 

 A infecção pelo T. gondii constitui uma das zoonoses mais 

difundidas no mundo. Estima-se que até 500 milhões de pessoas estejam 

infectadas (DUBEY, 1996). Em todos os países, grande parte da população 

humana e animal (mais de 300 espécies de animais entre mamíferos e aves – 

domésticos ou silvestres) apresentam parasitismo pelo T. gondii. Há estimativa 

de custos de US$ 369-8.756 milhões em relação à toxoplasmose congênita 

(ROBERTS e FRENKEL, 1990). Nos mais variados climas e condições sociais 
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chega a apresentar uma percentagem de indivíduos positivos que varia de 20 a 

83% (1 a 2 bilhões de pessoas) da população. 

 Em algumas regiões, 40 a 70% de humanos adultos, aparentemente 

sadios, apresentam-se sorologicamente positivos. O número de pessoas com 

sorologia positiva para T. gondii é enorme sendo, talvez, o protozoário mais 

difundido entre a população humana e animal, incluindo as aves e excetuando-

se os animais de sangue frio, como os répteis (DUBEY et al., 1998; TENTER et 

al., 2000). Nos Estados Unidos da América, pela análise dos dados de nove 

sistemas nacionais de notificação em saúde e dados publicados em periódicos 

especializados, estimam-se 1.500.000 infecções anuais, sendo cerca de 15% 

sintomáticas (MEAD et al., 1999). 

 A genotipagem em vários loci é necessária para revelar genótipos 

recombinantes e alelos atípicos, mais frequentemente encontrados em 

isolamentos obtidos em áreas remotas ou ambiente selvagem, avaliar a 

diversidade genética da população de T. gondii, encontrar os fatores genéticos 

que podem influenciar a virulência, entender eventuais mecanismos de seleção 

de genótipos de acordo com a espécie hospedeira e tentar encontrar relações 

entre o genótipo e a doença em humanos (DARDÉ, 2004; 2008). 
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 Os humanos e os animais podem infectar-se pelas três formas do 

ciclo de vida do parasito: (1) via oral pela ingestão de oocistos eliminados nas 

fezes de felídeos e infectantes após esporulação no ambiente, (2) pela 

ingestão de cistos em tecidos de hospedeiros intermediários, e (3) via uterina 

pela transmissão transplacentária de taquizoítos. Pode ainda, ser transmitido a 

partir de produtos sanguíneos, nos transplantes de órgãos, ou pela ingestão de 

taquizoítos em leite caprino não submetido ao tratamento térmico pelo calor 

(TENTER et al., 2000; KIJLSTRA e JONGERT, 2009). 

 O taquizoíto é a forma encontrada durante a fase aguda da infecção, 

dentro de vacúolos parasitóforos de diferentes tipos de células, como nas do 

sistema fagocítico mononuclear, células hepáticas, pulmonares, nervosas, 

submucosas e musculares. Os bradizoítos são encontrados em cistos teciduais 

localizados predominantemente no sistema nervoso central (SNC), globo 

ocular, bem como nos músculos esquelético e cardíaco. O oocisto é a forma de 

resistência que possui uma parede dupla bastante resistente às condições 

ambientais, produzidos nas células intestinais de felídeos não imunes, e 

eliminados imaturos junto com as fezes, caracterizando o estágio 

enteroepitelial (TENTER et al., 2000). 

 Após o nascimento, os humanos infectam-se, na maioria das vezes, 

pela ingestão de oocistos esporulados encontrados no meio-ambiente, ou pela 

ingestão de cistos teciduais em carne crua ou mal cozida de hospedeiros 

intermediários. A variação da prevalência parece ser devida a fatores 

climáticos, geográficos, hábitos alimentares, tipo de trabalho e hábitos culturais, 

indicando que os mecanismos de transmissão devem ocorrer de várias formas 

do parasito (TENTER, 2009; DUBEY et al., 2005b). 

 Estimativas atuais indicam que 1/50 da população norte-americana 

sofre de algum grau de imunodeficiência, o que pode contribuir para uma maior 

susceptibilidade a doenças oportunistas. Nesta população incluem-se mulheres 

grávidas, pessoas com mais de 65 anos de idade, pacientes sob tratamento 

para câncer, transplantados e portadores do HIV. O estado imunodeficiente 
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destes indivíduos pode colocá-los em risco de contrair toxoplasmose ou de 

reativação de infecções crônicas (TENTER et al., 2000; TENTER, 2009). 

 A toxoplasmose em humanos é na maioria das vezes benigna e 

assintomática em 60% dos casos (SAWADOGO et al., 2005). Entre 15 e 85% 

da população humana adulta é cronicamente infectada com T. gondii, 

dependendo da localização geográfica (DUBEY e BEATTIE, 1988). Nos 

Estados Unidos, a toxoplasmose foi responsável por cerca de 5.000 

hospitalizações entre 1992 e 1996, com pelo menos 2.500 casos de origem 

alimentar, representando 4,1% das internações causadas por infecções 

alimentares. Foram registrados 750 óbitos por toxoplasmose, com cerca de 

50% de infecções adquiridas pelo consumo de alimentos contaminados, o que 

representa 20,7% das mortes associadas às infecções de origem alimentar, 

inferior somente de Salmonella (30,6%) e de Listeria monocytogenes (27,6%). 

O desenvolvimento de casos crônicos da doença, como nos casos de infecção 

pela via congênita, com desenvolvimento de corrioretinite e os casos de 

pacientes infectados pelo HIV, é estimado em 4.700 a 12.100 casos anuais 

(MEAD et al., 1999; DUBEY et al., 2005b). 

 Quanto aos animais, T. gondii tem sido relatado como importante 

agente causador de abortamentos na espécie ovina desde 1954, considerado 

uma das maiores causas de problemas reprodutivos nesta espécie. A avaliação 

dos dados de literatura aponta a toxoplasmose como a causa primária de 

perdas em 10 a 20% dos rebanhos com problemas de abortamento, absorção 

fetal e natimortos, com incidência anual de 1 a 2% (MASALA et al., 2003). 

Freyre et al. (1997) registraram taxas de abortamento no Uruguai variando de 

28,7% a 38,5% em 2,5 anos de estudo, indicando taxa de 9,8% de incidência 

no período, com perdas reprodutivas variando de 1,4 a 3,9% e prejuízo anual 

de US$ 1,4-4,7 milhões. 

 Além de causar prejuízos à pecuária, a toxoplasmose ovina tem 

impacto também na saúde humana, pois o animal infectado pode manter cistos 

teciduais durante longos períodos (BUXTON, 1990), e o consumo de sua carne 

pode levar a infecção humana. Por outro lado, placentas e fetos infectados com 

cistos de T. gondii servem como fontes de infecção para roedores, aves e 

gatos. A ingestão de roedores e pássaros infectados por gatos pode levar a 
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excreção de grande número de oocistos de T. gondii, favorecendo a 

disseminação e persistência do agente na natureza (TENTER et al., 2000). 

 Estre os animais de produção, os ovinos e caprinos apresentam-se 

mais suscetíveis à infecção toxoplásmica, quando comparados aos bovinos. De 

acordo com vários estudos, a soroprevalência é variável de 22,5% a 55,7%. 

Sawadogo et al. (2005) obtiveram 27,6% animais soropositivos em Marrocos, 

comparado a Oncel e Vural (2006) e Sevgili et al. (2005) na Turquia, que 

obtiveram 56/181 (31%) e 167/300 (55,66%), e a Hamzavi et al. (2007), 

detectando 54/240 (22,5%) ovinos no Irã. 

 Ducanson et al. (2001) verificaram que a transmissão congênita é 

capaz de explicar a manutenção do parasito em populações de ovinos sem a 

necessidade de reinfecções frequentes por oocistos excretados por gatos, 

obtendo 94% de tecidos fetais e 42% de tecidos placentários positivos à reação 

em cadeia pela polimerase (PCR). A ocorrência da transmissão vertical, o grau 

de virulência e a severidade da doença dependem de fatores como genótipo do 

parasito, hospedeiro, forma parasitária, dose infectante e via de infecção, além 

da duração da infecção antes da prenhez (DUBEY et al., 2002). 

 Dumètre et al. (2006) verificaram na França que 65,6% dos animais 

soropositivos eram adultos (mais de um ano de idade). Klun et al. (2006), na 

Sérvia, observaram o mesmo fato em 70 a 90% dos ovinos, e Clementino et al. 

(2007), em Lages, Brasil, em 51,85%. Vesco et al. (2007) observaram que 

39,7% dos animais soropositivos tinham idade inferior a um mês de idade, e 

57,5% superior a 36 meses. 

 Quando se analisa a idade e o grau de imunidade em ruminantes, 

deve-se considerar que as IgM não são transmitidas pelo colostro, somente as 

IgG. Além disso, as IgG maternas são transferidas aos cordeiros pelo colostro 

somente até três meses de idade (DUMÈTRE et al., 2006). Animais com idade 

inferior a três meses, soropositivos para IgG, podem ser interpretados como 

proteção conferida pelos anticorpos maternos como também pela própria 

imunidade desenvolvida pelo cordeiro ainda no útero, e a presença de IgM 

indica resposta imunológica ativa do hospedeiro, de caráter agudo. 

 Referente ao sexo, as fêmeas são mais predispostas à infecção 

(SEVGILI et al., 2005; DUMÈTRE et al., 2006; CLEMENTINO et al., 2007; 



27 

R.C. Silva – 2009 

ROMANELLI et al., 2007) e a manifestação clínica é mais intensa durante a 

gestação, além da possibilidade de abortamentos. 

 Os ovinos são muitas vezes criados em ambientes contaminados 

com oocistos, e a infecção ocorre após a ingestão de água e/ou alimentos 

contaminados. As pastagens adubadas com esterco e restos de cama de locais 

frequentados pelos felídeos são as principais vias de transmissão. Desta forma, 

os felídeos são os maiores responsáveis, por terem facilidade de acesso aos 

abrigos dos ovinos e ao alimento estocado, onde defecam em alimentos, como 

feno e grãos, com considerável risco de contaminação para os animais (KLUN 

et al., 2006). 

 Os ovinos são altamente susceptíveis à infecção pelo T. gondii e a 

prevalência de anticorpos entre eles é geralmente maior que em outros 

herbívoros domésticos. A despeito da importância dos levantamentos de 

anticorpos séricos como instrumento de vigilância epidemiológica, apenas o 

isolamento de parasitos viáveis de produtos cárneos permite avaliar o fator de 

risco para a saúde pública (ASPINALL et al., 2002).

 A maioria dos surtos de toxoplasmose em humanos tem sido 

atribuída ao consumo de carne crua ou mal cozida (KIJLSTRA e JONGERT, 

2009), e em pelo menos um deles, ficou bem determinado que a via de 

transmissão de seis de sete membros de uma família acometida de 

toxoplasmose aguda foi a carne de cordeiro mal cozida. Bonametti et al. (1997) 

relataram, no Brasil, surto de toxoplasmose aguda em 17 indivíduos, 

sintomáticos, após o consumo de carne crua de carneiro, na forma de quibe. 

 Entre os três estágios infecciosos de T. gondii, os oocistos são mais 

virulentos do que os taquizoítos ou bradizoítos para hospedeiros não felinos 

(DUBEY e BEATTIE, 1988). Os oocistos não são patogênicos para gatos 

(DUBEY, 2006). Tem-se verificado que os isolados da América do Sul, em 

comparação as da Europa e América do Norte, são mais virulentas quando 

avaliadas pelo bioensaio em camundongos (DUBEY et al., 2006c; 2007a; 

CAVALCANTE et al., 2007). 

 Fatores de risco podem predispor os animais de produção. Os 

principais descritos na literatura são a presença de gatos na criação, pois eles 

mantêm a eliminação dos oocistos no solo, principalmente quando jovens, 

contaminando o solo, fontes de água de superfície e pastagens com alta carga 
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parasitária, aumentando a soroprevalência em animais não carnívoros (ONCEL 

e VURAL, 2006; VESCO et al., 2007; ROMANELLI et al., 2007). 

 Masala et al. (2003) observaram que a disseminação de oocistos por 

gatos, em Sardínia, Itália, foi o fator responsável por 11% dos abortamentos 

ovinos. Vesco et al. (2007) identificaram 937/1876 (49,9%) ovinos soropositivos 

ao ELISA, na Sicília, Itália, e 54/62 (87%) das propriedades estudadas 

apresentavam pelo menos um animal soropositivo, e a presença de gatos e 

águas de superfície. 

 As provas sorológicas possibilitam a detecção da resposta do 

hospedeiro, frente à infecção, diferenciando seu estágio. Thulliez et al. (1986) 

definiram a importância da técnica de aglutinação utilizando taquizoítos 

inativados pelo metanol (MAT-AM) e formalina (MAT-AF), para quantificar os 

níveis de IgG de diferentes estágios da infecção, permitindo distinguir a fase 

aguda da fase crônica da infecção. A MAT não permite detectar a ação da IgM, 

que é uma imunoglobulina inespecífica. Pode ser utilizada para testar soros de 

qualquer espécie animal sem a necessidade de conjugado espécie-específico. 

Muitos inquéritos são realizados utilizando-se a MAT em diversas espécies 

animais, como em ovinos, com 24,2% de soropositividade entre 495 amostras 

no Brasil (RAGOZO et al., 2008). 

T. gondii possui estrutura populacional altamente clonal (HOWE e 

SIBLEY, 1995), que consiste predominantemente de três linhagens, 

designadas I, II e III, indicando que sua propagação na natureza ocorre 

principalmente pela replicação assexuada ou por cruzamentos uniparenterais.

 As cepas tipo I de T. gondii ocorrem predominantemente em casos 

de toxoplasmose aguda, enquanto que as cepas do tipo II são prevalentes em 

pacientes com síndrome da imunodeficiência adquirida – Aids e na 

toxoplasmose congênita em humanos (HOWE e SIBLEY, 1995; FUENTES et 

al., 2001). As cepas tipo II têm sido identificadas como o genótipo prevalente 

tanto em animais como nos humanos (HOWE e SIBLEY, 1995; HONORÉ et al., 

2000). 

 Segundo o estudo de Howe e Sibley (1995), a frequência das cepas 

tipo III é maior em animais do que em humanos, devendo-se considerar que, 

em geral, as amostras de T. gondii provenientes de casos humanos causam 
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doença clínica, enquanto que a maioria das amostras provenientes de animais 

é de infecções crônicas e subclínicas. 

 De acordo com Lehmann et al. (2000) variantes podem estar melhor 

adaptadas a diferentes hospedeiros intermediários. É importante a análise de 

maior número de amostras, originárias de múltiplas fontes de infecção, para 

avaliação de possíveis associações entre genótipos e a doença nos humanos e 

animais (OWEN e TREES, 1999). 

 Literak et al. (1998) analisaram 20 cepas de T. gondii isoladas de 

animais na República Tcheca, a partir do polimorfismo no comprimento dos 

fragmentos de restrição pela reação em cadeia pela polimerase (RFLP-PCR) 

do DNA genômico, e constataram que nove pertenciam a um genótipo não 

virulento e somente uma a um genótipo virulento. Owen e Trees (1999) 

determinaram que os tecidos naturalmente infectados pelo parasito, em 13 

fetos ovinos, dois roedores selvagens e dois camundongos inoculados com 

material de cordeiros infectados, pertenciam ao genótipo II, indicando que os 

ovinos podem ser fontes potenciais de infecção para estes indivíduos. Dubey et 

al. (2002) isolaram 16 cepas do tipo I e nove do tipo III a partir de 82 galinhas 

assintomáticas no estado de São Paulo, e Dubey et al. (2003) isolaram sete 

cepas do tipo I e seis do tipo III a partir de 40 galinhas no estado do Paraná. 

 A possibilidade de que o genótipo do parasito tenha influência sobre 

a severidade da doença humana tem suporte nas diferenças de virulência das 

cepas em modelos experimentais animais, em trabalhos realizados nos EUA e 

Europa. As cepas do tipo II e III levam à infecção crônica e produção de cistos 

teciduais em camundongos, enquanto que as cepas do tipo I são 

extremamente virulentas para camundongos, causando níveis significativos de 

parasitemia, aumentando o risco de transmissão transplacentária ou 

severidade de infecção fetal (HOWE e SIBLEY, 1995).

 Em Botucatu, SP, foram analisadas nove cepas de T. gondii isoladas 

de amostras cerebrais oriundos de 111 cães com sinais neurológicos, dos 

quais quatro classificadas como genótipo I e cinco como genótipo III, pela 

RFLP-PCR do gene SAG2. Todas foram virulentas para camundongos (DA 

SILVA et al., 2005). 

 Helmick et al. (2002), no Reino Unido, identificaram 39,5% (167/660) 

de soropositividade pelo teste de aglutinação em látex (LAT) em ovinos que 
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haviam abortado. Em Sardínia, Itália, Masala et al. (2003) observaram que a 

disseminação de oocistos por gatos, em Sardínia, Itália, foi o fator responsável 

por 11% dos abortamentos ovinos. Estes autores, identificaram 2.048 (28,4%) 

ovinos soropositivos para RIFI-IgG e 652 (9%) para RIFI-IgM, entre as 7.194 

amostras de soro ovino examinadas. Dentre 2.471 amostras ovinas, a PCR da 

placenta apresentou a maior positividade. Os dados sorológicos foram 

semelhantes aos observados por Pereira-Bueno et al. (2004), na Espanha, com 

23,1% (40/173) fetos soropositivos na RIFI, ELISA, histologia e/ou nested-PCR. 

Assim, verifica-se variação de soroprevalência de 4 a 92%, na Europa 

(TENTER et al., 2000). No Brasil, a prevalência de anticorpos IgG na 

população humana varia de 54% na Região Centro-Oeste a 75% na Região 

Norte do país. No estado do Rio de Janeiro 77,1% das gestantes são 

soropositivas para IgG, no estado de Pernambuco, 69,4%, e no estado do Rio 

Grande do Sul, 74,5% (GALISTEU et al., 2007). 

 A detecção molecular do DNA de T. gondii não substitui os métodos 

sorológicos tradicionais no diagnóstico da doença. Assim, a associação destes 

dois métodos pode revelar a infecção e estabelecer o seu estágio (KOMPALIC-

CRISTO et al., 2004). É importante a detecção molecular mais detalhada do 

agente, permitindo caracterizar a estrutura populacional clonal. A 

caracterização fenotípica da infecção estará intimamente ligada às variações 

ocorridas dentro desta estrutura populacional. 

T. gondii era considerado clonal antigamente e com baixa 

variabilidade genética. Contudo, a maior parte das informações foi derivada de 

isolamentos da Europa e América do Norte. Utilizando novos marcadores 

moleculares para a caracterização genética de cepas isoladas no Brasil e 

Guiana Francesa, verificou-se maior variabilidade genética em comparação às 

já registradas (AJZENBERG et al., 2004). 

 A análise das sequências polimórficas determina a cepa (SWITAJ et 

al., 2005). A maioria dos estudos de genotipagem de T. gondii é baseada na 

análise da RFLP-PCR do gene SAG2, porém este apresenta problemas 

técnicos, como a sua amplificação incompleta (FUENTES et al., 2001) e 

digestão incompleta do DNA pelas enzimas de restrição (LEHMANN et al., 

2000), que são limitantes na reprodutibilidade. Há limitações na genotipagem 

de cepas baseada somente em um ou dois loci (LEHMANN et al., 2000; 
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AJZENBERG et al., 2002), pois exclui a possibilidade de identificação de 

genótipos recombinantes. Em contrapartida, a análise multilocus permite 

detectar eventos recombinantes e alelos atípicos, propiciando o melhor 

entendimento da estrutura populacional do T. gondii, para se estabelecer a 

relação do genótipo com a doença clínica (AJZENBERG et al., 2005). 

 Atualmente, a análise do perfil genotípico das amostras e cepas de 

T. gondii têm se baseado, principalmente, na análise de alelos recombinantes 

comuns no Brasil (PENA et al., 2008). Antigamente a avaliação baseada no 

locus SAG2 permitia a caracterização dos três genótipos baseados em 

isolamentos obtidos na Europa e América do Norte. Entretanto, verificou-se que 

as amostras comportavam-se fenotipicamente diferentes, com os mesmos 

genótipos. A análise em multilocus é importante para a avaliação desta 

diversidade em várias regiões do DNA do parasito (KHAN et al., 2005; DUBEY 

et al., 2006b; SU et al., 2006; FAZAELI e EBRAHIMZADEH, 2007). 

 Dubey et al. (2005a), utilizando frangos da Colômbia, obtiveram 

soroprevalência de 44,4%, isolando-se o agente em 24 amostras. A análise 

pelo locus SAG2 revelou sete isolamentos tipo I e 17 tipo III, similares aos 

obtidos no Brasil, porém diferentes da América do Norte e Europa. Em 

contraste, Dumètre et al. (2006), pesquisando o parasito em ovinos de 

abatedouro na França, isolaram oito amostras do coração, todas 

caracterizadas pelos loci TUB2, TgM-A, W35, B17 e B18, como tipo II, comum 

nos países europeus e considerado avirulento para camundongos. Utilizando 

os mesmos marcadores, Zia-Ali et al. (2007) identificaram dois genótipos (tipos 

II e III) em quatro isolamentos de 24/105 (22%) ovinos soropositivos pela LAT 

no Irã, sem a presença de infecções mistas. 

 Os genótipos recombinantes ou genótipos com alelos atípicos 

representam somente 5 a 10% na maior parte das coleções de isolamentos 

(HOWE e SILBEY, 1995), mas eles são mais frequentes entre as amostras de 

isolamentos de espécies hospedeiras exóticas ou de áreas remotas 

geograficamente ou de pacientes com apresentação clínica incomum. Além 

disso, as cepas recombinantes e cepas atípicas são resultados de pressões 

seletivas sobre a mais antiga cepa ancestral (tipo III), com forte influência sobre 

a virulência (KHAN et al., 2009). A tipificação genética baseada em um ou dois 

loci é muito limitada para detectar cepas recombinantes e atípicas, 
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caracterizadas por alelos incomuns em outros loci. Estudos baseados na 

genotipagem somente do locus SAG2 devem ser reconsiderados (DARDÉ, 

2004; SU et al., 2006). 

 Dubey et al. (2006a) encontraram 47/85 (55,39%) frangos 

soropositivos pela MAT no Chile e isolaram o agente de 22 animais. Ao se 

analisar o polimorfismo nos loci SAG1, SAG2, SAG3, BTUB e GRA6, 

detectaram três genótipos. Destes, 17 isolamentos tinham alelos tipo II, quatro 

alelos tipo III, e um tinha combinação de alelos tipo I e III. Genotipicamente e 

fenotipicamente, os isolamentos obtidos no Chile em frangos se comportaram 

de forma similar aos da América do Norte, e diferentemente aos do Brasil e 

Colômbia, onde não há registro de isolamento de alelo tipo II. Em comparação, 

Dubey et al. (2006b) obtiveram 47 isolamentos de 85,70% frangos 

soropositivos, na Nicarágua, onde pela análise nos mesmos loci citados acima, 

oito genótipos foram caracterizados, apresentando os três genótipos clássicos 

de T. gondii obtidos no Velho Mundo, dois isolamentos com infecções mistas e 

27 isolamentos com recombinações de alelos do tipo I e III, perfazendo quatro 

novos genótipos. Deste modo, se reconhece atualmente a presença de 

genótipos recombinantes, principalmente nos países da América do Sul 

(DUBEY et al., 2007a). 

 O estudo conduzido por Ferreira et al. (2006) permitiu, pela RFLP-

PCR em oito loci, a constatação que 20 isolados de T. gondii oriundos de 

humanos e animais no Brasil, tinham genótipos recombinantes, com alelos 

característicos dos tipos I, II e III, justificado pela formação de recombinantes a 

partir do cruzamento entre membros de linhagens clonais. Este é o primeiro 

relato de cepas recombinantes de T. gondii no Brasil em hospedeiros 

diferentes. Isto sugere que combinações diferentes de alelos em vários loci

podem ser responsáveis pela heterogeneidade observada na virulência das 

cepas de T. gondii (Sibley et al., 2002). 

 Vários estudos têm ilustrado a alta frequência de cepas tipo I e III, e 

a ausência de cepas tipo II (DUBEY et al., 2002; 2003). Contudo nestes 

estudos a análise em somente um ou dois loci não identificou as cepas 

brasileiras como híbridos. 

 Para permitir melhor avaliação da diversidade, Su et al. (2006) e 

Dubey et al. (2007e) padronizaram a utilização de mais seis marcadores 
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moleculares, totalizando 11 (SAG1, SAG2, SAG3, BTUB, GRA6, c22-8, c29-2, 

L358, PK1, alt-SAG2, Apico), que permitem melhor avaliação da diversidade 

genética nas populações de T. gondii. 

 Su et al. (2006) verificaram pela RFLP-PCR em nove loci, que 

amostras de T. gondii de diferentes fontes, podem ser distinguidas e revelar a 

diversidade genética dos parasitos, com a limitação de não distinguir 

isolamentos de uma mesma linhagem clonal. Para resolver esta limitação, a 

análise de microssatélites pode ser utilizada em combinação com os 

marcadores de RFLP-PCR, o que é facilitado pela utilização da multiplex-PCR 

de microssatélites, desenvolvida para a tipagem de T. gondii (AJZENBERG et 

al., 2005). 

 A análise em multiplex-PCR é mais indicada que a RFLP-PCR, pois 

nem todo polimorfismo de comprimento pode ser devido a um polimorfismo de 

comprimento de regiões microssatélites, mas de raras inserções ou deleções 

de sequências, que são detectadas pela multiplex-PCR, com cinco marcadores 

(AJZENBERG et al., 2005). 

 Cavalcante et al. (2007), estudando seis loci gênicos do T. gondii

(SAG2, SAG3, GRA6, L363, cS10-A6, cB21-4) em cabras, obtiveram 10/169 

(5,9%) animais soropositivos, no estado do Ceará, Brasil, com somente dois 

isolamentos do parasito apresentando genótipos recombinantes, diferentes dos 

tipos I, II e III originalmente isolados no Velho Mundo. 

 Dubey et al. (2006c) identificaram 15 isolamentos de 45,2% gatos 

soropositivos na Colômbia. A presença dos genótipos tipo I e II, e 11 

isolamentos com alelos tipo I e III e alguns loci, caracterizando três novos perfis 

de genótipos, e infecção mista em um gato. Assim, salienta-se a possibilidade 

da ocorrência da mesma, e a possibilidade de identificação quando analisado 

por mais loci, ao invés de somente o SAG2. Com isso, verifica-se que na 

América do Sul, múltiplos genótipos de T. gondii estão circulantes, permitindo a 

ocorrência de infecções mistas. 

 Diversos autores tem confirmado a alta diversidade genética do 

parasito na América do Sul sendo isolado de diversas espécies animais como 

cabras no Ceará, Brasil (CAVALCANTE et al., 2007), em cães (DUBEY et al., 

2007c) e gatos, na Colômbia (DUBEY et al., 2006c), e em frangos na 

Nicarágua (DUBEY et al., 2006b) e no Brasil (DUBEY et al., 2007e). 
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 Dubey et al. (2007c) obtiveram 20 isolamentos de 52/309 (16,8%) 

cães soropositivos na Colômbia, com dez genótipos expressos, sendo todos 

diferentes geneticamente como relatado por Dubey et al. (2005a) e Dubey et al. 

(2007e), com alta diversidade e população parasitária distinta. Dubey et al. 

(2007d) identificaram dois genótipos a partir de 17 isolamentos em gatos na 

China, confirmando a circulação de poucos genótipos nos países asiáticos. Por 

outro lado, no Brasil, Dubey et al. (2007e) obtiveram de frangos nos estados do 

Pará e Rio Grande do Sul, 11 e sete genótipos, respectivamente, a partir de 34 

isolamentos (15 no PA; 19 no RS). Não houve infecções mistas, porém 

verificou-se que no Pará estavam presentes diversas combinações dos alelos I, 

II e III, enquanto no Rio Grande do Sul prevaleceram os genótipos tipo I ou III. 

 Baseado no estudo dos 11 novos marcadores moleculares, Dubey et 

al. (2007a), a partir de 8/21 (38%) isolamentos de 21/42 (50%) de cães 

saudáveis soropositivos do Vietnã, obtiveram dois genótipos distintos, o que 

permitiu caracterizá-los como originários de regiões com alta diversidade 

genética, como Colômbia e outros países da América do Sul (DUBEY et al., 

2007c). Em outro estudo, Dubey et al. (2007b) obtiveram quatro genótipos a 

partir de 23 isolamentos positivos em cães do Sri Lanka, sendo três, tipo III 

(#1), e os demais com recombinações em diferentes loci (#2), ou alelos únicos 

em determinados loci. Dos quatro genótipos obtidos, dois foram considerados 

únicos, comparados aos isolados em cães (DUBEY et al., 2007c), gatos (SU et 

al., 2006; DUBEY et al., 2007d) e frangos (DUBEY et al., 2007e; 2008b), e o 

último foi o mesmo obtido nos outros estudos, o que poderia indicar a 

disseminação do parasito. 

 Recentemente, os estudos de genotipagem têm sido embasados na 

pesquisa em 12 loci gênicos (SAG1, 5’+3’SAG2, SAG3, alt-SAG2, BTUB, 

GRA6, c22-8, c29-2, L358. PK1, Apico e CS3), como descrito por Pena et al. 

(2008), confirmando haver uma população clonal de T. gondii muito variada. 

Deste modo, o encontro de infecção mista em hospedeiros intermediários 

levará à maior diversidade genética entre diferentes linhagens do parasito a 

medida que os hospedeiros intermediários são presas dos hospedeiros 

definitivos, o que facilitará a evolução do T. gondii (DUBEY et al., 2006b; PENA 

et al., 2008; DARDÉ et al., 2008; KHAN et al., 2009). 
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 Considerando a necessidade de identificação dos genótipos, alelos e 

recombinação em linhagens de T. gondii no Brasil, que contribuíram no 

esclarecimento da virulência do parasito, na epidemiologia da infecção e nos 

reflexos em saúde pública, o presente estudo objetivou determinar o perfil de 

anticorpos para T. gondii em ovinos destinados ao abate, iIsolar o parasito de 

amostras teciduais dos ovinos soropositivos, caracterizar e analisar os 

genótipos das amostras isoladas, pela RFLP-PCR para 12 diferentes 

sequências gênicas, e analisar o perfil genotípico dos isolados. 
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Objetivos Gerais 
 Os objetivos deste trabalho foram estudar a prevalência da 

toxoplasmose em ovinos destinados ao abate em abatedouros do estado de 

São Paulo, pela presença de anticorpos específicos, isolar o parasito, realizar a 

caracterização genotípica e fenotípica dos isolamentos de T. gondii, e 

comparar com aqueles já descritos na literatura nacional. 

Objetivos Específicos 
1. Isolar T. gondii a partir de amostras de cérebro, pulmão e músculo (“pool” 

de coração e diafragma) de ovinos abatidos para consumo humano; 

2. Comparar os títulos de anticorpos obtidos em três provas sorológicas, 

permitindo determinar o estágio da infecção do animal no momento do 

abate; 

3. Comparar a sensibilidade da PCR frente ao bioensaio positivo e negativo, 

na detecção do parasito em animais soropositivos; 

4. Caracterizar os genótipos das amostras isoladas, pela RFLP-PCR para 12 

diferentes sequências gênicas; 

5. Comparar o perfil genotípico dos isolados obtios de ovinos com os 

genótipos já isolados no Brasil. 
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4.1. Delineamento experimental 
 As colheitas foram realizadas em dois abatedouros localizados na 

região de Botucatu, SP. As provas sorológicas, bioensaio e genotipagem foram 

realizados nos laboratórios do Núcleo de Pesquisas em Zoonoses - NUPEZO, 

Departamento de Higiene Veterinária e Saúde Pública, da Faculdade de 

Medicina Veterinária e Zootecnia, UNESP, Botucatu, SP. Nova genotipagem foi 

realizada no Laboratório de Biologia Molecular e Patogênese, da Universidade 

do Tennessee, Knoxville, TN, nos Estados Unidos da América, para 

confirmação dos resultados, assim como o sequenciamento do DNA. 

 Utilizou-se o programa Epi Info 3.5.1 (CDC, 2002) para se 

determinar o cálculo do número de amostras (n). Utilizando-se como referência 

uma freqüência observada de 7,7%, segundo Da Silva e Langoni (2001), nível 

de significância α = 1%, nível de confiança de 99% e margem de erro de 3%, 

encontrou-se um “n” de 523 animais, ajustando-se para 602 animais. Amostras 

de sangue, cérebro, pulmão, e músculo (“pool” de diafragma e coração) de 

ovinos foram colhidas em dois abatedouros da região de Botucatu, SP (“A” e 

“B”), os quais recebem animais dos estados da região Sudeste e Sul. Durante 

as colheitas, obtiveram-se dados sobre idade, sexo e procedência dos animais 

(estados de São Paulo e Rio Grande do Sul). 

 Dos animais positivos às provas sorológicas para anticorpos anti-T. 

gondii, os órgãos e tecidos respectivos, devidamente identificados, foram 

submetidos à digestão ácida por pepsina e, a seguir, inoculados em 

camundongos para isolamento do parasito. As amostras, cujo parasito foi 

isolado no bioensaio ou fora detectado seu DNA na PCR convencional, foram 

submetidas ao protocolo de RFLP-PCR no Brasil (FMVZ-UNESP, Botucatu, 

SP) e Estados Unidos da América (Universidade do Tennessee, Knoxville, TN), 

para determinação do perfil genotípico de cada amostra em 12 loci gênicos e, 

porteriormente, sequenciadas. 

 O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal, FMVZ, UNESP, Campus de Botucatu, SP, protocolo # 

65/2006-CEEA (Apêndice A). 
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4.2. Colheita das amostras 
 As amostras de sangue foram colhidas, no momento da sangria 

(Figura 1), sendo acondicionadas em tubos de ensaio com tampa de borracha, 

esterilizados, devidamente identificados por número de protocolo. Após a 

colheita, os tubos foram imediatamente colocados em posição inclinada para 

acelerar o processo de dessora. 

Figura 1. Colheita de sangue de ovinos em abatedouro. Botucatu, 2009. 

 No momento da limpeza da carcaça, as cabeças dos animais foram 

identificadas de acordo com o número de protocolo, referente às amostras de 

sangue (Figura 2). Metade do diafragma, dois lobos pulmonares, e o coração 

inteiro (Figuras 3A, 3B e 3C, respectivamente) foram imediatamente 

acondicionados individualmente em sacos plásticos, devidamente identificados, 

e armazenados em caixa térmica, sob refrigeração, e encaminhadas ao 

laboratório para processamento, juntamente com as cabeças acondicionadas 

em sacos plásticos de 100 litros. No laboratório, os órgãos e tecidos, e as 

cabeças foram mantidas sob temperatura de refrigeração até o momento da 

retirada do cérebro, que se deu após a obtenção dos resultados das provas 

sorológicas, no período máximo de 24 horas. 



39 

R.C. Silva – 2009 

Figura 2. Identificação das cabeças segundo protocolo numérico utilizado no 

dia da colheita. Botucatu, 2009. 

Figura 3. Diafragma (A), pulmão (B), e coração (C) de ovinos abatidos. 

Botucatu, 2009. 

4.3. Cepas de T. gondii 
 Foram utilizadas as cepas RH, genótipo tipo I, isolada por Sabin em 

1939 de uma criança nos Estados Unidos (SABIN, 1941) para a produção de 

antígeno para as provas sorológicas, e como controle na prova de biologia 

molecular. 

 A cepa RH é mantida por inoculação intraperitoneal semanal de 

camundongos Swiss, albinos, com 30 dias de idade, com 30 a 40g, com 1mL 

de exsudato peritoneal obtido de camundongos previamente inoculados. Todos 

os camundongos utilizados neste projeto foram obtidos no Biotério Central da 

UNESP. 

A B C 
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 Amostras referência de DNA de T. gondii, GT1, PTG, CTG, MAS, 

TgCgCa1, TgCatBr5, TgCatBr64 e TgToucan, foram gentilmente cedidas pelo 

Prof. Chunlei Su, para controle de amplificação e padrões de genotipagem. 

4.4. Produção de antígeno 
 Foram inoculados 20 camundongos, via intraperitoneal, com 1mL 

das suspensões da cepa RH, previamente selecionadas. Após três dias, os 

animais foram eutanasiados e foi colhido o exsudato peritoneal, inoculando-se 

10mL de solução fisiológica 0,9% estéril, por animal, e aspirando-se em 

seguida. Foram avaliados ao microscópio e, àqueles ricos em parasitos e livres 

de contaminação bacteriana, hemácias e leucócitos, misturou-se, volume a 

volume, com líquido ascítico tumoral (células de sarcoma murino TG180, 

derivadas do sarcoma ATCC - CCRFS-180 II, em 1958), previamente diluído a 

1/10 em solução fisiológica 0,9% estéril, para se obter volume final de 120mL 

de suspensão. Com esta suspensão de taquizoítos e células tumorais, 

devidamente homogeneizada, e mantida em gelo, 60 camundongos Swiss, 

com 30 dias de idade, foram inoculados com 2mL da suspensão, via 

intraperitoneal. Dois dias após a inoculação, realizou-se o lavado peritoneal, 

com 10mL de solução fisiológica 0,9% estéril (DESMONTS e REMINGTON, 

1980; SILVA, 2006). Cada lavado foi acondicionado separadamente em tubo 

de ensaio esterilizado, com tampa de borracha, e mantido em repouso por uma 

hora. 

 Todos os lavados foram avaliados microscopicamente quanto a 

presença de células inflamatórias, sanguíneas, sarcomatosas e bacterianas. 

Os ricos em parasitos e livres de contaminação bacteriana, hemácias e 

leucócitos, foram transferidos por inversão dos tubos em recipiente apropriado, 

homogeneizando-se cuidadosamente, procedendo-se a seguir a centrifugação 

em diferentes rotações, de acordo com Silva (2006).

 4.4.1. Preparação de antígeno inativado pela formalina (MAT-AF) 
 Adicionou-se (volume/volume) formalina-12%1 (formaldeído-6%), 

diluída em SST 0,01M pH7,2 à suspensão com parasitos, incubando-a 

                                                     
1 Formaldeído PA - Synth®, São Paulo, Brasil 
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“overnight” a temperatura ambiente. No dia seguinte, centrifugou-se a 600 x g

durante 10 minutos e ressuspendeu-se o sedimento em 50mL de SST 0,01M 

pH7,2. Esse processo foi repetido por mais três vezes, para remover os restos 

celulares e o formaldeído. Finalmente, ressuspendeu-se o sedimento em 

solução tampão borato pH8,7, ajustando-se a suspensão final para 2x104

parasitos por µL, e acondicionada a 4ºC até o momento da sua utilização 

(DESMONTS e REMINGTON, 1980). 

 4.4.2. Preparação de antígeno inativado pelo metanol (MAT-AM) 
 Centrifugou-se a suspensão de antígenos a 700 x g por 10 minutos, 

ressuspendendo-se o sedimento em 150mL de SST 0,01M pH7,2, contendo 

3mL de tripsina 2,5%2 e 4000U de heparina sódica3, incubando-se em estufa a 

37ºC sob agitação constante por 30 minutos. A seguir, centrifugou-se a 1500 x 

g por 15 minutos e, lavou-se o sedimento obtido duas vezes em SST 0,01M 

pH7,2 contendo albumina bovina 1%4, centrifugando-se novamente a 700 x g

por 15 minutos. Ressuspendeu-se o sedimento em 120mL SST 0,01M pH7,2 

contendo albumina bovina 1%, mantendo-se sob agitação constante, em 

temperatura ambiente por 10 minutos. A seguir, adicionou-se 40mL de 

metanol5, de modo que a concentração final fosse de 25% de metanol, 

mantendo sob agitação constante por 15 minutos, sob temperatura ambiente. A 

seguir, incubou-se a solução sob repouso a 4ºC por 36 horas. Ao final, a 

solução foi homogeneizada e centrifugada a 4000 x g por 30 minutos, lavando-

se o sedimento duas vezes, com 10mL de SST 0,01M pH7,2 contendo 

albumina bovina 1%, centrifugando-se novamente a 4000 x g por 10 minutos. 

Por fim, ressuspendeu-se o sedimento final em 20 a 30mL de SST 0,01M 

pH7,2 contendo albumina bovina 1% e azida sódica 0,15% (NaN3), estocando-

se a 4ºC até o momento da utilização. Somente previamente a sua utilização 

como antígeno, ajustou-se a concentração de taquizoítos fixados em metanol 

para 1,5 a 2x104 parasitos por µL em tampão borato pH 8,95. 

                                                     
2 Tripsina 1:250 - Difco®, Estados Unidos
3 Heparina sódica 5000U/mL - Ariston®, São Paulo, Brasil 
4 Albumina bovina fração V, segundo Cohn, lote 824.759 - Inlab®, São Paulo, Brasil 
5 Metanol PA - Synth®, São Paulo, Brasil
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 4.4.3. Inativação e sensibilização de lâminas para a reação de 
imunofluorescência indireta – RIFI 
 Ao exsudato peritoneal rico em taquizoítos misturou-se igual volume 

de solução formalina 2%, obtendo-se uma suspensão de exsudato-formol a 

1%. Esta foi transferida para um tubo de centrífuga e incubada em estufa 

bacteriológica a 37ºC por 30 minutos, agitando-a por inversão delicada do tubo, 

a cada 10 minutos. A seguir, centrifugou-se a 1600 x g por cinco minutos, 

desprezando-se o sobrenadante, e ressuspendeu-se o sedimento obtido em 

2mL de solução salina 0,85%, centrifugando-se a 1600 x g por 10 minutos. 

Novamente desprezou-se o sobrenadante, ressuspendendo-se o sedimento em 

solução salina 0,85% até se obter de 20 a 30 parasitos por campo 

microscópico, colocando-se 50µL da suspensão final entre a lâmina e a 

lamínula 24x60mm, utilizando-se o aumento de 40 vezes para a realização da 

leitura, para a observação e contagem dos taquizoítos. 

 A fixação do antígeno na lâmina foi procedida transferindo-se 10µL 

da solução antigênica, sobre os orifícios de lâmina especial de vidro para a 

RIFI6, aspirando-se a seguir o excesso, restando somente uma fina película 

sobre cada orifício, após secagem à temperatura ambiente. As lâminas assim 

preparadas foram mantidas em caixas de madeira e laminários a -20ºC, até o 

momento de uso, mantendo-se em estoque por período máximo de dois 

meses. 

4.5. Exames sorológicos 
 As amostras de sangue foram centrifugadas a 1600 x g por 10 

minutos, para obtenção do soro sanguíneo, que foram imediatamente 

acondicionados em microtubos plásticos devidamente identificados com o 

número de protocolo e processadas de acordo com a técnica utilizada. 

 4.5.1. Aglutinação direta modificada (MAT-AF/MAT-AM) 
 Nas técnicas de aglutinação direta modificada utilizou-se um dos 

dois antígenos segundo o proposto por Desmonts e Remington (1980), para 

                                                     
6 Perfecta®, São Paulo, Brasil 
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MAT-AF utilizando formalina, e por Thulliez et al. (1986) e Silva (2006), para 

MAT-AM utilizando metanol. 

 As amostras de soro foram diluídas em microplacas de fundo chato7, 

adicionando-se 150µL de SST 0,01M pH7,2 na primeira cavidade e 50µL em 

todas as demais utilizadas. Na primeira delas, adicionou-se 10µL de soro 

(diluição 1:16) e, após homogeneização com auxílio de micropipeta, transferiu-

se 50µL para a cavidade seguinte, equivalendo a diluição 1:64, procedendo-se 

assim até a diluição 1:16384. A seguir, dependendo da prova sorológica 

realizada, 25µL (MAT-AF) e 50µL (MAT-AM) de cada diluição do soro foram 

transferidos para as respectivas cavidades de microplacas com fundo em “V”8. 

Posteriormente, adicionou-se 25µL de 2-mercaptoetanol 0,2M, diluído em SST 

0,01M pH7,2 (MAT-AF) e 50µL de 2ME em solução tampão borato pH8,97 

(MAT-AM), e finalmente a adição de 50µL do antígeno, diluído em solução 

tampão borato pH8,7 (MAT-AF) e pH8,97 (MAT-AM). 

 Em provas separadas, as amostras de soro foram testadas frente 

aos antígenos inativados pela formalina e pelo metanol. As placas foram 

seladas com filme plástico, homogeneizadas por um minuto e incubadas em 

estufa de 37ºC por seis a 12 horas (MAT-AF e MAT-AM), procedendo se a 

leitura com interpretação dos resultados. Consideraram-se positivas as 

diluições onde houve a formação de uma película cobrindo pelo menos metade 

do fundo da cavidade, e negativo quando ocorreu a formação de “botão ou anel 

no fundo” (Figura 4). 

Figura 4. Técnica de aglutinação direta modificada (MAT). Reação positiva (A) 

e negativa (B). Botucatu, 2009. 

                                                     
7 MaxiSorpTM, Estados Unidos

A B 
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 Baseados na comparação entre os resultados da MAT-AM e MAT-

AF determinou-se o perfil sorológico dos animais infectados, no momento do 

abate. Tal comparação e determinação foram realizadas baseadas no 

protocolo descrito por Montoya et al. (2007), apresentado na Figura 5. 

Figura 5. Protocolo para determinação do perfil sorológico da infecção por 

Toxoplasma gondii pela comparação dos resultados da MAT-AM e MAT-AF, 

adaptado de Montoya et al. (2007). Botucatu, 2009. 

 4.5.2. Reação de imunofluorescência indireta (RIFI) 
 A reação de imunofluorescência indireta foi realizada segundo 

Camargo (1974), utilizando-se conjugado comercial anti-IgG de ovinos9, diluído 

1:100, para detecção de anticorpos anti-T. gondii. Os soros foram diluídos em 

SST 0,01M pH7,2, a partir da diluição 1:16, duplicando-se até a obtenção do 

título final. 

                                                                                                                                                           
8 Greiner Bio-One®, Estados Unidos
9 Sheep IgG (h&l) antibody FITC conjugated, cat. A130-101F - Bethyl laboratories Inc.®, 

Estados Unidos 
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 A leitura das lâminas foi realizada em objetiva de 40x, em 

microscópio de fluorescência10, com sistema de filtros para fluorescência e 

lâmpada de mercúrio de 100V, considerando-se positiva a diluição onde os 

taquizoítos apresentaram uma clara fluorescência verde na membrana celular, 

contra o fundo vermelho das formas coradas pelo Azul de Evans. O título final 

foi obtido como a maior diluição do soro em que ainda houve fluorescência 

completa na borda de pelo menos 50% dos taquizoítos. A ausência de 

fluorescência ou apenas na extremidade dos parasitos, conhecida como 

fluorescência polar, foi considerada como reação negativa. 

4.6. Bioensaio em camundongos (isolamento) 
 As amostras de cérebro, pulmão, e músculo de todos os animais 

soropositivos para MAT-AF e/ou RIFI-IgG foram inoculadas em camundongos 

Swiss, com 30 a 40 dias de idade, para tentativa de isolamento do parasito. 

Inicialmente as amostras de cada tecido foram pesadas (20g de cada tecido – 

cérebro, pulmão e “pool” de diafragma e coração), e homogeneizadas 1:5 (p/v) 

em solução de cloreto de sódio 0,18%, adicionada de penicilina11

(500.000U/mL) e estreptomicina12 (100mg/mL) (SSA). Após, cada órgão foi 

macerado isoladamente e submetido ao protocolo de digestão em solução 

ácida de pepsina (DUBEY, 1998). Realizou-se também o bioensaio de 

amostras de 20 animais soronegativos aleatoriamente selecionados para se 

obter controle para especificidade e sensibilidade da prova biológica, assim 

como das provas sorológicas. 

 4.6.1. Digestão em solução ácida de pepsina 
 Para a digestão em solução ácida de pepsina13, as suspensões de 

cada tecido foram transferidas para um béquer e aquecidas a 37ºC, 

adicionando-se então igual volume de solução ácida de pepsina pré-aquecida a 

37ºC. A seguir, incubou-se sob agitação constante por 60 minutos a 37ºC, e 

filtrou-se em gaze estéril, centrifugando-se a 1200 x g por 10 minutos. 

Desprezou-se o sobrenadante, homogeneizando-se o sedimento em 20mL de 

                                                     
10 Microscópio Zeiss SH250 - Carl Zeiss®, Alemanha 
11 Penicilina G potássica - Prodotti®, São Paulo, Brasil
12 Estreptomicina - Farmavet®, São Paulo, Brasil 
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SST, adicionando-se 10mL de solução de bicarbonato de sódio 6%, 

centrifugando-se a 1200 x g por dez minutos. Desprezou-se o sobrenadante e 

ressuspendeu-se o sedimento em 5mL de SSA. A seguir, foram inoculados 

quatro camundongos por amostra digerida, pela via subcutânea, com 1mL da 

suspensão obtida. 

 Três alíquotas de 1mL da suspensão final de cada órgão dos 

animais soropositivos foram armazenadas a –80ºC, para posterior realização 

da PCR, além do bioensaio. Independentemente do resultado do bioensaio 

todas as amostras de cérebro, pulmão e músculo de animais soropositivos 

foram submetidas à pesquisa de DNA. 

 4.6.2. Manutenção e observação dos animais inoculados 
 Os animais inoculados foram mantidos em observação por período 

de no máximo 60 dias, em caixas de propileno, em estante ventilada 

ALESCO14, com no-break, recebendo água e ração comercial ad libitum. Os 

animais que morreram durante o período de observação foram examinados na 

busca de taquizoítos de T. gondii no líquido peritoneal. Dos animais que 

sobreviveram ao período de observação, foi colhido o sangue pela punção do 

seio retro-orbital, e após separação do soro, realizada a MAT-AF para detecção 

de anticorpos para T. gondii. Foram consideradas positivas aquelas amostras 

em que foram observadas formas parasitárias, no líquido peritoneal ou cérebro, 

ou nos animais soropositivos à MAT-AF (DUBEY e BEATTIE, 1988). 

4.7. Genotipagem das amostras de T. gondii 
 As amostras de T. gondii isoladas foram genotipadas pela 

combinação das técnicas de multilocus-, nested-PCR e análise do polimorfismo 

no comprimento dos fragmentos de restrição (RFLP-PCR) dos genes SAG1, 

5’SAG2, 3’SAG2, alt-SAG2, SAG3, BTUB, GRA6, c22-8, c29-2, L358, PK1, 

Apico e CS3, conforme descrito por Su et al. (2006), Ferreira et al. (2006) e 

Pena et al. (2008). Adicionalmente, analisou-se os marcadores ROP18Del e 

ROP18UPS (KHAN et al., 2009), e 18S rRNA. 

                                                                                                                                                           
13 Pepsina - Nuclear®, São Paulo, Brasil 
14 Estante ventilada ALESCO - modelo ALE99002-001 - ALESCO®, São Paulo, Brasil
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 Medidas para evitar a contaminação entre amostras foram utilizadas 

em todas as fases do protocolo experimental, desde a colheita das mesmas, 

pela utilização de materiais individuais e estéreis, bem como para as etapas 

características da PCR, seguindo as recomendações de Kwok (1990), tais 

como utilização de salas diferentes para a extração de DNA, preparação de 

reagentes, amplificação e análise das amostras, troca frequente de luvas, 

material plástico individual e descartável, e utilização de controles dos 

reagentes de extração e amplificação. 

 4.7.1. Extração de DNA 
 Para a extração de DNA foram utilizadas amostras dos parasitos 

presentes nos tecidos ovinos e também aqueles isolados e mantidos em 

camundongos, seja na forma de taquizoítos obtidos do líquido peritoneal, seja 

na forma de bradizoítos obtidos de fragmentos de cérebro. A extração e 

purificação de DNA das amostras teciduais foi realizada utilizando-se kit de 

extração, Illustra Tissue and cells genomic Prep Mini spin kit (GE Healthcare 

Life Sciences do Brasil Ltda®, Brasil), com algumas alterações, conforme 

instrução do fabricante. Foi realizada a extração de todos os isolamentos 

positivos, assim como de todos os tecidos ovinos de animais soropositivos, 

positivos e negativos ao bioensaio, e de 20 tecidos ovinos soronegativos, 

também negativos ao isolamento. 

 4.7.2. Determinação do limiar de detecção 
 Para a determinação do limiar de detecção da PCR para o gene de 

T. gondii analisado, uma suspensão de 107 taquizoítos por mL de T. gondii, 

contados em câmara de Neubauer foi diluída em 900µL de água ultrapura a fim 

de se obter diluições sucessivas de 100, 101, 102, 103, 104, 105 e 106 parasitos 

por mL. A mesma suspensão foi diluída em 225µL de uma suspensão de 

cérebro, de pulmão e de músculo de ovino soronegativo a 20% em tampão 

TRIS-EDTA pH 8,5 (TE), a fim de se obter diluições sucessivas de 100, 101 e 

102 parasitos por mL de suspensão de cada tecido. A mesma concentração 

determinada foi também utilizada para contaminar amostras de tecidos 

cerebral, pulmonar e muscular, de ovinos soronegativos e negativos ao 
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isolamento, diluídos a 20%, determinando-se as concentrações 100, 101, 102 e 

103 parasitos por mL. 

 4.7.3. PCR convencional de amostras soropositivas 
 Para a confirmação da negatividade e positividade ao bioensaio, as 

amostras teciduais dos ovinos soropositivos, negativos e positivos ao 

bioensaio, foram submetidas à extração de DNA, já descrita anteriormente, e a 

PCR, utilizando-se os oligonucleotídeos TOX4 

(5’CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG3’) e TOX5 

(5’CGCTGCAGACACGTGCATCTGGATT3’), segundo descrito por Homan et 

al. (2000), amplificando uma região de 529 pares de base (pb). Cada microtubo 

de reação de 0,2mL recebeu 2,5µL tampão de PCR 10x, sem magnésio (50mM 

KCl, 10mM Tris-HCl), 0,75µL MgCl2 (1,5mM), 0,25µL de solução de 

deoxinucleotídeos (1,25mM), Taq DNA polimerase (0,15U)15, 5µL de cada 

oligonucleotídeo (10µM)16, 10µL de amostra, e 17,35µL água ultrapura (q.s.p.). 

Todas as amplificações foram realizadas em termociclador MasterCycler EP 

gradient17, utilizando-se uma incubação inicial de 7 minutos a 94ºC, seguida de 

35 ciclos de 1 minuto a 94ºC, 1 minuto a 60ºC e 1 minuto a 72ºC, com 

incubação final de 10 minutos a 72ºC. 

 4.7.4. Eletroforese em gel de agarose 
 Alíquotas de 10µL das amostras amplificadas foram 

homogeneizadas com 3µL de solução de azul de bromofenol e submetidas à 

eletroforese horizontal em gel de agarose 2% em tampão tris-borato-EDTA 

(TBE) 0,5x, adicionado de 2µL de brometo de etídio. A corrida foi realizada 

inicialmente a 80V por 60 minutos. Após a corrida, o produto da amplificação foi 

visualizado em sistema de fotodocumentação digital, Sistema Gel-Doc it18 e 

fotografado. 

                                                     
15 Invitrogen®, São Paulo, Brasil 
16 Prodimol Ltda.®, São Paulo, Brasil 
17 Eppendorf®, São Paulo, Brasil
18 UVP®, Califórnia, Estados Unidos 
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 4.7.5. Genotipagem 
 A princípio, os DNAs alvo foram amplificados em protocolo de PCR 

em vários loci utilizando os oligonucleotídeos iniciadores externos (Quadro 1) 

para todos os 12 genes, segundo descrito por Su et al. (2006), Ferreira et al. 

(2006) e Pena et al. (2008). Utilizaram-se as amostras de referências GT1, 

PTG, CTG, TgCgCa1, MAS, TgCatBr5, TgCatBr64 e TgToucan, gentilmente 

cedidas pelo Prof. Ass. Chunlei Su19, como controle para os cortes das 

enzimas. Para a multilocus-PCR (oligonucleotídeos externos), utilizou-se o 

protocolo descrito pelo Prof. Dr. Chunlei Su, onde cada tubo de reação de 

0,2mL recebeu 2,5µL de tampão de PCR 10x, sem magnésio (50mM KCl, 

10mM Tris-HCl), 2,0µL de MgCl2 (25mM), 2,0µL de cada deoxinucleotídeos 

(2,5mM), 0,2µL de Taq DNA polimerase (5U/µL), 0,15µL de mix de 

oligonucleotídeos (25µM), 16,5µL de água ultrapura, atingindo volume final de 

23,5µL, e 1,5µL de amostra. As amplificações foram realizadas nas seguintes 

condições: denaturação inicial de 95ºC por 4 minutos, 30 ciclos de denaturação 

a 94ºC por 30 segundos, pareamento a 55ºC por 1 minuto, extensão a 72ºC 

por 2 minutos. Aos produtos da PCR foi adicionado 25µL de água ultrapura 

para diluir o produto da PCR (protocolo original – A). Os produtos foram 

armazenados a 4ºC. Quando a carga parasitária foi insuficiente para amplificar 

os produtos na multilocus- e nested-PCR, realizou-se uma adaptação no 

protocolo, não se adicionando os 25µL de água ultrapura ao produto da 

multilocus-PCR (protocolo adaptado – B). 

 Para a nested-PCR (oligonucleotídeos internos) cada tubo de reação 

de 0,2mL recebeu a mesma quantidade e concentração de reagentes utilizados 

na multilocus-PCR, com exceção da concentração dos oligonucleotídeos, onde 

cada região do DNA foi amplificada separadamente com 0,15µL de cada 

oligonucleotídeo (50µM)16. As amplificações foram realizadas nas seguintes 

condições: denaturação inicial de 95ºC por 4 minutos, 35 ciclos de denaturação 

a 94ºC por 30 segundos, pareamento a 60ºC por 1 minuto, extensão a 72ºC 

por 2 minutos. Para confirmação da amplificação, pipetou-se 5µL do produto da 

nested-PCR, homogeneizou-se em 2µL de tampão de “loading” 5x20 e foram 

                                                     
19 Prof. Ass. Chunlei Su. Department of Microbiology. The University of Tennessee. Knoxville, 

TN, Estados Unidos
20 Uniscience do Brasil®, São Paulo, Brasil 
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examinados em eletroforese de gel de agarose 1,5% com 0,3µL/mL de 

brometo de etídio em tampão TBE 1x, inicialmente a 80V por 60 minutos. Após 

a corrida, o produto da amplificação foi visualizado em sistema de 

fotodocumentação digital, Sistema Gel-Doc it18, sob luz ultravioleta. 

 Após a obtenção dos produtos finais de reação, procedeu-se a 

RFLP-PCR em um microtubo de 0,5mL, onde 3µL dos mesmos foram 

homogeneizados a uma mistura de 2,0µL de tampão NEB 10x específico, 

0,2µL de albumina sérica bovina (BSA) 100x, 0,1µL da(s) enzima(s) de 

restrição apropriada(s) (Quadro 1)20, e 14,6µL água ultrapura, totalizando 20µL 

e incubando-se as amostras por período e em temperatura apropriada para 

cada enzima ou enzimas utilizadas, de acordo com o fabricante. 

 Após a digestão, homogeneizou-se 4µL do produto da RFLP-PCR, 

em 2µL de tampão de “loading” 5x e foram examinados em eletroforese de gel 

de agarose 2,5% (3,0% para o gene Apico) com 0,3µL/mL de brometo de etídio 

em tampão TBE 1x, inicialmente a 80V por 60 minutos. Após a corrida, o 

produto da amplificação foi visualizado em sistema de fotodocumentação 

digital, Sistema Gel-Doc it, sob luz ultravioleta e em computador específico. 

Fotos foram obtidas para posterior análise dos cortes das enzimas. 

 As provas de genotipagem foram realizadas em duplicata no Brasil e 

nos Estados Unidos para confirmação dos resultados, análise em programas 

específicos e sequeciamento das amostras positivas à genotipagem. 

 Os perfis de cortes das amostras foram comparados aos das cepas 

referências e aos padrões também gentilmente fornecidos pelo Prof. Ass. 

Chunlei Su. 

4.7.6. Confirmação do parasito 
 A nested- e RFLP-PCR no locus 18S rRNA foram realizadas devido 

a esta região apresentar número de 200 repetições no genoma do parasito e, 

portanto, alta sensibilidade analítica, além de diferenciar o produto amplificado 

em T. gondii, H. hammondi, N. caninum (Nc-Liv), S. miescheriana, S. 

capracanis, S. moulei, S. gigantea, S. hominis, S. tenella e S. neurona, pela 

RFLP-PCR. Os protocolos para a PCR, oligonucleotídeos externos e internos, 

assim como a RFLP-PCR seguem como descritos no item 3.7.5. 
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4.7.7. Purificação e sequenciamento 
 Os produtos da nested PCR no locus 18S rRNA foram purificados 

utilizando-se o kit de purificação Montage® PCR Centrifugal Filter Devices, 

P36461 (Millipore, EUA) e o DNA quantificado utilizando-se Hoefer fluorometer 

DNA Quantitation DQ200 (Hoefer, EUA). 

 O sequenciamento direto dos produtos purificados da nested PCR 

foi realizado nos laboratórios do Departamento de Microbiologia, Universidade 

do Tennessee (UTK), Knoxville, TN, EUA, utilizando-se 5µL dos 

oligonucleotídeos internos utilizados na nested PCR (Tg18s58F and 

Tg18s348R) e aproximadamente 50ng/µL de produto de DNA purificado. O 

sequenciamento foi realizado em 3730 DNA Analyzer (Applied Biosystems, 

EUA). O produto de 18S rRNA sequenciado foi editado no programa BioEdit e 

submetido ao BLAST na base de dados do GenBank no website do NCBI. 

4.8. Análise filogenética 
 Os padrões de bandas da eletroforese (dados genotípicos de 

polimorfismos de restrição) obtidas pelos cortes das enzimas na RFLP-PCR 

dos isolamentos foram transformados em dados binários (“0”, ausência de 

banda; “1”, presença de banda) e tabulados, de acordo com o marcador, em 

programa específico de reconstrução filogenética, SplitsTree (HUSON, 1998; 

MORRISON, 2005; HUSON e BRYANT, 2006), a fim de se obter a relação 

filogenética entre os genótipos obtidos no estudo e os já isolados no Brasil, 

descritos por Pena et al. (2008) (Apêndice B). 
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4.9. Análise dos dados 
 A associação entre os resultados da RIFI-IgG, MAT-AM e MAT-AF 

foi verificada pelo teste de McNemar. As amostras positivas em uma ou outra 

técnica foram consideradas como positivas para a presença de anticorpos para 

T. gondii. 

 As associações entre a presença de anticorpos para T. gondii, 

independente do teste e as variáveis epidemiológicas, foram verificadas pelos 

testes de Qui-quadrado com correção de Yates, teste Exato de Fischer ou teste 

G com correção de Yates, de acordo com a distribuição dos resultados. Da 

mesma forma, as frequências das variáveis relacionadas ao bioensaio em 

camundongos ou à PCR nas amostras dos ovinos, foram comparadas com os 

títulos de anticorpos à MAT-AF pelo teste G com correção de Yates. 

 As correlações entre os títulos de anticorpos nos testes sorológicos, 

e as correlações entre os títulos de anticorpos e as variáveis relacionadas à 

detecção de T. gondii nas amostras, foram verificadas pelo teste de Spearman. 

 O tratamento estatístico realcionado à performance dos resultados 

obtidos pelo bioensaio e pela PCR foram calculados tendo a detecção de 

anticorpos como padrão-ouro, utilizando-se a planilha descrita por Mackinnon 

(2000). Para as outras análises estatísticas foram utilizados os programas Epi 

Info 3.5.1 e BioEstat 5.0 (Ayres et al. 2007). 
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5.1. Sorologias 
 Das 602 amostras de soro colhidas, 66 (11,0%; IC95% 8,6-13,8) 

foram positivas para a pesquisa de anticorpos para T. gondii em pelo menos 

uma das provas sorológicas utilizadas. No abatedouro A, somente 4/92 (4,4%) 

amostras foram positivas, comparadas a 62/510 (12,2%) amostras colhidas no 

abatedouro B (Tabela 1). 

 Dos animais soropositivos, independente da prova utilizada, tentou-

se o isolamento do agente. A maioria dos animais apresentou títulos 

sorológicos para MAT-AF, onde somente uma amostra foi positiva na RIFI-IgG. 

Das demais amostras, 27 não apresentaram títulos na MAT-AM e cinco na 

RIFI-IgG. A ocorrência de anticorpos foi baseada nos resultados da MAT-AF, e 

da RIFI-IgG, em um caso. Todos os títulos das demais provas sorológicas 

foram iguais ou inferiores à MAT-AF. 

 Observou-se que a MAT-AF foi mais sensível quando comparada à 

RIFI-IgG. Os títulos obtidos na MAT-AF foram superiores às demais provas, 

oscilando de 16 a 1024, em contrapartida a uma variação de 64 a 256 para a 

RIFI-IgG, e de 16 a 4096 e 16 a 1024 para MAT-AF e RIFI-IgG, 

respectivamente, no abatedouro B (Tabelas 1 a 4). 

Tabela 1. Frequência de resultados dos exames sorológicos dos ovinos 

provenientes dos abatedouros A e B, pela RIFI-IgG, MAT-AF e MAT-AM. 

Botucatu, 2009. 

 Abatedouro A (nA=92) Abatedouro B (nB=510) Total (nt=602) 

positivos/nt (%) Positivo (%) Negativo (%) Positivo (%) Negativo (%)

MAT-AM 1 (0,4) 91 ( 98,9) 33 (  6,9) 477 (93,5) 34/602 (  5,6) 

MAT-AF 4 (4,4) 88 (95,6) 61 (12,0) 449 (88,0) 65/602 (10,8) 

RIFI-IgG 3 (3,3) 89 (96,7) 58 (11,4) 452 (88,6) 61/602 (10,1) 

Frequência 4 (4,4) 88 (95,6) 62 (12,2) 448 (87,8) 66/602 (11,0) 
Legenda: n = número de amostras; nt = número total de amostras 



R.C. Silva – 2009 

55

Tabela 2. Frequência de resultados dos exames sorológicos dos ovinos 

provenientes dos abatedouros A e B, pela RIFI-IgG, MAT-AF e MAT-AM, 

segundo os títulos de anticorpos. Botucatu, 2009. 

Títulos 
Provas sorológicas (n=602) 

MAT-AM (%; IC95%) MAT-AF (%; IC95%) RIFI-IgG (%; IC95%) 

Negativo 568 (94,4; 92,2-95,9) 537 (89,2; 86,5-91,4) 541 (89,9; 87,2-92,0)

16 25 (4,2; 2,8-6,1) 4 (0,7; 0,3-1,7) 13 (2,2; 1,3-3,7)

64 9 (1,5; 0,8-2,8) 4 (0,7; 0,3-1,7) 32 (5,3; 3,8-7,4)

256 - 22 (3,6; 2,4-5,5) 13 (2,2; 1,3-3,7)

1024 - 30 (5,0; 3,5-7,0) 2 (0,3; 0,1-1,2)

4096 - 5 (0,8; 0,4-1,9) 1 (0,2; 0,0-0,9)

Total 602 (100,0; -) 602 (100,0; -) 602 (100,0; -)
Legenda: n = número de amostras; IC95% = intervalo de confiança 95% 

 No abatedouro A (Tabela 3), duas amostras apresentaram títulos 

256 e 1024 na MAT-AF, enquanto somente uma amostra com título 256 foi 

observada na RIFI-IgG, e duas amostras reagiram com título 64. Ao se analisar 

os resultados do abatedouro B (Tabela 4), esta diferença de sensibilidade entre 

as provas pôde ser melhor observada, pois somente uma amostra reagiu para 

o título 16, na MAT-AF, e cinco, dez e duas amostras para os títulos 256, 1024 

e 4096, respectivamente, enquanto que na RIFI-IgG, cinco e dez amostras 

reagiram para os títulos 16 e 64, e somente duas e uma para 256 e 1024, 

respectivamente. 
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Tabela 3. Frequência de resultados dos exames sorológicos dos ovinos 

provenientes do abatedouro A, pela RIFI-IgG, MAT-AF e MAT-AM, segundo os 

títulos de anticorpos. Botucatu, 2009. 

Títulos 
Provas sorológicas (n=92) 

MAT-AM (%; IC95%) MAT-AF (%; IC95%) RIFI-IgG (%; IC95%) 

16 - 1 (25,0; 5,3-71,6) - 

64 1 (100,0; -) 1 (25,0; 5,3-71,6) 2 (66,7; 19,4-93,2) 

256 - 1 (25,0; 5,3-71,6) 1 (33,3; 6,8-80,6) 

1024 - 1 (25,0; 5,3-71,6) - 

Total 1 (100,0; -) 4 (100,0; -) 3 (100,0; -) 
Legenda: n = número de amostras; IC95% = intervalo de confiança 95% 

Tabela 4. Frequência de resultados dos exames sorológicos dos ovinos 

provenientes do abatedouro B, pela RIFI-IgG, MAT-AF e MAT-AM, segundo 

títulos de anticorpos. Botucatu, 2009. 

Títulos 
Provas sorológicas (n=510) 

MAT-AM (%; IC95%) MAT-AF (%; IC95%) RIFI-IgG (%; IC95%) 

16 25 (75,8) 3 (4,9) 13 (22,4) 

64 8 (24,2) 3 (4,9) 30 (51,7) 

256 - 21 (34,4) 12 (20,7) 

1024 - 29 (47,5) 2 (3,4) 

4096 - 5 (8,2) 1 (1,7) 

Total 33 (100,0%) 61 (100,) 58 (100,0) 
Legenda: n = número de amostras; IC95% = intervalo de confiança 95% 

 Nas tabelas abaixo podem ser observadas a distribuição dos 

animais, frequências e respectivas porcentagens de ovinos soropositivos ao 

abate de acordo com sexo, idade, município de procedência, estado de 

procedência, sistema de criação (Tabela 5) e raça (Tabela 6). 59/66 (89,39%) 

animais infectados eram fêmeas, 49/66 (74,24%) tinham até 2 anos, 52/66 

(78,78%) eram oriundos do estado do Rio Grande do Sul, sendo 40/52 
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(76,92%) de Santana do Livramento, onde o sistema de criação é 

predominantemente extensivo, que neste estudo apresentou 95,45% (63/66 

animais) de prevalência, com as raças merinas [Ideal (Polwarth) – 32/66, 

48,48% – e Corriedale – 10/66, 15,15%] sendo as mais acometidas. 

 A MAT-AF apresentou alta sensibilidade (98,4%) e especificidade 

(99,1%) e uma concordância quase perfeita (κ = 0,9468) (Tabela 7) e 

correlação forte (r = 0,7942) (Tabelas 8 e 9; Figura 6), com os resultados da 

RIFI-IgG, considerada padrão-ouro, onde ambas detectaram 60 amostras 

positivas. Na Tabela 9 é apresentada a associação entre os títulos sorológicos 

obtidos na MAT-AF e na RIFI-IgG, apresentando diferença significativa entre os 

títulos (P < 0,0001), verificando-se maior sensibilidade na RIFI-IgG. Tanto a 

MAT-AF como a RIFI-IgG apresentaram correlação regular (Tabela 10) quando 

comparados à MAT-AM, teste sorológico que detectou somente baixos títulos 

sorológicos (até 64) e em poucas amostras (Tabelas 10 e 11; Figuras 7 e 8). 
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Tabela 5. Frequência de ovinos soropositivos para T. gondii pela MAT-AF 

e/ou RIFI-IgG, de acordo com o sexo, idade, procedência e sistema de criação. 

Botucatu, 2009. 

Variáveis      N MAT-AFa Variável (%); IC95%b OR (IC95%)c Pd 

Sexo Macho 247 7 2,8; 1,4–5,7 
6,8 (3,1–15,2) <0,0001f 

Fêmea 355 59 16,6; 13,1–20,8 

Idade animal (anos) 0-1 112 7 6,3; 3,1–12,3 

- 0,0258g 1-2 412 42 10,2; 7,6–13,5 

>2 78 17 21,8; 14,1–32,2 

Procedência 

(Estado) 

SP 172 14 8,1; 4,9–13,2 
1,6 (0,8–2,9) 0,1021f 

RS 430 52 12,1; 9,3–15,5 

Procedência 

(Município) 

Avaré (SP) 17 3 17,6; 6,4–41,4 

- 0,1157e 

Uruguaiana (RS) 75 12 16,0; 9,4–25,9 

Duartina (SP) 27 1 3,6; 0,8–18,3 

Holambra (SP) 1 0 0,0; 0,0–0,0 

Itapira (SP) 3 0 0,0; 0,6–60,2 

Manduri (SP) 27 2 7,4; 2,3–23,5 

Ourinhos (SP) 15 2 13,3; 4,0–38,3 

Pirajuí (SP) 30 6 20,0; 9,6–37,5 

Santana do 
Livramento (RS) 354 40 11,3; 8,4–15,0 

São Manuel (SP) 53 0 0,0; 0,0–6,6 

Sistema de criação Intensivo 45 2 4,4; 1,3–14,8 

- 0,0061g Semi-intensivo 62 1 1,6; 0,4–8,5 

Extensivo 495 63 12,7; 10,0–15,9 

Legenda: a Título � 16; b Frequência de positivos baseada na variável estudada, com intervalo 
de confiança de 95%; c OR: Odds ratio ;d P: valor de P para α = 5; e Teste de Qui-Quadrado; f

Teste Exato de Fisher; g Teste-G 
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Tabela 6. Frequência de ovinos soropositivos para T. gondii pela MAT-AF 

e/ou RIFI-IgG, de acordo com a raça. Botucatu, 2009. 

Variável      N MAT-AFa Variável (%); IC95%b OR (IC95%)c Pd 

Raças Mestiço 156 11 7,1; 4,0–12,2 

- 0,0061e 

Corriedale 104 10 9,6; 5,4–16,8 

Santa Inês 38 6 15,8; 7,5–30,5 

Bergamácia 3 0 0,0; 0,0–0,0 

Polwarth ou Ideal 178 32 18,0; 13,0–24,3 

Ille de France 106 4 3,8; 1,5–9,3 

Hampshire Down 17 3 17,6; 6,4–41,4 

Legenda: a Título � 16; b Frequência de positivos baseada na variável estudada, com intervalo 
de confiança de 95%; c OR: Odds ratio ;d P: valor de P para α = 5; e Teste-G 

Tabela 7. Associação entre MAT-AF e RIFI-IgG na pesquisa de anticorpos 

para T. gondii nos ovinos examinados. Botucatu, 2009. 

RIFI-IgG 
MAT-AF 

Negativo Positivo Total 

Negativo 536 05 541 

Positivo 01 60 61 

Total 537 65 602 
Estatística: Teste de McNemar; χ2 = 1,50; valor de P = 0,2207; κ = 0,9468 (0,9045-0,9891) 
 S=98,4; E=99,1%; VPP=92,3%; VPN=99,8% 

Tabela 8. Correlações entre os títulos de anticorpos nos testes de MAT-AF, 

MAT-AM e RIFI. Botucatu, 2009. 

Pares de variáveis Coeficiente r Valor de P Interpretação 

MAT-AM x MAT-AF 0,3714 0,0004 Correlação regular 

MAT-AM x RIFI-IgG 0,3686 0,0005 Correlação regular 

MAT-AF x RIFI-IgG 0,7942 < 0,0001 Correlação forte 
Estatísticas: valores de P menores que 0,05 indicam correlação significativa entre os pares de 

variáveis, pelo teste de Spearman. 
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Tabela 9. Comparação entre os títulos de MAT-AF e RIFI-IgG. Botucatu, 2009. 

RIFI-IgG 
MAT-AF 

Negativo (%) 16 (%) 64 (%) 256 (%) 1024 (%) 4096 (%) Total (%) 

Negativo 376 (98,9) 2 (0,5) 2 (0,5) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 380 (86,2)

16 1 (7,1) 1 (7,1) 0 (0,0) 7 (50,0) 5 (37,5) 0 (0,0) 14 (2,9)

64 0 (0,0) 0 (0,0) 2 (6,3) 12 (37,5) 17 (53,1) 1 (3,1) 32 (7,3)

256 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 3 (23,1) 8 (61,5) 2 (15,4) 13 (2,9)

1024 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 2 (100,0) 2 (0,5)

Total 377 (85,5) 3 (0,7) 4 (0,9) 22 (5,0) 30 (6,8) 5 (1,1) 441 (100,0)
Estatística: Teste-G = 112,88; valor de P < 0,0001. 
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Figura 6. Correlação entre os títulos da MAT-AF e RIFI-IgG. Botucatu, 2009. 



R.C. Silva – 2009 

61

Tabela 10. Comparação entre os títulos de MAT-AM e MAT-AF. Botucatu, 

2009. 

MAT-AF 
MAT-AM 

Negativo (%) 16 (%) 64 (%) Total (%)

Negativo 93 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 93 (69,4) 

16 1 (50,0) 1 (50,0) 0 (0,0) 2 (1,5) 

64 0 (0,0) 2 (100,0) 0 (0,0) 2 (1,5) 

256 0 (0,0) 8 (61,5) 5 (38,5) 13 (9,7) 

1024 5 (26,3) 10 (52,6) 4 (21,1) 19 (14,2) 

4096 1 (20,0) 4 (80,0) 0 (0,0) 5 (3,7) 

Total 100 (74,6) 25 (18,7) 9 (6,7) 134 (100,0) 
Estatística: Teste-G = 95,95; valor de P < 0,0001. 
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Tabela 11. Comparação entre os títulos de MAT-AM e RIFI-IgG. Botucatu, 

2009. 

RIFI-IgG 
MAT-AM 

Negativo (%) 16 (%) 64 (%) Total (%)

Negativo 90 (98,9) 1 (1,1) 0 (0,0) 91 (70,0)

16 1 (11,1) 8 (88,8) 0 (0,0) 9 (6,2)

64 4 (18,2) 11 (50,0) 7 (31,8) 22 (16,9)

256 1 (16,7) 3 (50,0) 2 (33,3) 6 (4,6)

1024 0 (0,0) 2 (100,0) 0 (0,0) 2 (1,5)

Total 96 (73,8) 25 (19,2) 9 (6,9) 130 (100,0)
Estatística: Teste-G = 85,06; valor de P < 0,0001. 
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5.2. Bioensaio em camundongos 
 Todos os isolamentos foram obtidos de animais apresentando 

anticorpos característicos de estágio crônico, e com predileção pelo tecido 

cerebral (Tabela 12), em detrimento do pulmão (Tabela 13) e músculo (Tabela 

14). 

Tabela 12. Frequência de resultados de bioensaio de cérebro de ovinos 

soropositivos, de acordo com o estágio da infecção. Botucatu, 2009. 

Estágio sorológico 
Bioensaio (cérebro) 

Negativo Positivo Total 

Agudo 00 00 00 

Crônico 44 17 61 

Indeterminado 05 00 05 

Total 49 17 66 
Estatística: Teste Exato de Fisher (valor de P = 0,2134) 

Tabela 13. Frequência de resultados de bioensaio de pulmão de ovinos 

soropositivos, de acordo com o estágio da infecção. Botucatu, 2009. 

Estágio sorológico 
Bioensaio (pulmão) 

Negativo Positivo Total 

Agudo 00 00 00 

Crônico 57 04 61 

Indeterminado 05 00 05 

Total 62 04 66 
Estatística: Teste Exato de Fisher (valor de P = 0,7241) 
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Tabela 14. Frequência de resultados de bioensaio de músculo de ovinos 

soropositivos, de acordo com o estágio da infecção. Botucatu, 2009. 

Estágio sorológico 
Bioensaio (músculo) 

Negativo Positivo Total 

Agudo 00 00 00 

Crônico 54 07 61 

Indeterminado 05 00 05 

Total 59 07 66 
Estatística: Teste Exato de Fisher (valor de P = 0,5602) 

 Nas Tabelas 15 e 17 pode-se observar que com os 66 bioensaios 

realizados obteve-se o isolamento em 20/66 (30,3%), referente aos animais 

B052, B076, B081, B082, B105, B180, B183, B185, B193, B198, B251, B252, 

B271, B298, B303, B377, B439, B465, B496 e B510, com uma especificidade 

de 100% e concordância com a sorologia de 0,17. A especificidade analítica 

dos testes utilizados pode ser conferida na Tabela 16, onde 20 animais 

soronegativos foram negativos ao bioensaio e à PCR, conferindo a 

confiabilidade dos testes. 

 Do total de 66 bioensaios realizados, 61 (92,4%) se caracterizaram 

por estágio crônico e cinco (7,6%) estágio indeterminado, pois seria necessária 

a realização de sorologia pareada para se ter conhecimento real do status

imunológico. 
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Tabela 17. Frequência de resultados do bioensaio e sorologia, independente 

do tecido analisado e método sorológico utilizado. Botucatu, 2009. 

Resultado do Bioensaio 
Sorologia 

Negativo (%) Positivo (%) Total (%)

Negativo 20 (30,3) 46 (69,7) 66 (76,7)

Positivo 0 (0,0) 20 (30,3) 20 (23,3)

Total 20 (23,3) 66 (76,7) 86 (100,0)
Estatística: χ2 (McNemar) = 44,02 (valor de P < 0,0001); κ = 0,17 ± 0,05 (0,08-0,26) 
 S=30,30%; E=100%; VPP=100; VPN=30,30% 

 Diferença significativa pode ser observada entre a MAT-AF e o 

bioensaio, independente do tecido analisado (Tabela 18). Quanto maiores os 

títulos maior chance de isolamento, como observado na Figura 9. Com exceção 

de uma amostra isolada com título 16, 19 amostras foram isoladas de animais 

com títulos mais elevados. 

 Cistos teciduais foram verificados em 12/20 (60%; IC95% 38,4-

78,2%) isolamentos de amostras cerebral, pulmonar e/ou muscular, 8/12 

(66,7%; IC95% 38,6-86,1%) foram virulentos para alguns ou todos 

camundongos. Enquanto isso, 4/20 (20%; IC95% 8,2-41,9%) observou-se 

estruturas semelhantes à taquizoítos no líquido peritoneal de animais que 

morreram, e em 4/20 (20%; IC95% 8,2-41,9%) não se identificou taquizoítos 

e/ou cistos, resultando somente soroconversão após o período de 60 dias de 

avaliação (Tabelas 19 e 20; Figuras 10). 
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Tabela 18. Frequência relativa de isolamentos, independente do tecido 

analisado, segundo o título de anticorpos obtidos pela MAT-AF. Botucatu, 

2009. 

MAT-AF (títulos) 
Bioensaio 

Negativo (%) Positivo (%) Total (%) 

Negativo 20 (100,0) 0 (0,0) 20 (23,5) 

16 3 (75,0) 1 (25,0) 4 (4,7) 

64 4 (100,0) 0 (0,0) 4 (4,7) 

256 18 (81,8) 4 (18,2) 22 (25,9) 

1024 17 (56,7) 13 (43,3) 30 (35,3) 

4096 3 (60,0) 2 (40,0) 5 (5,9) 

Total 65 (76,5) 20 (23,5) 85 (100,0) 
Estatística: Teste-G = 17,44; valor de P = 0,0037 

Figura 9. Frequência relativa de isolamentos segundo o título de anticorpos 

obtido na MAT-AF. Botucatu, 2009. 



R.C. Silva – 2009 

72

Tabela 19. Frequência de isolamentos de acordo com os resultados 

sorológicos, independente do método sorológico utilizado. Botucatu, 2009. 

Resultado do isolamento 
Sorologia 

Negativo (%) Positivo (%) Total (%) 

Negativo 20 (30,3) 46 (69,7) 66 (76,7) 

Cisto 0 (0,0) 12 (100,0) 12 (14,0) 

Taquizoítos 0 (0,0) 4 (100,0) 4 (4,7) 

Sorologia 0 (0,0) 4 (100,0) 4 (4,7) 

Total 20 (23,3) 66 (76,7) 86 (100,0) 
Estatística: Teste-G = 10,71; valor de P = 0,0134. 

 Na Figura 10 observa-se a frequência realtiva de isolamento, de 

acordo com o resultado do bioensaio e o título obtido na MAT-AF. 

 Em todos os bioensaios com isolamento e identificação de cistos 

teciduais, de um a quatro camundongos apresentaram o parasito, com a 

localização no cérebro ou músculo, e raramente  no pulmão. Os materiais que 

resultaram isolamento com formação de cistos foram provenientes dos animais 

B052, B076, B082, B183, B185, B252, B271, B298, B377, B465, B496 e B510. 
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Tabela 20. Frequência relativa de isolamentos, independente do tecido 

analisado, segundo o “tipo” de isolamento e títulos obtidos pela MAT-AF. 

Botucatu, 2009. 

MAT-AF (títulos) 
Tipo de isolamento 

Negativo (%) Cistos (%) Taquizoíto (%) Sorologia (%) Total (%) 

Negativo 20 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 20 (23,5)

16 3 (75,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 1 (25,0) 4 (4,7)

64 4 (100,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0) 4 (4,7)

256 18 (81,8) 2 (9,1) 0 (0,0) 2 (9,1) 22 (25,9)

1024 17 (56,7) 9 (30,0) 3 (10,0) 1 (3,3) 30 (35,3)

4096 3 (60,0) 1 (20,0) 1 (20,0) 0 (0,0) 5 (5,9)

Total 65 (76,5) 12 (14,1) 4 (4,7) 4 (4,7) 85 (100,0)
Estatística: Teste-G = 19,79; valor de P = 0,1802 

Figura 10. Frequência relativa de isolamentos, de acordo com o resultado do 

bioensaio, segundo o título de anticorpos obtido na MAT-AF. Botucatu, 2009. 
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 No bioensaio referente ao ovino B052, somente três de quatro 

(75,0%) dos camundongos inoculados com material cerebral morreram no 19º, 

20º e 26º dia pós-inoculação (p.i.), e o outro sobreviveu durante o período de 

observação de 60 dias, revelando soroconversão. Procedendo-se a pesquisa 

citológica de cistos teciduais no material cerebral, de coração e de pulmão 

deste camundongo, observou-se de três (pulmão, e coração – Figura 11) a sete 

(cérebro – Figura 12) cistos em 25µL, de um volume de 0,5mL de cada 

suspensão, com valor aproximado de 60 a 140 cistos/0,5mL. 

Figura 11. Cisto tecidual de T. gondii identificado no coração de camundongo 

sorologicamente positivo para MAT-AF, inoculado com material cerebral do 

ovino B052. Microscópio óptico JENAMED (400x). Botucatu, 2009. 

 Com o material do ovino B076, todos os animais sobreviveram aos 

60 dias, e somente dois camundongos, inoculados com material cerebral, 

soroconverteram, e foram positivos na pesquisa de cistos teciduais, com média 

de 240 cistos/0,5mL. 

1cm = 50μμμμm 
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 Referente ao material do ovino B082, dois camundongos, inoculados 

com material cerebral morreram aos 21 e 29 dias p.i., apresentando estruturas 

semelhantes à taquizoítos no líquido peritoneal. Além destes, após 60 dias p.i. 

um camundongo soroconverteu, e outro não. Outros três camundongos 

inoculados com material pulmonar também soroconverteram, com identificação 

de cistos cerebrais (200 cistos/0,5mL). Todos os demais, incluindo o bioensaio 

do músculo, foram negativos sorologicamente. 

Figura 12. Cisto tecidual de T. gondii identificado no material cerebral de 

camundongo sorologicamente positivo para MAT-AF, inoculado com material 

cerebral do ovino B052. Microscópio óptico JENAMED (1000x). Botucatu, 2009. 

 Dos materiais dos animais B185, B252 e B271, os camundongos 

inoculados com suspensão cerebral vieram a óbito (24, 13 e 12 dias p.i., 

respectivamente), com produção de cistos no cérebro. Além disso, foram 

observados também nos outros camundongos, como no caso do B185 (um 

camundongo inoculado com material cerebral – 14 dias p.i. – Figura 13), B252 

(três camundongos inoculados com material cerebral – 12 dias p.i.) e B271 (um 

1cm = 12,5μμμμm 
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camundongo inoculado com material cerebral – 11 dias p.i.). Nos demais 

bioensaios com isolamento do agente, os camundongos sobreviveram aos 60 

dias de bioensaio, e apresentaram soroconversão. Revelaram ainda cistos em 

material cerebral e, em alguns casos, taquizoítos no líquido peritoneal. 

 Com relação ao material do B185, encontrou-se uma média de 770 

cistos/0,5mL em material cerebral; 200cistos/0,5mL do B252, também no 

cérebro, e 200 cistos/0,5mL do B271, em cérebro, pulmão e músculo. Os cistos 

isolados no B185 foram obtidos a partir de camundongo que morreu 24 dias p.i. 

e 60 dias p.i. (Figura 14). No caso do B252, de animal que morreu 13 dias p.i., 

e quanto ao B271, obtido do cérebro 12 dias p.i., de pulmão 24 dias p.i., e 

músculo 16 e 60 dias p.i. No último caso, verificou-se um número muito maior 

de cistos nos animais que sobreviveram até o final do período de observação 

(500 cistos/0,5mL) comparado aos que morreram no início do bioensaio (40 a 

60 cistos/0,5mL). No bioensaio do material do ovino B252, o camundongo 

positivo 13 dias p.i., com cistos cerebrais, apresentou também estruturas 

semelhantes à taquizoítos. 
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Figura 13. Taquizoíto de T. gondii identificado no material cerebral de 

camundongo sorologicamente positivo para MAT-AF, inoculado com material 

cerebral do ovino B185. Microscópio óptico JENAMED (1000x). Botucatu, 2009. 

1cm = 12,5μμμμm 
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Figura 14. Cisto tecidual de T. gondii identificado no material cerebral de 

camundongo sorologicamente positivo para MAT-AF, inoculado com material 

cerebral do ovino B185. Microscópio óptico JENAMED (400x). Botucatu, 2009. 

 Nos demais bioensaios com detecção de cistos teciduais (B183, 

B298, B377, B465, B496, B510), todos os isolamentos foram obtidos ao final do 

período de observação, sendo caracterizadas como amostras avirulentas para 

camundongos. Nos bioensaios B183, B496 e B510 (Figura 15), todos os 

camundongos inoculados somente com material cerebral foram soropositivos, 

detectando-se em média 1120 cistos/0,5mL, 1280 cistos/0,5mL e 720 

cistos/0,5mL, respectivamente. Enquanto isso, no B465, somente três 

camundongos inoculados com material cerebral soroconverteram, 

apresentando uma média de 360 cistos/0,5mL. Os animais do bioensaio para 

todos os demais tecidos não soroconverteram. No B298 todos os 

camundongos inoculados com material cerebral e somente dois camundongos 

inoculados com material muscular soroconverteram, apresentando uma média 

de 480 cistos/0,5mL para cada tecido inoculado. No B377, ao final do período 

1cm = 50μμμμm 
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de observação somente um animal inoculado com material cerebral 

soroconverteu, apresentando 820cistos/0,5mL no cérebro (Figura 16). 

Figura 15. Cisto tecidual de T. gondii identificado no material cerebral de 

camundongo sorologicamente positivo para MAT-AF, inoculado com material 

cerebral do ovino B510. Microscópio óptico JENAMED (400x). Botucatu, 2009. 

1cm = 50μμμμm 
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Figura 16. Cisto tecidual de T. gondii identificado no material cerebral de 

camundongo sorologicamente positivo para MAT-AF, inoculado com material 

cerebral do ovino B377. Microscópio óptico JENAMED (1000x). Botucatu, 2009. 

 Referente aos bioensaios B081, B105, B180 e B251, detectou-se 

somente estruturas semelhantes à taquizoítos no líquido peritoneal de todos os 

camundongos que morreram durante o experimento, porém nenhum animal 

soroconverteu, e tampouco apresentou cistos cerebrais. 

 No bioensaio do ovino B081, os quatro camundongos inoculados 

com material cerebral morreram 13, 22, 25 e 30 dias p.i., enquanto somente um 

inoculado com pulmão, morreu 23 dias p.i. Observaram-se estruturas 

semelhantes à taquizoítos no lavado peritoneal de dois camundongos 

inoculados com cérebro, e com pulmão. Em um dos animais inoculados com 

suspensão cerebral não foi possível obter o lavado peritoneal pela intensa 

reação inflamatória no tecido subcutâneo. No bioensaio dos ovinos B105, B180 

e B251, também se detectou somente estruturas semelhantes à taquizoítos no 

líquido peritoneal em um camundongo morto, inoculado com material muscular 

(11 dias p.i. – B105; 14 dias p.i. – B251), e em outro inoculado com material 

1cm = 12,5μμμμm 
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cerebral (21 dias p.i. – B180). Ainda neste último bioensaio, um camundongo 

inoculado com material muscular morreu 37 dias p.i., porém devido à intensa 

reação inflamatória no tecido subcutâneo, não foi possível a obtenção de 

líquido peritoneal. Ainda referente ao B251, um camundongo inoculado com 

material cerebral e três inoculados com material muscular morreram entre 14 a 

19 dias p.i., sendo negativos para a pesquisa de taquizoítos e/ou cistos 

cerebrais. 

 Por outro lado, em alguns bioensaios não foram detectados 

taquizoítos ou cistos teciduais, porém os animais ao final do experimento 

soroconverteram, como no caso dos bioensaios dos animais B193 (inoculados 

com material cerebral), B198 (inoculados com material cerebral e um com 

material muscular), B303 (inoculados com material muscular) e B439 (um 

camundongo inoculado com material muscular). Desta forma, foram 

considerados positivos devido à soroconversão. 

 Todos os demais camundongos inoculados, referente aos ovinos 

com isolamento positivo, foram negativos sorologicamente ao final do período 

de observação. Verifica-se assim, que o parasito pode estar presente em 

determinados tecidos ou órgãos, com carga parasitária insuficiente para induzir 

a doença, ou sensibilizar o sistema imunológico. 

 Nos bioensaios B433, B439, B443, B451, B453 e B455 não foi 

realizada a inoculação de material pulmonar em virtude do número limitado de 

camundongos fornecido pelo Biotério Central, e, portanto, foi dada preferência 

para a inoculação de material cerebral e muscular. Mesmo assim, o material 

pulmonar foi processado assim como os demais tecidos, e aliquotado para a 

PCR. 

 Já no bioensaio B471, todos os camundongos inoculados com 

material cerebral morreram 2 dias p.i. Procedeu-se nova inoculação, mas o 

resultado foi o mesmo, fato que ocorreu provavelmente por contaminação da 

amostra. Separou-se alíquota para a PCR para confirmação da infecção 

toxoplásmica. Com os demais tecidos o mesmo não ocorreu. 

 Pode-se observar nas Tabelas 21 a 23 que houve diferença 

significativa (P � 0,05) entre os bioensaios realizados dos diferentes tecidos 

ovinos, com maior positividade para o tecido cerebral, e igual positividade com 

pulmão e músculo quando analisados em conjunto. 
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Tabela 21. Associação entre os resultados do bioensaio de material cerebral e 

do pulmão. Botucatu, 2009. 

Pulmão 
Cérebro 

Negativo Positivo Total 

Negativo 49 13 62 

Positivo 00 04 04 

Total 49 17 66 
Estatística: Teste Exato de Fisher (valor de P = 0,0033) 

Tabela 22. Associação entre os resultados do bioensaio de material cerebral e 

do músculo. Botucatu, 2009. 

Músculo 
Cérebro 

Negativo Positivo Total 

Negativo 46 13 59 

Positivo 03 04 07 

Total 49 17 66 
Estatística: Teste Exato de Fisher (valor de P = 0,0664); OR = 4,7179 (0,9350-23,8075) 

Tabela 23. Associação entre os resultados do bioensaio de material muscular 

e do pulmão. Botucatu, 2009. 

Pulmão 
Músculo 

Negativo Positivo Total 

Negativo 56 06 62 

Positivo 03 01 04 

Total 59 07 66 
Estatística: Teste Exato de Fisher (valor de P = 0,3685); OR = 3,1111 (0,2781-34,8038) 

5.3. Biologia molecular 
 5.3.1. Limiar de detecção 
 A PCR para a detecção da sequência repetida de 529pb detectou 

100 taquizoíto/mL em água (Figura 17), 101 taquizoítos/mL em suspensões de 
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tecido cerebral e muscular, e 102 taquizoítos/mL em suspensão de tecido 

pulmonar (Figura 18). 

Figura 17. Detecção de DNA de Toxoplasma gondii pela PCR, em água 

contaminada experimentalmente. Botucatu, 2009. 
Legenda: 1) 106 taquizoítos da cepa RH / mL de água; 2) 105 taquizoítos da cepa RH / mL de 

água; 3) 104 taquizoítos da cepa RH / mL de água; 4) 103 taquizoítos da cepa RH / 
mL de água; 5) 102 taquizoítos da cepa RH / mL de água; 6) 101 taquizoítos da cepa 
RH / mL de água; 7) 100 taquizoítos da cepa RH / mL de água; 8) água ultrapura 
(controle negativo da extração); 9) controle positivo; 10) água ultrapura (controle 
negativo da extração); 11) água ultrapura (controle negativo da PCR); PM) padrão de 
peso molecular 100 pares de bases (pb), Invitrogen®. 
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Figura 18. Detecção de DNA de Toxoplasma gondii pela PCR, em amostras 

teciduais de ovinos, contaminadas experimentalmente. Botucatu, 2009. 
Legenda: 1) 102 taquizoítos da cepa RH / mL de cérebro; 2) 101 taquizoítos da cepa RH / mL de 

cérebro; 3) 100 taquizoítos da cepa RH / mL de cérebro; 4) 102 taquizoítos da cepa 
RH / mL de pulmão; 5) 101 taquizoítos da cepa RH / mL de pulmão; 6) 100 taquizoítos 
da cepa RH / mL de pulmão; 7) 102 taquizoítos da cepa RH / mL de músculo; 8) 101

taquizoítos da cepa RH / mL de músculo; 9) 100 taquizoítos da cepa RH / mL de 
músculo; 10) água ultrapura (controle negativo da extração); 11) água ultrapura 
(controle negativo da PCR); PM) padrão de peso molecular 100 pares de bases (pb), 
Invitrogen®. 

 5.3.2. PCR das amostras ovinas 
 A PCR detectou o DNA de T. gondii em 21/66 (31,8%) ovinos 

soropositivos (Tabela 24), com uma sensibilidade de 31,8%, especificidade de 

100%, e concordância de 0,18 com a MAT-AF, apresentando uma associação 

significativa quando analisados os resultados da PCR com os títulos de 

anticorpos da MAT-AF, onde quanto maior a titulação, maiores as chances de 

se obter um resultado positivo na PCR (Tabela 25; Figura 19). Em um ovino, 

detectou-se DNA a partir do cérebro de camundongos do bioensaio com 

cérebro do ovino B465, com 360 cistos/0,5mL, constituindo-se, portanto, 22/66 

(33,3%) amostras positivas de ovinos para a pesquisa de DNA de T. gondii

para a caracterização genotípica. 
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Tabela 24. Frequência de animais positivos a sorologia em relação a PCR dos 

ovinos, independente do teste e tecido analisado. Botucatu, 2009. 

PCR (ovino) 
Sorologia 

Negativo (%) Positivo (%) Total (%) 

Negativo 20 (30,8) 45 (69,2) 65 (75,6) 

Positivo 0 (0,0) 21 (100,0) 21 (24,4) 

Total 20 (23,3) 66 (76,7) 86 (100,0) 
Estatística: χ2 (McNemar) = 43,02 (valor de P < 0,0001); κ = 0,18 ± 0,04 (0,08-0,27) 
 S=31,8%; E=100%; VPP=100%; VPN=30,8% 

 Houve predileção pelo tecido cerebral (Tabela 26), em relação ao 

pulmão (Tabela 27) e músculo (Tabela 28). Destes, 14 apresentaram também 

isolamento do parasito. 28 amostras teciduais foram positivas à PCR, sendo 17 

cérebros, dois pulmões e nove músculos (Tabela 15). Dos resultados positivos 

à PCR e ao isolamento, em 11 foram identificados cistos e em três 

observaram-se estruturas semelhantes à taquizoítos. Concomitantemente, 

realizou-se também a PCR de animais controle sorologicamente negativos, 

para a confirmação da especificidade da técnica, não se detectando DNA do 

parasito a partir de amostras teciduais de ovinos sorologicamente negativos, 

também negativos ao isolamento (Tabela 16). 

 Animais com títulos iguais ou superiores a 256 na MAT do bioensaio 

apresentaram cistos, principalmente no cérebro, permitindo um direcionamento 

quanto ao órgão de eleição na localização do parasito na epidemiologia da 

infecção. 
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Tabela 25. Frequência relativa de resultados da PCR dos ovinos, 

independente do tecido analisado, segundo o título de anticorpos pela MAT-AF. 

Botucatu, 2009. 

MAT-AF (títulos) 
PCR (ovino) 

Negativo (%) Positivo (%) Total (%) 

Negativo 20 (100,0) 0 (0,0) 20 (23,5) 

16 3 (75,0) 1 (25,0) 4 (4,7) 

64 4 (100,0) 0 (0,0) 4 (4,7) 

256 17 (77,3) 5 (22,7) 22 (25,9) 

1024 18 (60,0) 12 (40,0) 30 (35,3) 

4096 2 (40,0) 3 (60,0) 5 (5,9) 

Total 64 (75,3) 21 (24,7) 85 (100,0) 
Estatística: Teste-G = 17,74; valor de P = 0,0033 

Figura 19. Frequência relativa de resultados da PCR dos ovinos, segundo o 

título de anticorpos obtido na MAT-AF. Botucatu, 2009. 
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 Analisando-se cada tecido separadamente, a PCR direta do cérebro 

ovino apresentou maior sensibilidade 25,8%, comparada a do músculo (13,6%) 

e pulmão (7,6%) (Tabelas 26 a 28). Porém, ao se analisar os títulos de 

anticorpos, somente a PCR de cérebro apresentou associação significativa (P

< 0,05) com a sorologia, onde quanto maiores os títulos, maiores as chances 

de detecção de resultado positivo à PCR (Tabela 29; Figura 20). O mesmo 

resultado foi observado para músculo (Tabela 30; Figura 21) e pulmão (Tabela 

31; Figura 22), porém sem associação significativa.

Tabela 26. Frequência de animais positivos a sorologia, independente do teste 

sorológico utilizado, em relação a PCR de cérebro dos ovinos. Botucatu, 2009. 

PCR (cérebro:ovino) 
Sorologia 

Negativo (%) Positivo (%) Total (%) 

Negativo 20 (20,9) 49 (71,0) 69 (80,2) 

Positivo 0 (0,0) 17 (100,0) 17 (19,8) 

Total 20 (23,3) 66 (76,7) 86 (100,0) 
Estatística: χ2 (McNemar) = 47,02 (valor de P < 0,0001); κ = 0,14 ± 0,04 (0,06-0,22) 
 S=25,8%; E=100%; VPP=100%; VPN=29,0% 

Tabela 27. Frequência de animais positivos a sorologia, independente do teste 

utilizado, em relação a PCR de pulmão dos ovinos. Botucatu, 2009. 

PCR (pulmão:ovino) 
Sorologia 

Negativo (%) Positivo (%) Total (%) 

Negativo 20 (24,7) 61 (75,3) 81 (94,2) 

Positivo 0 (0,0) 5 (100,0) 5 (5,8) 

Total 20 (23,3) 66 (76,7) 86 (100,0) 
Estatística: χ2 (McNemar) = 59,02 (valor de P < 0,0001); κ = 0,04 ± 0,02 (0,00-0,07) 
 S=7,6%; E=100%; VPP=100%; VPN=24,5% 
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Tabela 28. Frequência de animais positivos a sorologia, independente do teste 

utilizado, em relação a PCR de músculo dos ovinos. Botucatu, 2009. 

PCR (músculo:ovino) 
Sorologia 

Negativo (%) Positivo (%) Total (%) 

Negativo 20 (26,0) 57 (74,0) 77 (89,5) 

Positivo 0 (0,0) 9 (100,0) 9 (10,5) 

Total 20 (23,3) 66 (76,7) 86 (100,0) 
Estatística: χ2 (McNemar) = 55,02 (valor de P < 0,0001); κ = 0,07 ± 0,03 (0,02-0,12) 
 S=13,6%; E=100%; VPP=100%; VPN=26,0% 

 Somente dois ovinos apresentaram PCR positiva de cérebro em 

estágio intermediário de infecção. Porém, o isolamento do parasito resultou 

negativo, fato que comprometeu a genotipagem pela baixa carga parasitária 

(Tabelas 32 a 34). Associação significativa não foi observada entre a PCR dos 

tecidos e os estágios de infecção no momento do abate. 

Tabela 29. Frequência relativa de resultados da PCR de cérebro dos ovinos, 

segundo o título de anticorpos pela MAT-AF. Botucatu, 2009. 

MAT-AF (títulos) 
PCR (cérebro:ovino) 

Negativo (%) Positivo (%) Total (%) 

Negativo 20 (100,0) 0 (0,0) 20 (23,5) 

16 4 (100,0) 0 (0,0) 4 (4,7) 

64 4 (100,0) 0 (0,0) 4 (4,7) 

256 17 (77,3) 5 (22,7) 22 (25,9) 

1024 20 (66,7) 10 (33,3) 30 (35,3) 

4096 3 (60,0) 2 (40,0) 5 (5,9) 

Total 68 (80,0) 17 (20,0) 85 (100,0) 
Estatística: Teste-G = 14,49; valor de P = 0,0128 
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Figura 20. Frequência relativa de resultados da PCR de cérebro dos ovinos, 

segundo o título de anticorpos na MAT-AF. Botucatu, 2009. 

Tabela 30. Frequência relativa de resultados da PCR de pulmão dos ovinos, 

segundo o título de anticorpos pela MAT-AF. Botucatu, 2009. 

MAT-AF (títulos) 
PCR (pulmão:ovino) 

Negativo (%) Positivo (%) Total (%) 

Negativo 20 (100,0) 0 (0,0) 20 (23,5) 

16 3 (75,0) 1 (25,0) 4 (4,7) 

64 4 (100,0) 0 (0,0) 4 (4,7) 

256 22 (100,0) 0 (0,0) 22 (25,9) 

1024 27 (90,0) 3 (10,0) 30 (35,3) 

4096 4 (80,0) 1 (20,0) 5 (5,9) 

Total 80 (94,1) 5 (5,9) 85 (100,0) 
Estatística: Teste-G = 6,16; valor de P = 0,2908 
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Figura 21. Frequência relativa de resultados da PCR de pulmão dos ovinos, 

segundo o título de anticorpos na MAT-AF. Botucatu, 2009. 

Tabela 31. Frequência relativa de resultados da PCR de músculo dos ovinos, 

segundo o título de anticorpos pela MAT-AF. Botucatu, 2009. 

MAT-AF (títulos) 
PCR (músculo:ovino) 

Negativo (%) Positivo (%) Total (%) 

Negativo 20 (100,0) 0 (0,0) 20 (23,5) 

16 3 (75,0) 1 (25,0) 4 (4,7) 

64 4 (100,0) 0 (0,0) 4 (4,7) 

256 21 (95,5) 1 (4,5) 22 (25,9) 

1024 25 (83,3) 5 (16,7) 30 (35,3) 

4096 3 (60,0) 2 (40,0) 5 (5,9) 

Total 76 (89,4) 9 (10,6) 85 (100,0) 
Estatística: Teste-G = 8,75; valor de P = 0,1194 
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Figura 22. Frequência relativa de resultados da PCR de músculo dos ovinos, 

segundo o título de anticorpos na MAT-AF. Botucatu, 2009. 

Tabela 32. Frequência de resultados da PCR de cérebro dos ovinos em 

relação o estágio da infecção, independente do teste. Botucatu, 2009. 

Estágio sorológico 
PCR (cérebro:ovino) 

Negativo Positivo Total 

Agudo 00 00 00 

Crônico 46 15 61 

Indeterminado 03 02 05 

Total 49 17 66 
Estatística: Teste Exato de Fisher (valor de P = 0,3836); OR = 2,0444 (0,3114-13,4216) 



R.C. Silva – 2009 

92

Tabela 33. Frequência de resultados da PCR de pulmão dos ovinos em 

relação o estágio da infecção, independente do teste. Botucatu, 2009. 

Estágio de infecção 
PCR (pulmão:ovino) 

Negativo Positivo Total 

Agudo 00 00 00 

Crônico 59 02 61 

Indeterminado 05 00 05 

Total 64 02 66 
Estatística: Teste Exato de Fisher (valor de P = 0,8531) 

Tabela 34. Frequência de resultados da PCR de músculo dos ovinos de 

acordo com o estágio da infecção, independente do teste. Botucatu, 2009. 

Estágio sorológico 
PCR (músculo:ovino) 

Negativo Positivo Total 

Agudo 00 00 00 

Crônico 52 09 61 

Indeterminado 05 00 05 

Total 57 09 66 
Estatística: Teste Exato de Fisher (valor de P = 0,4685) 

 Pode-se observar nas Tabelas 35 a 37 que houve diferença 

significativa (P � 0,05) somente entre as PCRs realizadas a partir de cérebro e 

de músculo (Tabela 36), com seis amostras positivas para ambas as técnicas. 

Por outro lado, as associações entre PCR de cérebro e pulmão (Tabela 35), e 

músculo e pulmão (Tabela 37) não apresentaram diferença significativa, com 

nenhuma e uma amostra positiva detectada pelas associações, 

respectivamente. 
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Tabela 35. Associação entre os resultados da PCR de cérebro e pulmão. 

Botucatu, 2009. 

Pulmão 
Cérebro 

Negativo Positivo Total 

Negativo 47 17 64 

Positivo 02 00 02 

Total 49 17 66 
Estatística: Teste Exato de Fisher (valor de P = 0,5482) 

Tabela 36. Associação entre os resultados da PCR de cérebro e músculo. 

Botucatu, 2009. 

Músculo 
Cérebro 

Negativo Positivo Total 

Negativo 46 11 57 

Positivo 03 06 09 

Total 49 17 66 
Estatística: Teste Exato de Fisher (valor de P = 0,0068); OR = 8,3636 (1,8036-38,7845) 

Tabela 37. Associação entre os resultados da PCR de músculo e pulmão. 

Botucatu, 2009. 

Pulmão 
Músculo 

Negativo Positivo Total 

Negativo 56 08 64 

Positivo 01 01 02 

Total 57 09 66 
Estatística: Teste Exato de Fisher (valor de P = 0,2559; OR = 7,0000 (0,3972-123,3538) 

 Dos 20 isolamentos obtidos, sete animais apresentaram a infecção 

em dois tecidos, sendo seis no cérebro e músculo, e somente um no tecido 

pulmonar e músculo (Tabelas 38 a 40). Na Tabela 38, pode-se observar que a 

PCR e o bioensaio de cérebro apresentaram sensibilidade idênticas, visto que 
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ambas detectaram um número elevado (12) de amostras verdadeiramente 

positivas e cinco falso-positivas. Em contrapartida, na Tabela 39, o bioensaio 

de pulmão detectou quatro animais com a presença de estruturas semelhantes 

a taquizoítos, não confirmadas na PCR. Enquanto isso, a Tabela 40 expressa a 

diferença significativa (P � 0,05) entre o bioensaio e a PCR de músculo, com 

apenas três amostras detectadas simultaneamente. 

 Observou-se uma sensibilidade maior do bioensaio, na detecção do 

DNA do parasito em amostras de pulmão (ovinos B82, B185, B252 e B271), 

porém para músculo e cérebro, a PCR apresentou melhor resultado (B52, 

B139, B185, B252, B471 e B496), comparado ao bioensaio (B105, B198, B303 

e B439), de acordo com a Tabela 15. Na mesma tabela as amostras M040, 

C079, C388 e M388 foram relacionadas, pois apesar de soropositivas e 

apresentarem resultado negativo ao bioensaio, apresentaram fraco produto ou 

resultado negativo à PCR, impossibilitando a genotipagem completa da 

amostra. 

Tabela 38. Frequência de resultados da PCR de cérebro dos ovinos em 

relação ao bioensaio, independente do tecido analisado. Botucatu, 2009. 

Bioensaio 
PCR (cérebro) 

Negativo Positivo Total 

Negativo 44 05 49 

Positivo 05 12 17 

Total 49 17 66 
Estatística: Teste Exato de Fisher (valor de P = 0,0000); OR = 21,1200 (5,2379-85,1593) 
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Tabela 39. Frequência de resultados da PCR de pulmão dos ovinos em 

relação ao bioensaio, independente do tecido analisado. Botucatu, 2009. 

Bioensaio 
PCR (pulmão) 

Negativo Positivo Total 

Negativo 60 02 62 

Positivo 04 00 04 

Total 64 02 66 
Estatística: Teste Exato de Fisher (valor de P = 0,8815) 

Tabela 40. Frequência de resultados da PCR de músculo dos ovinos em 

relação ao bioensaio, independente do tecido analisado. Botucatu, 2009. 

Bioensaio 
PCR (músculo) 

Negativo Positivo Total 

Negativo 53 06 59 

Positivo 04 03 07 

Total 57 09 66 
Estatística: Teste Exato de Fisher (valor de P = 0,0476); OR = 6,6250 (1,1879-36,9468) 

 5.3.3. PCR das amostras do bioensaio 
 As associações da PCR do bioensaio com os resultados da 

sorologia são apresentados nas Tabelas 41 a 43. Independente do tecido 

obtido dos camundongos, a PCR do bioensaio apresentou sensibilidade de 

22,7%, especificidade de 100% e concordância de 0,12 com a sorologia. 

Dentre os dois tecidos testados, o cérebro (Tabela 42) foi mais sensível em 

relação ao músculo (Tabela 43), porém ambos apresentaram maior 

positividade à PCR em animais com títulos altos. No cérebro, a detecção foi a 

partir do título 256 (Tabela 44; Figura 23), enquanto no músculo a partir de 

1024 (Tabela 45; Figura 24). 
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Tabela 41. Frequência de ovinos soropositivos, independente do teste, em 

relação a PCR do bioensaio por grupo, independente do tecido analisado. 

Botucatu, 2009. 

PCR (bioensaio/grupo) 
Sorologia 

Negativo (%) Positivo (%) Total (%)

Negativo 20 (28,2) 51 (71,8) 71 (82,6)

Positivo 0 (0,0) 15 (22,7) 15 (17,4)

Total 20 (23,3) 66 (76,7) 86 (100,0)
Estatística: χ2 (McNemar) = 49,02 (valor de P < 0,0001); κ = 0,12 ± 0,04 (0,05 – 0,19) 
 S=22,7%; E=100%; VPP=100%; VPN=28,2% 

Tabela 42. Frequência de ovinos soropositivos, independente do teste, em 

relação a PCR do bioensaio de cérebro, por grupo. Botucatu, 2009. 

PCR (bioensaio/cérebro) 
Sorologia 

Negativo (%) Positivo (%) Total (%)

Negativo 20 (27,8) 52 (72,2) 72 (83,7)

Positivo 0 (0,0) 14 (100,0) 14 (16,3)

Total 20 (23,3) 66 (76,7) 86 (100,0)
Estatística: χ2 (McNemar) = 50,02 (valor de P < 0,0001); κ = 0,11 ± 0,04 (0,04 – 0,18) 
 S=21,2%; E=100%; VPP=100%; VPN=27,8% 

Tabela 43. Frequência de ovinos soropositivos, independente do teste, em 

relação a PCR do bioensaio de músculo, por grupo. Botucatu, 2009. 

PCR (bioensaio/músculo) 
Sorologia 

Negativo (%) Positivo (%) Total (%)

Negativo 20 (25,0) 60 (75,0) 80 (93,0)

Positivo 0 (0,0) 6 (100,0) 6 (7,0)

Total 20 (23,3) 66 (76,7) 86 (100,0)
Estatística: χ2 (McNemar) = 58,02 (valor de P < 0,0001); κ = 0,04 ± 0,02 (0,01 – 0,08) 
 S=9,1%; E=100%; VPP=100%; VPN=25% 
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Tabela 44. Frequência relativa de resultados da PCR do bioensaio de cérebro 

por grupo, segundo o título de anticorpos na MAT-AF. Botucatu, 2009. 

MAT-AF (títulos) 
PCR (bioensaio:cérebro) 

Negativo (%) Positivo (%) Total (%) 

Negativo 20 (100,0) 0 (0,0) 20 (23,5)

16 4 (100,0) 0 (0,0) 4 (4,7)

64 4 (100,0) 0 (0,0) 4 (4,7)

256 20 (90,9) 2 (9,1) 22 (25,9)

1024 20 (66,7) 10 (33,3) 30 (35,3)

4096 3 (60,0) 2 (40,0) 5 (5,9)

Total 71 (83,5) 14 (16,5) 85 (100,0)
Estatística: Teste-G = 15,15; valor de P = 0,0098 

Figura 23. Frequência relativa de resultados da PCR de bioensaio de cérebro 

por grupo, segundo o título de anticorpos na MAT-AF. Botucatu, 2009. 
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Tabela 45. Frequência relativa de resultados da PCR do bioensaio de músculo 

por grupo, segundo o título de anticorpos na MAT-AF. Botucatu, 2009. 

MAT-AF (títulos) 
PCR (bioensaio:músculo) 

Negativo (%) Positivo (%) Total (%) 

Negativo 20 (100,0) 0 (0,0) 20 (23,5)

16 4 (100,0) 0 (0,0) 4 (4,7)

64 4 (100,0) 0 (0,0) 4 (4,7)

256 22 (100,0) 0 (0,0) 22 (25,9)

1024 25 (83,3) 5 (16,7) 30 (35,3)

4096 4 (80,0) 1 (20,0) 5 (5,9)

Total 79 (92,9) 6 (7,1) 85 (100,0)
Estatística: Teste-G = 8,17; valor de P = 0,1471 

Figura 24. Frequência relativa de resultados da PCR de bioensaio de músculo 

por grupo, segundo o título de anticorpos na MAT-AF. Botucatu, 2009. 



R.C. Silva – 2009 

99

 Correlação regular foi obtida entre a MAT-AF e a maioria dos 

resultados para o bioensaio (Tabela 46; Figuras 25 a 35). 

Tabela 46. Correlações entre os títulos de anticorpos no teste de MAT-AF e 

variáveis relacionadas à detecção de T. gondii. Botucatu, 2009. 

Pares de variáveis Coeficiente r Valor de P Interpretação

MAT-AF x FIP 0,4466 < 0,0001 Correlação regular 

MAT-AF x FIC 0,3357 0,0016 Correlação regular 

MAT-AF x FIT 0,3852 0,0002 Correlação regular 

MAT-AF x FIS -0,0044 0,9681 Não significativa 

MAT-AF x Sobrevida (Geral) -0,3099 0,0037 Correlação regular 

MAT-AF x Sobrevida (Cérebro) -0,3478 0,0010 Correlação regular 

MAT-AF x Sobrevida (Pulmão) -0,2141 0,0477 Correlação fraca 

MAT-AF x Sobrevida (Músculo) -0,3048 0,0043 Correlação regular 

MAT-AF x PCMC 0,2044 0,0589 Não significativa 

MAT-AF x PCR-PCC 0,3966 0,0002 Correlação regular 

MAT-AF x PCR-PCM 0,2973 0,0054 Correlação fraca 
Estatística: valores de P menores que 0,05 indicam correlação significativa entre os pares de 

variáveis, pelo teste de Spearman. 
Legenda: FIP: frequência de isolamento por grupo; 
 FIC: frequência relativa de camundongos com cistos teciduais por grupo; 
 FIT: frequência relativa de camundongos com taquizoítos por grupo; 
 FIS: frequência relativa de camundongos soropositivos por grupo; 
 PCMC: frequência relativa de camundongos com cistos inoculados com 

amostras de músculo; 
 PCR-PCC: frequência relativa de resultados positivos à PCR em camundongos 

inoculados com amostras de cérebro; 
 PCR-PCM: frequência relativa de resultados positivos à PCR em camundongos 

inoculados com amostras de músculo. 
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Figura 25. Correlação entre os títulos da MAT-AF e a frequência relativa de 

isolamentos por grupo. Botucatu, 2009. 
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Figura 26. Correlação entre os títulos da MAT-AF e a frequência relativa de 

camundongos com cistos teciduais por grupo. Botucatu, 2009. 
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Figura 27. Correlação entre os títulos da MAT-AF e a frequência relativa de 

camundongos com taquizoítos por grupo. Botucatu, 2009. 
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Figura 28. Correlação entre os títulos da MAT-AF e a frequência relativa de 

camundongos soropositivos por grupo. Botucatu, 2009. 
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Figura 29. Correlação entre os títulos da MAT-AF e a média de sobrevida dos 

camundongos. Botucatu, 2009. 
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Figura 30. Correlação entre os títulos da MAT-AF e a média de sobrevida dos 

camundongos inoculados com amostras de cérebro. Botucatu, 2009. 
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Figura 31. Correlação entre os títulos da MAT-AF e a média de sobrevida dos 

camundongos inoculados com amostras de pulmão. Botucatu, 2009. 
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Figura 32. Correlação entre os títulos da MAT-AF e a média de sobrevida dos 

camundongos inoculados com amostras de músculo. Botucatu, 2009. 
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Figura 33. Correlação entre os títulos da MAT-AF e a frequência relativa de 

camundongos com cistos inoculados com músculo. Botucatu, 2009. 

21 4 4 20

1

1

20

2

3

1

4

3

2

0 016 064 0256 01,024 04,096

Títulos ao MAT-AF

-20

0

20

40

60

80

100

120

Fr
eq

ue
nc

ia
 re

la
tiv

a 
de

 c
am

un
do

ng
os

 P
C

R
 p

os
iti

vo
s

Figura 34. Correlação entre os títulos da MAT-AF e a frequência relativa de 

camundongos positivos à PCR, inoculados com amostras de cérebro. Botucatu, 

2009. 
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Figura 35. Correlação entre os títulos da MAT-AF e a frequência relativa de 

camundongos positivos à PCR, inoculados com amostras de músculo. 

Botucatu, 2009. 

 5.3.4. Genotipagem 
 Alta variabilidade genotípica foi observada, detectando-se dez 

genótipos diferentes, sendo seis deles atípicos, e outros três comuns no Brasil 

(Figuras 36 e 37). O primeiro genótipo atípico foi o isolamento TgOvBr 3, o 

segundo, TgOvBr7 e 8, o terceiro, TgOvBr9, o quarto, TgOvBr10, o quinto, 

TgOvBr11, e o sexto, TgOvBr13 (Tabelas 47 e 48). 
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 Das 22 amostras detectadas na PCR convencional, em nove não foi 

possível a genotipagem completa em função da limitação pela baixa carga 

parasitária, associada ao menor número de repetições de cada locus no 

genoma, visto que os genes abordados para a genotipagem possuem 

repetições em número muito menor em relação à região utilizada por Homan et 

al. (2000), repetido de 200 a 300 vezes no genoma, sendo que alguns deles 

apresentam apenas uma única repetição. Desta forma, se na PCR 

convencional o produto amplificado foi fracamente detectado, a genotipagem 

em loci que apresentava menor número de repetições ficou limitada. A 

adaptação do protocolo original (A) para o protocolo adaptado (B) melhorou a 

detecção de apenas 10% das amostras (TgOvBr13), não sendo 100% eficiente, 

como expresso na Tabelas 47 e 48. 

 Dos isolamentos genotipados (genotipagem completa ou 

incompleta), oito foram virulentos em camundongos [TgOvBr1 (19 dias p.i.), 

TgOvBr3 (14 dias p.i.), TgOvBr4 (11,75 dias p.i.), TgOvBr9 (22,5 dias p.i.); 

TgOvBr11 (12 dias p.i.), TgOvBr13 (22 dias p.i.), TgOvBr18 (14 dias p.i.), 

TgOvBr19 (18 dias p.i.) e TgOvBr22 (21 dias p.i.)] (Tabela 48). Somente 6/13 

(46,15%) amostras apresentaram genotipagem completa, duas delas (TgOvBr4 

e TgOvBr11), com período de sobrevida mais curtos que as médias dos 

demais. Duas amostras avirulentas apresentaram alelos tipo II em 11 loci, e 

tipo I em um único locus, Apico, indicando a existência e primeiro registro da 

linhagem clonal tipo II na América do Sul. Ambos isolamentos de T. gondii

foram de ovelhas, 2 anos de idade, raça Ideal (Polwarth), criação extensiva em 

duas diferentes cidades da região Sul brasileira, Santana do Livramento 

(TgOvBr5) e Uruguaiana (TgOvBr2), RS (Figura 38). Ambas amostras de T. 

gondii foram isoladas de tecidos cerebral e muscular, apresentando uma média 

de 480 cistos/cérebro de camundongo ao bioensaio. 
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Figura 38. Mapa referente a localização dos municípios de Santana do 

Livramento e Uruguaiana, RS, onde os animais positivos com genótipo tipo II 

eram criados. Botucatu, 2009. 
Fonte: Fonte: Adaptado de Wikimedia Commons (http://commons.wikimedia.org) 
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 5.3.5. Co-infecção Toxoplasma gondii X Sarcocystis tenella 
 Dois ovinos, TgOvBr21 (#1), fêmea, dois anos de idade, raça 

Polwarth (Ideal), criação extensiva em Santana do Livramento, RS, e 

TgOvBr20 (#2), macho, um ano, raça Corriedale, criação extensiva em Pirajuí, 

SP, além de apresentarem títulos de anticorpos para T. gondii e resultado 

positivo na PCR 529pb repetitiva 300 vezes, foram negativos ao bioensaio em 

camundongo (Tabela 47). Na genotipagem nos 12 loci, ambos apresentaram 

resultados positivos somente para alguns marcadores. As duas amostras 

apresentaram na nested-PCR (aproximadamente 310bp; Figura 39) e RFLP-

PCR do gene 18S rRNA um perfil único diferente das amostras referências de 

T. gondii, idêntico a S. tenella (Figuras 40 e 41), confirmando a co-infecção a 

partir do sequenciamento do produto amplificado da nested-PCR do gene 18S 

rRNA PCR e desafiado à base de dados do GenBank no NCBI, o que resultou 

em sequência idêntica ao gene 18S rRNA de S. tenella (número de acesso do 

GenBank L24383-1) para ambas as amostras. Este foi também o primeiro 

registro de S. tenella e co-infecção com T. gondii no Brasil em ovinos 

naturalmente infectados. 

Figura 39. Nested-PCR do gene 18S rRNA. Botucatu, 2009. 
Legenda: MW: baixo peso molecular (New England Biolabs, USA); S.mie: Sarcocystis 

miescheriana; S.cap: S. capracanis; S.mou: S. moulei; S.gig: S. gigantea; S.hom: S. 
hominis; S.ten: S. tenella; S.neu: S. neurona; #1: Polwarth sheep; #2: Corriedale 
sheep; N.can: Neospora caninum; H.ham: Hammondia hammondi; T.gon: 
Toxoplasma gondii. 
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Figura 40. RFLP-PCR do gene 18S rRNA para cepas referências digeridas 

pelas enzimas de restrição AluI e HhaI. Botucatu, 2009. 
Legenda: MW: baixo peso molecular (New England Biolabs, USA); S.mie: Sarcocystis 

miescheriana; S.cap: S. capracanis; S.mou: S. moulei; S.gig: S. gigantea; S.hom: S. 
hominis; S.ten: S. tenella; S.neu: S. neurona; #1: Polwarth sheep; #2: Corriedale 
sheep; N.can: Neospora caninum; H.ham: Hammondia hammondi; T.gon: 
Toxoplasma gondii. 

Figura 41. RFLP-PCR do gene 18S rRNA para cepas referências digeridas 

pelas enzimas de restrição DdeI, MspI e Hpy188III. Botucatu, 2009. 
Legenda: MW: baixo peso molecular (New England Biolabs, USA); S.mie: Sarcocystis 

miescheriana; S.cap: S. capracanis; S.mou: S. moulei; S.gig: S. gigantea; S.hom: S. 
hominis; S.ten: S. tenella; S.neu: S. neurona; #1: Polwarth sheep; #2: Corriedale 
sheep; N.can: Neospora caninum; H.ham: Hammondia hammondi; T.gon: 
Toxoplasma gondii. 
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 A toxoplasmose ovina apresenta prevalência mundial variável. Neste 

trabalho verificou-se soroprevalência de 11,0% em ovinos destinados ao abate, 

oriundos de dois estados brasileiros, São Paulo e Rio Grande do Sul, 

considerada baixa quando comparada aos estudos de Dubey et al. (2008a) 

(104/383; 27,1%) nos Estados Unidos, Masala et al. (2003) (2048/9639; 28,4%) 

na Itália, Ragozo et al. (2008) (120/495; 24,2%) e Romanelli et al. (2007) 

(157/305; 51,5%) no estado de São Paulo, Pita Gondim et al. (1999), (18,8%) 

no estado da Bahia, e Clementino et al. (2007) (30/102; 29,4%) no estado do 

Rio Grande do Norte, Brasil, porém maior que a obtida por Da Silva e Langoni 

(2001) (40/522; 7,7%) em SP, Brasil. 

 As fêmeas apresentaram 6,8 vezes mais chances de se infectarem 

(P < 0,0001), porém informações sobre o manejo são necessárias para inferir 

possíveis riscos e consequências aos quais estes animais estão expostos. 

Além disso, 63/66 (12,7%) ovinos soropositivos eram criados extensivamente.  

 As criações de rebanhos ovinos comerciais no Brasil são 

controladas em algumas áreas, porém em outros casos, os animais possuem 

estreito relacionamento com outros animais, de criação ou errantes, 

principalmente gatos, permitindo a infecção de ovelhas gestantes e a 

transmissão vertical para cordeiros (DUCANSON et al., 2001). 

 Problema sério de saúde pública é referenciado por Aspinall et al. 

(2002), pois tecidos de animais infectados e não infectados são misturados nos 

processos de confecção de salsichas, patês, entre outros, aumentando a 

concentração do parasita e risco de infecção para a população, fato que não 

ocorreria se houvesse adequado controle sanitário de todo o rebanho, uma vez 

que na linha de abate, não podem ser identificadas lesões ou o próprio 

parasito, e com isso, não há a condenação ou tratamento da carcaça. 

 No estudo realizado por Da Silva e Langoni (2001), os animais foram 

destinados ao consumo humano, e dependendo do grau de informação da 

população no tocante a educação sanitária, a população está suscetível à 

infecção, principalmente gestantes, crianças e pacientes imunocomprometidos. 
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 A MAT é um teste sorológico bastante sensível e específico, 

baseado em reação direta antígeno-anticorpo, adicionado de 2-mercaptoetanol, 

que destrói as pontes de dissulfeto presentes na cadeia J de IgM e IgA 

secretora, limitando assim a ocorrência de reações inespecíficas (WILSON et 

al., 1990). A MAT utilizada por Thulliez et al. (1986), adaptada por Desmonts e 

Remington (1980) e, mais tarde, por Montoya et al. (2007), permite a 

diferenciação entre os estágios da infecção, aconselhando-se a utilização de 

amostras pareadas. Tal avaliação é baseada na comparação entre os testes 

MAT-AF e MAT-AM. Segundo Thulliez et al. (1986) a formalina atua sobre os 

marcadores de superfície (epítopos) da membrana citoplasmática do parasito, 

permitindo que os epítopos de fase aguda e fase crônica sejam expressos. Por 

outro lado, a acetona ou o metanol utilizado na MAT-AM atuam da mesma 

forma que a formalina, porém permitindo a expressão somente dos epítopos de 

fase aguda. Deste modo, a diferença entre os títulos de anticorpos entre os 

testes permite caracterizar o estágio da infecção. 

 Segundo Montoya et al. (2007), tanto os testes como o protocolo 

referente à determinação do estágio, permitem o acompanhamento sorológico, 

muitas vezes com a evolução clínica, o que permite ao clínico intervir no início 

da doença, e até mesmo na transmissão vertical. Mesmo se tratando de um 

protocolo utilizado em humanos, Montoya et al. (2007) relataram a utilização 

para outras espécies, adequando às prevalências para estas e região. 

 Observou-se concordância quase perfeita entre MAT-AF e RIFI-IgG 

(κ = 0,9468), com sensibilidade da MAT-AF de 98,4% e especificidade de 

99,1%, quando se considerou a RIFI-IgG como padrão-ouro. O título de corte 

(cut-off) utilizado foi de 16, porém poderiam ser utilizados títulos menores como 

5 ou até mesmo 10, a exemplo dos trabalhos utilizando animais com hábitos 

telúricos, como galinhas e até mesmo gatos (DUBEY et al., 2002; 2003; 2005b; 

2006a;b;c; 2007d;e), o que poderia aumentar o número de bioensaios 

realizados e chances de isolamentos. 

 A MAT-AM não se mostrou uma técnica boa para ser utilizada como 

triagem, apresentando uma correlação positiva regular tanto com MAT-AF (r = 

0,3714) como com RIFI-IgG (r = 0,3686). Assim, a MAT-AM é um teste que 

deve ser utilizado quando a MAT-AF for positiva para comparação e obtenção 
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do título sorológico. Além disso, os títulos foram sempre inferiores aos demais 

testes, variando entre 16 e 64. 

 Outra opção é a determinação do estágio de infecção pela RIFI, 

pesquisando-se IgG e IgM. A RIFI-IgG detecta ambos os anticorpos IgG de 

fase aguda e crônica, assemelhando-se à MAT-AF, porém sem diferenciá-las. 

Pela comparação da MAT-AM e MAT-AF, as reações sorológicas dependem 

única e exclusivamente de IgG, com uma resposta mais específica. 

 No presente estudo, somente 5/66 animais soropositivos (7,6%) 

foram identificados como estágio indeterminado da infecção. Todos os demais 

se encontravam no estágio crônico da infecção. Este fato foi confirmado pelo 

isolamento de cistos teciduais grandes em 12 animais. MAT e ELISA são testes 

acurados e que se associados ao bioensaio, permitem resultados mais 

específicos (GARDNER et al., 2009). 

 A frequência de isolamentos (30,3%) em pelo menos um tecido 

analisado foi maior que a detectada por Dumètre et al. (2006) (26,6%) na 

França e Ragozo et al. (2008) (19,5%) no Brasil, porém menor que Da Silva e 

Langoni (2001) (34/39; 87,2%). As amostras dos tecidos de animais 

soronegativos analisadas resultaram negativas, confirmando a especificidade e 

confiabilidade do bioensaio e sorologia. Com 20 isolamentos positivos, obteve-

se concordância de 0,17 (P < 0,0001) entre o bioensaio e a sorologia, onde 

somente 30,3% foram positivos para ambas as provas, e 46 (69,7%) foram 

negativas ao bioensaio. Normalmente quando se trabalha com animais de 

médio e grande porte, o parasito se encontra disseminado em vários tecidos, 

mas a amostragem de tecido de um animal de grande porte é diferente de 

outro de pequeno porte. Consequentemente, a amostra de 20g utilizada neste 

estudo foi obtida de regiões que apresentavam carga parasitária alta. Por outro 

lado, é possível que os 46 animais negativos no bioensaio e 44 negativos na 

PCR apresentavam carga parasitária baixa nas amostras teciduais utilizadas 

ou que o parasito estivesse presente em regiões diferentes dos órgãos 

utilizados. 

 O cisto foi a forma parasitária mais isolada, apresentando correlação 

positiva regular com a MAT-AF (r = 0,3357), o que em se tratando de 

toxoplasmose é esperado, principalmente pela infecção crônica. Em relação 

aos taquizoítos, correlação positiva regular (r = 0,3852) também foi observada 
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com a MAT-AF. A presença de cistos teciduais está mais relacionada com 

presença de altos títulos de anticorpos (Figura 10). A detecção do parasito, em 

qualquer uma de suas formas ocorreu a partir de títulos 256 na MAT-AF, ou 

seja, títulos elevados, com título máximo de 1024, mesmo dado observado com 

as provas biomoleculares. Os animais com títulos baixos podem apresentar 

infecção leve, com baixa carga parasitária, ou até mesmo infecção em seu 

estágio inicial. A toxoplasmose apresenta resposta intensa por longos períodos, 

porém como a partir do momento em que a resposta imune específica se 

estabelece, a formação de cistos inicia-se e, com isso, a sua multiplicação é 

mais lenta, porém constante (FERREIRA-DA-SILVA et al., 2009). Deste modo, 

não se verificou diferença significativa entre os resultados dos bioensaios e os 

estágios da infecção, pois todos os animais com bioensaio positivo se 

encontraram no estágio crônico da infecção. 

T. gondii tem a habilidade de atravessar ativamente barreiras 

biológicas como epitélios intestinais e placentários sob a forma taquizoítica pela 

transmigração paracelular. Pode ainda invadir células sanguíneas nucleadas 

circulantes, como macrófagos e células dendríticas, e nestas conseguem 

atravessar a barreira hematoencefálica, atingindo o cérebro e formando cistos 

teciduais (SUZUKI, 2002; CARRUTHERS e SUZUKI, 2007). 

 O cérebro e o músculo são os tecidos mais importantes no 

parasitismo por T. gondii. A localização predominante dos cistos no cérebro e 

músculos poderia refletir a longevidade dos neurônios e células musculares ou 

a eficiência da resposta imunológica nestes tecidos que asseguraria a 

persistência da infecção latente. Estas células proporcionariam um ambiente 

apropriado que permite o desenvolvimento do cisto tecidual (FERREIRA-DA-

SILVA et al., 2008). 

 Os bioensaios de cérebro e músculo não diferiram 

significativamente, apesar de 13 casos serem positivos somente para o cérebro 

e em três somente para músculo. No bioensaio de dois ovinos, identificou-se 

taquizoítos no líquido peritoneal e cistos cerebrais, com aproximadamente 100 

cistos cerebrais em cada situação. Em um bioensaio (TgOvBr3), de animal 

criado semi-intensivamente em Ourinhos, SP, o período de sobrevida foi de 24 

dias p.i. (100 cistos) e 14 dias p.i. (taquizoítos) com utilização de material 

cerebral, indicando que mesmo na fase aguda da doença, onde os taquizoítos 
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são as formas parasitárias importantes, os cistos já estavam em formação. A 

formação cística precoce pode ser induzida por fatores imunológicos. A 

presença das duas formas infectantes é indicativa de transição da fase aguda 

para a fase crônica, pois foram observados poucos e pequenos cistos no 

cérebro, e raríssimos taquizoítos no líquido peritoneal. No bioensaio do outro 

ovino (TgOvBr11), criado extensivamente em Santana do Livramento, RS, 

apresentou média de 12,5 dias p.i. (100, 60 e 100 cistos) e 11 dias p.i. 

(taquizoítos) pela inoculação com material cerebral; 16 dias p.i. (80 cistos) com 

músculo; e 24 dias p.i. (120 cistos) com pulmão. O tempo de conversão de 

estágio do agente de TgOvBr11 foi curto quando comparado ao obtido por 

Dubey (1997) que detectaram o parasita em vários tecidos de camundongos 

entre 15 e 49 dias p.i. Naturalmente, os oocistos de T. gondii são considerados 

mais virulentos que os taquizoítos e bradizoítos em hospedeiros não felídeos, 

porém o estado imunitário e a carga parasitária infectante devem ser sempre 

considerados (DUBEY e BEATTIE, 1988; DUBEY et al., 1998). 

 Somente dois dos 20 isolamentos obtidos (10,00%) foram obtidos de 

animais machos (B303 e B465), sendo que no primeiro caso não foram 

identificados taquizoítos e/ou cistos teciduais, somente a sorologia foi positiva 

ao final do experimento, enquanto no segundo foram identificados cistos 

teciduais no cérebro. 

 A sobrevida dos camundongos inoculados com cérebro e com 

músculo se relacionou com a elevação dos títulos na MAT-AF. Assim, tanto o 

cérebro como o músculo tinham parasitos que interferiram na sobrevida devido 

à presença de anticorpos. Desta forma, cuidados no manejo zoosanitário na 

criação e comercialização dos ovinos devem ser observados, principalmente 

em animais destinados ao abate e também aqueles comercializados 

clandestinamente em determinadas regiões do país, pois há o hábito de 

ingestão de cérebro e carne crua ou mal cozida de ovino, e a detecção de 

animais soronegativos não exclui a presença do agente no organismo animal. 

 Dubey (1997) verificou a invasão em pulmão, cérebro e outros 

tecidos 4 dias p.i., e a formação de cistos a partir do dia 6 p.i. Ferreira-da-Silva 

et al. (2009) observaram taquizoítos invadindo células de músculo esquelético 

4 horas p.i., iniciando a multiplicação 24 horas p.i., e diferenciação em 
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bradizoítos em até 6 dias p.i. sem a necessidade de fatores estressantes 

exógenos, que forçariam a conversão para a sobrevivência do parasito. 

 Dado interessante observou-se com TgOvBr11, cujo bioensaio 

revelou 75% dos camundongos com cistos teciduais, e 75% com taquizoítos. 

Assim, 50% dos camundongos apresentaram ambas as formas parasitárias, 

bradizoítos e taquizoítos, com 12 dias p.i. Estes achados reforçam a 

importância do parasito para a saúde pública, pois o agente foi detectado sob 

ambas as formas parasitárias após o desenvolvimento de sinais clínicos e 

morte dos animais. Assim sendo, a formação de cistos deve ser iniciada 

poucos dias antes, sugerindo-se 3 a 6 dias p.i., corroborando com os dados 

obtidos por Dubey e Frenkel (1976), Dubey (1997) e Ferreira-da-Silva et al. 

(2009). 

 Assim, a cronificação da infecção pode ocorrer até 12 dias p.i., 

dependendo da via de infecção, carga parasitária e cepa, além da resposta 

imunológica do hospedeiro (FRENKEL, 1999). Amostras de T. gondii do Brasil 

e de alguns países da América do Sul apresentam perfis de virulência 

diferentes dos obtidos nos demais países do mundo, resultando em diferentes 

manifestações clínicas nas várias espécies animais com a formação ou não de 

cistos teciduais. 

 O exame sorológico de camundongos do bioensaio é forte indicativo 

para a presença ou ausência de cistos cerebrais no isolamento em animais 

hígidos ao final do período de observação. Entretanto nem todos os animais 

soropositivos apresentaram formas parasitárias, mostrando correlação não 

significativa (P > 0,05). 

 As técnicas de biologia molecular têm sido utilizadas para detectar 

infecção toxoplásmica por serem sensíveis, altamente específicas e rápidas 

(YAI et al., 2003). A sensibilidade da PCR 529pb repetitiva 300 vezes e do 

bioensaio, independente do tecido utilizado, foi diretamente proporcional a 

carga parasitária tecidual, permitindo a detecção de até um parasito (Figuras 

17 e 18) e, com isso, permitiu detectar 2/5 animais positivos no estágio 

indeterminado, fato não possível no bioensaio, somente na PCR de cérebro. A 

positividade da PCR em 33,3% das amostras foi menor que a observada por 

Aspinall et al. (2002) (38,0%) em amostras de carne nos Estados Unidos, por 

Dubey et al. (2008a) (77,9%), e por Da Silva e Langoni (2001) (38,5%) em 
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amostras de cérebro e diafragma, porém maior que a obtida por Masala et al. 

(2003) (11,1%) e Masala et al. (2007) (14,4%) a partir de material de 

abortamentos. 

 Diferença significativa foi observada na PCR de músculo e cérebro, 

com 8,36 vezes mais chances de detecção de DNA no cérebro do que no 

músculo. Enquanto isso, PCR de pulmão foi positiva somente em duas 

amostras que foram negativas para o cérebro. Assim, tanto o bioensaio como a 

PCR de cérebro foram mais sensíveis, em relação ao músculo (coração e 

diafragma) e pulmão. O mesmo foi verificado por Freyre et al. (2001) em ratos, 

e Hughes et al. (2006) em ovinos, que detectaram T. gondii em todos os 

cérebros e maioria dos corações de cordeiros. Da Silva e Langoni (2001) 

detectaram maior positividade no diafragma, enquanto Masala et al. (2003) 

obtiveram em placenta (31,5%), seguido por músculo (15,3%) e cérebro 

(12,5%), e Masala et al. (2007) detectaram o DNA em 18,1% amostras de feto, 

comparado ao músculo (12,4%) e cérebro (12,0%). 

 Ao se analisar todas as PCRs de cada tecido, a PCR diretamente do 

material ovino se mostrou mais sensível em relação a PCR do material 

proveniente dos animais inoculados, ou seja, do bioensaio. Este fato é 

interessante, pois se as amostras obtidas para o bioensaio apresentarem baixa 

carga parasitária e não forem suficientes para sensibilizar os camundongos, e 

se estes produzirem resposta imune humoral, a resposta celular poderá inativar 

os poucos parasitos que ingressem no organismo, evitando com que a infecção 

crônica se instale. Entretanto, o DNA estará presente e, dependendo da 

sensibilidade da PCR utilizada (oligonucleotídeos e região direcionada), este 

poderá ser detectado. 

 A concordância entre a PCR dos tecidos ovinos (0,18), independente 

do tecido analisado, e o resultado sorológico foi maior que o bioensaio e a PCR 

do bioensaio, com sensibilidade de 31,8%. Este dado corrobora com diversos 

autores na preferência da PCR em relação ao bioensaio, porém falha em 

discriminar a viabilidade dos parasitos presentes nos tecidos (ASPINALL et al., 

2002; 2003). Deste modo, a associação entre os testes é fundamental também 

para se estudar a manutenção do parasito. 

 As PCRs positivas das amostras ovinas e dos bioensaios se 

concentraram entre os títulos sorológicos de 256 e 4096, com exceção para 
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pulmão (1024 e 4096) e músculo (1024 e 4096), mostrando que quanto maior o 

título, maiores as chances de resultado positivo. Tal fato pode ser melhor 

compreendido ao se analisar a correlação entre MAT-AF e PCR do bioensaio 

de cérebro (r = 0,3966), comparada à correlação entre PCR do bioensaio com 

material pulmonar (r = 0,2973), confirmando que o cérebro é o órgão de eleição 

para o estudo de T. gondii, pois à medida que os títulos sorológicos se elevam, 

aumentam as chances de se encontrar o agente neste tecido pela PCR. 

 Dos animais positivos à PCR, dois (TgOvBr20 e TgOvBr21) 

apresentaram co-infecção por S. tenella e T. gondii, identificada pelo 

sequenciamento do produto da nested-PCR do gene 18S rRNA (Tabela 47; 

Figuras 40 e 41). No Brasil não há registro de infecção natural em ovinos até o 

momento, somente de infecções experimentais (PACHECO et al., 1995; 

BOTELHO e PACHECO, 1996), ou infecções naturais causadas por outras 

espécies de Sarcocystis. O animal B252 (TgOvBr11) também apresentou 

banda diferente na nested-PCR do gene 18S rRNA, porém foi negativo à 

RFLP-PCR e no sequenciamento não se concluiu o diagnóstico do patógeno. 

 Quatro espécies são consideradas importantes para os ovinos, S. 

gigantea, S. arieticanis, S. medusiforms e S. tenella, sendo a última a mais 

patogênica para os ovinos, que podem se infectar pela ingestão de água ou 

alimentos contaminados por esporocistos. Geralmente os sinais clínicos são 

discretos incluindo anorexia, febre, diminuição de ganho de peso, anemia, 

sinais neurológicos e abortamentos (PESCADOR et al. 2007). Morte aguda 

pode ocorrer sem a presença de outros sinais clínicos (BUXTON, 1998). 

Acomete principalmente coração, diafragma e músculos esqueléticos 

(BUXTON, 1998; DARYANI et al., 2006). A prevalência é variável 

mundialmente. A sua alta prevalência está associada ao livre acesso de cães, 

hospedeiro definitivo, aos rebanhos nas fazendas (ADRIANA et al., 2008) ou 

artrópodes atuando como vetores mecânicos. A infecção por S. tenella não é 

uma zoonose. 

 A especificidade analítica e diagnóstica do gene 18S rRNA foi 

previamente confirmada por Jeffries et al. (1997) e Yang et al. (2001), que a 

consideraram método poderoso para a diferenciação espécie-específica de 

quatro espécies de Sarcocystis de ovinos (S. tenella, S. capracanis, S. 

arieticanis e S. gigantea), N. caninum e T. gondii. 
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 O sequenciamento do gene 18S rRNA não mostrou perfil de T. 

gondii, provavelmente pela baixa carga parasitária nas amostras analisadas. O 

novo protocolo de enzimas utilizado em duas RFLP-PCR permitiu um novo 

método de triagem para infecções em animais de produção e em rebanhos 

com problemas por N. caninum, T. gondii e Sarcocystis spp. O gene 18S rRNA 

apresenta aproximadamente 200 cópias repetitivas no genoma, inseridas em 

regiões próximas, porém diferentes entre alguns parasitos, como observado na 

nested-PCR (Figura 39). 

 Uma preocupação inicial foi a possibilidade de reação cruzada nas 

sorologias e PCR de 529pb repetitiva 300 vezes, mas Moon et al. (1987) 

descartaram a possibilidade de reação cruzada entre Sarcocystis spp. e T. 

gondii pela RIFI-IgG. Analisando-se a PCR descrita por Homan et al. (2000), 

confirmou-se também a ausência de reação cruzada entre T. gondii, 

Echinococcus granulosus, Giardia duodenalis, Plasmodium falciparum, 

Sarcocystis spp., Trichinella spiralis, Trichomonas vaginalis e N. caninum. 

 Atualmente, muitos trabalhos estão sendo realizados com 11 a 12 

marcadores, porém, ainda há estudos com protocolos diferentes de 

genotipagem. Deste modo, a padronização de um único protocolo de 

genotipagem seria fundamental para a padronização dos métodos de análises 

de genótipos de T. gondii em todo o mundo. Desta forma, haveria dificuldade 

nas comparações entre estudos mais atuais e estudos anteriores que 

utilizavam somente o marcador SAG2 ou até mesmo quatro a cinco 

marcadores necessitando-se avaliar o perfil genotípico destes para se 

determinar o comportamento do genoma do parasito isolado. 

 Foram obtidos 13/22 (59,1%) genótipos completos de T. gondii pela 

genotipagem, apresentando 10 genótipos diferentes com seis genótipos novos, 

caracterizando alta variabilidade genotípica (Figuras 36 e 37), comparada às de 

referência e aos genótipos já isolados no Brasil. Em contraste, Ajzenberg et al. 

(2004) mencionaram que a variabilidade genotípica é baixa, com chances 

menores de 1% de se encontrar um genótipo novo (AJIOKA et al., 2001). Estes 

dados são subestimados devido aos dados compreenderem somente isolados 

da Europa e América do Norte. Por outro lado, outros grupos observaram alta 

diversidade genética do parasita na América do Sul, comparando-se aos 

genótipos I, II e III inicialmente isolados de amostras na Europa e América do 
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Norte (SU et al., 2006; CAVALCANTE et al., 2007; DUBEY et al., 2007b; PENA 

et al., 2008). 

 A alta diversidade nas populações da América do Sul, mas muito 

menores em outras regiões do mundo, além de sua disseminação para os 

países da Europa e Ásia deve-se principalmente à migração, e comercialização 

atual (DUBEY et al., 2007a). Regiões geográficas e diferentes hospedeiros 

contribuem para variações genotípicas (GRIGG et al., 2001; LEHMANN et al., 

2006; DUBEY e SU, 2009). Deste modo, novos estudos são necessários, pois 

a cada novo estudo que se realiza, novos perfis genotípicos são encontrados. 

 Nos países asiáticos têm-se uma diversidade genética limitada em 

contraste com a América do Sul (DUBEY et al., 2005a; CAVALCANTE et al., 

2007; DUBEY et al., 2007b,c), pois em análise baseada em 11 marcadores 

genéticos, identificou-se apenas dois genótipos em oito amostras provenientes 

de 21 cães soropositivos no Vietnã (DUBEY et al., 2007a), sendo os mesmos 

genótipos encontrados na China (DUBEY et al., 2007c), e ambos tinham sua 

origem na Colômbia, América do Sul (DUBEY et al., 2007b). Alguns grupos de 

pesquisadores apresentam duas teorias de evolução para a enfermidade. Uma 

seria que a toxoplasmose se originou no hemisfério norte, e migrou para o 

hemisfério sul com a caça, e a outra que o Brasil é o país de origem do 

parasito, principalmente pela sua alta diversidade genética, pois em cada novo 

estudo, independentemente da espécie animal, são identificados novos 

genótipos atípicos, enfatizando-se a diferença nos perfis de infecção 

intercontinentais (KHAN et al., 2005; LEHMANN et al., 2006). 

 Neste estudo, duas amostras avirulentas apresentaram alelos tipo II 

em todos os marcadores, indicando a existência da linhagem clonal tipo II no 

Brasil. Ambos isolamentos de T. gondii foram de ovelhas, 2 anos de idade, raça 

Ideal (Polwarth), criação extensiva em duas diferentes cidades da região Sul 

brasileira, Santana do Livramento (TgOvBr5) e Uruguaiana (TgOvBr2), RS. 

Ambas amostras de T. gondii foram isoladas de tecidos cerebral e muscular, 

apresentando uma média de 480 cistos/cérebro de camundongo ao bioensaio. 

 Tal fato se torna importante registro científico, pois, até o momento, 

não havia na América do Sul registro de isolamento de amostra com alelos tipo 

II (FERREIRA et al., 2008), comum na Europa, Ásia e América do Norte, de 

ovinos e em 12 loci (DUBEY et al., 2006a;b;c; 2007a;b;c;d;e; 2008a,b; SIBLEY 
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e AJIOKA, 2008; PENA et al., 2008; VERMURUGAN et al., 2008; AL-QASSAB 

e tal., 2009; RICHOMME et al., 2009). 

 Como observado na Figura 38, os municípios de Santana do 

Livramento e Uruguaiana, RS, são duas regiões que fazem fronteira com 

Uruguai e Argentina. Além disso, as raças que apresentam o genótipo tipo II

tiveram sua origem histórica na Austrália e Nova Zelândia, regiões onde a 

ocorrência de tipo II é alta (AL-QASSAB et al., 2009). Algumas hipóteses são 

levantadas, baseadas nos dados apresentados como: 1) importação de 

animais pelo Brasil e/ou outros países da América do Sul de ovinos 

provenientes de países da Europa, Ásia e/ou Europa, infectados com tipo II; 2) 

importação de produtos cárneos, oferecimento de carne crua ou mal cozida a 

felídeos, e contaminação ambiental pelas fezes de felídeos com o tipo II na 

região estudada e/ou países limítrofes, onde os ovinos teriam acesso, com 

consequente importação dos ovinos infectados; 3) importação de 

hortifrutigranjeiros, rações e volumosos contaminados com oocistos de T. 

gondii.

 Nos humanos, T. gondii está associado não somente a ocorrência 

de doença ocular, congênita ou em pacientes imunossuprimidos, assim como 

em distúrbios neurológicos como esquizofrenia e epilepsia, além de alterações 

comportamentais (SUZUKI, 2002; CARRUTHERS e SUZUKI, 2007). Como o 

genótipo II está bastante envolvido com a infecção humana, muito se tem a 

descobrir sobre a interface infecção:doença, assim como a interação 

parasito:hospedeiro, envolvendo os humanos, principalmente pelos hábitos 

alimentares como a ingestão de carne crua ou mal cozida de animais 

infectados (TENTER, 2009). 

 A encefalite toxoplásmica é a doença infecciosa oportunista mais 

comum do sistema nervoso central em pacientes com Aids. Pelo menos 30% 

dos pacientes com Aids que têm anticorpos prévios contra T. gondii

desenvolvem encefalite. Sabe-se que o tipo II de T. gondii está mais associado 

a pacientes com Aids no mundo, porém até o presente momento não havia 

sido detectado na América do Sul. Vários trabalhos realizados no Brasil e em 

outros países da América do Sul detectaram os genótipos tipo I, III e outros 

atípicos, muitos deles virulentos (DUBEY et al., 2008b; FERREIRA et al., 

2008). 
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 Prestrud et al. (2008) detectaram o tipo II em 83,6% amostras de 

raposas do ártico, enquanto Al-Qassab et al. (2009) detectaram o mesmo tipo 

em um cão na Austrália, Richomme et al. (2009) em 21 isolamentos de javalis 

na França e Montoya et al. (2008) em 74% de gatos na Espanha. 

 Mesmo sabendo que no mundo o tipo II é fortemente relacionado 

com Aids, novas pesquisas são necessárias principalmente no Brasil (KHAN et 

al., 2005; FERREIRA et al., 2008). Estes dados trazem nova perspectiva da 

evolução do parasito, visto que suas alterações evolutivas podem alterar o seu 

fenótipo, incluindo a adaptação a novos hospedeiros e manifestações clínicas. 

 Dubey et al. (2006c) isolaram T. gondii de um gato na Colômbia, 

apresentando tipo II, porém em somente cinco loci, assim como Dubey et al. 

(2006a) em 17 isolados de frangos comerciais no Chile, e Khan et al. (2005) 

em pacientes com Aids. Porém Khan et al. (2005) e Ferreira et al. (2008) 

identificaram maior ocorrência de infecção pelo T gondii tipo I em pacientes 

com Aids. Ferreira et al. (2008), no Estado de São Paulo, observaram 40/87 

(46,0%) pacientes infectados pelo tipo I e 4/87 (4,6%) pelo tipo III. 6/87 (6,9%) 

pacientes apresentaram alelo tipo II, porém não foram confirmados pelo 

sequenciamento do produto da nested-PCR do marcador SAG3. Como a 

análise foi realizada em somente cinco marcadores, os próprios autores 

concluem pela não ocorrência do tipo II. Já Dubey et al. (2008b) registraram um 

isolamento tipo II a partir de frangos no estado do Rio Grande do Norte, porém 

em 10 loci e alelo tipo III no locus Btub. 

 As amostras TgOvBr2 e TgOvBr5 foram semelhantes à cepa 

referência PTG, com variação de somente em um marcador, Apico, 

amplamente variável entre os apicomplexas, que apresentou alelo tipo I. Como 

característico entre os isolados tipo II (PENA et al., 2008; DUBEY e SU et al., 

2009; KHAN et al. 2009) as amostras foram avirulentas, porém contrário ao 

observado por Pena et al. (2008) quanto a virulência no locus CS3, 

apresentando alelo tipo II (Tabela 48). 

 Fato semelhante pode ser observado nas amostras TgOvBr7 e 

TgOvBr8, em relação à amostra de referência GT1, consideradas virulentas 

para camundongos. Ao se comparar aos 44 genótipos obtidos no Brasil, 

confirmam-se os dois primeiros isolamentos tipo II no Brasil, em dois 

municípios sulistas. Observa-se também que as amostras TgOvBr7 e TgOvBr8 
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apresentam relação filogenética próxima às amostras de galinhas (TgCkBr156, 

do Rio Grande do Sul), gatos (TgCatBr83, de São Paulo) e cães (TgDgBr2, de 

São Paulo) identificados anteriormente (PENA et al., 2008), com diferenças em 

alguns marcadores (Tabela 48). TgOvBr7 e 8 foram avirulentas e apresentam 

alelo tipo II no locus CS3. 

 TgOvBr12 foi avirulento e apresentou perfil idêntico à referência 

TgCatBr64. Mesmo com perfis genotípicos idênticos, diferença foi observada 

no locus CS3. TgOvBr12 apresentou alelo tipo III considerado avirulento, 

enquanto na cepa referência foi identificado o alelo tipo I, virulento. 

 Baseados na virulência, Pena et al. (2008) agruparam os 

isolamentos brasileiros, e genotipados, em quatro grupos. Tipo BrI (virulentas), 

Tipo BrII (virulência intermediária), Tipo BrIII (avirulentas) e Tipo BrIV 

(virulência intermediária). 

 TgOvBr3 foi virulento e não apresentou perfil genotípico idêntico a 

nenhuma das referências ou isolamento no Brasil, porém semelhança com 

TgCatBr1, isolada de gato no Paraná, com diferença apenas no locus PK1, 

apresentando alelo tipo III. TgCatBr1 foi classificada por Pena et al. (2008) 

como Tipo BrII, considerada como fenótipo de virulência intermediária pois a 

virulência varia de 0 a 100%. Enquanto isso, TgOvBr11 não se apresentou 

semelhante a nenhum dos isolados brasileiros ou amostras de referência 

porém foi virulento, apresentando o segundo período de sobrevida dos 

camundongos mais curto com 12,5 dias p.i. TgOvBr4 foi o mais curto com 11,8 

dias p.i., idênticos a TgCatBr5, TgCatBr11 e TgCatBr16, isolados de gatos do 

Paraná, e TgCatBr84, de São Paulo. 

 TgOvBr4 possui o mesmo perfil genotípico de TgCatBr5, descrito por 

Pena et al. (2008), semelhante ao tipo III, de virulência variável. TgOvBr1 e 

TgOvBr6 apresentaram genótipo idêntico a referência MAS e outros isolados 

de frangos do Rio Grande do Sul, e foram classificados como Tipo BrIV. Ambos 

isolados apresentaram produção de cistos cerebrais no bioensaio. Enquanto 

TgOvBr1 foi virulenta, matando os animais com 21,7 dias p.i., TgOvBr6 foi 

avirulenta. Estes resultados corroboram com os obtidos por Pena et al. (2008) 

que observaram que a virulência em isolados do Tipo BrIV é variável, com 

fenótipo intermediário. Dado interessante é observado em relação ao genótipo 

do isolado TgOvBr9. Este isolado apresentou genótipo semelhante aos do Tipo 
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BrIV em 91,7% loci, diferente apenas no marcador PK1 com o alelo tipo II. A 

virulência apresentada por TgOvBr1 e TgOvBr9 foi semelhante com período de 

sobrevida de 21,7 e 25 dias p.i., respectivamente. A presença de alelo tipo II 

neste marcador, pode ter garantido ao TgOvBr9 uma sobrevida maior, porém 

este dado merece maiores estudos para poder se obter uma conclusão mais 

acurada.

 TgOvBr10 foi avirulento e semelhante a dois isolados genotipados 

por Pena et al. (2008), TgCatBr57 e TgCatBr38, próximos aos Tipos BrII e BrIV, 

respectivamente. Ambos os isolamentos diferiram dos isolados de gatos em 

apenas um locus cada, alt-SAG2 e SAG1, respectivamente. 

 TgOvBr13 foi o único genótipo obtido que não produziu cistos, mas 

foi detectado taquizoíto no líquido peritoneal dos camundongos, que 

apresentaram período de sobrevida de 22,5 dias p.i. Devido a baixa carga 

parasitária foi necessária a realização do protocolo B de genotipagem para a 

genotipagem completa da amostra a partir do cérebro e líquido peritoneal dos 

camundongos. 

 O locus CS3 foi introduzido no estudo de Pena et al. (2008) para 

verificar o genótipo e a virulência dos isolados em camundongos. Segundo os 

autores, camundongos infectados com T. gondii cujos isolados apresentem 

alelos I ou II no locus CS3 são virulentos para camundongos, o que revelou no 

referido estudo 84 e 82% de mortalidade dos camundongos, respectivamente. 

Por outro lado, no presente estudo 100 e 37,5% dos isolamentos com alelo I ou 

II foram virulentos, sendo que quatro isolamentos que apresentaram alelo I ou 

II foram virulentos (TgOvBr1, TgOvBr3, TgOvBr4 e TgOvBr9), enquanto cinco 

foram avirulentos (TgOvBr2, TgOvBr5, TgOvBr6, TgOvBr7 e TgOvBr8). 

Enquanto isso, dois isolamentos com alelo III foram virulentos (TgOvBr11 e 

TgOvBr13). Yai et al. (2009) obtiveram 91,1 e 85,5% isolamentos com alelos I 

ou II, respectivamente. 

 Do mesmo modo, o marcador ROP18 não demonstrou ser um bom 

indicador de virulência, pois nenhuma das amostras virulentas apresentou alelo 

tipo I (KHAN et al., 2009). 

 Novos estudos devem ser realizados quanto a carga parasitária, pois 

a análise da virulência está intimamente associada a carga parasitária e forma 

infectante do parasito no processo de isolamento. Como neste estudo poucos 
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isolamentos foram obtidos, e no caso do alelo I, somente um isolamento 

apresentou este alelo no locus estudado, novos estudos devem ser realizados 

com mais isolamentos com o mesmo genótipo (PENA et al., 2008). 

 Os genótipos recombinantes ou genótipos com alelos atípicos 

representam somente 5 a 10% na maioria dos isolamentos (HOWE e SIBLEY, 

1995), e são mais frequentes nas amostras provenientes de espécies 

hospedeiras exóticas, de áreas remotas geograficamente ou de pacientes com 

apresentação clínica diferenciada. Além disso, as cepas recombinantes e 

atípicas são resultados de pressões seletivas sobre a cepa ancestral (tipo III) 

mais antiga, com forte influência sobre a virulência (KHAN et al., 2009). As 

recombinações podem ocorrer mesmo sem a presença de hospedeiros 

definitivos quando o hospedeiro intermediário (humanos) ingere formas 

parasitárias de outro hospedeiro intermediário (carne ovina ou suína) 

(FERREIRA et al., 2008). A tipificação genética baseada em um ou dois loci é 

limitada para a detecção de cepas recombinantes e atípicas, caracterizadas por 

alelos incomuns em outros loci. Assim sendo, estudos baseados na 

genotipagem somente do locus SAG2 devem ser reconsiderados (DARDÉ, 

2004; SU et al., 2006). 

 É possível que a frequência de mais de um tipo do parasito se deva 

à origem dos produtos cárneos, já que todas as amostras derivaram da carne 

de diferentes espécies animais (ASPINALL et al., 2002; 2003). Aspinall et al. 

(2002), averiguando a contaminação por T. gondii em produtos cárneos pela 

RFLP-PCR e sequenciamento de DNA em 57 amostras de carne suína, nove 

ovina e quatro bovina provenientes do Reino Unido, encontraram 21 

contaminadas com o genótipo I (16 de carne suína, quatro ovina e uma bovina) 

e seis contendo concomitantemente os genótipos I e II (três de carne suína, 

duas ovina e uma bovina), enquanto Ajzenberg et al. (2002) e Pena et al. 

(2008) relataram um único caso de infecção mista em ovinos. Já Aspinall et al. 

(2003) encontraram, pela primeira vez em humanos, 31,2% de infecção mista 

(SAG2 tipo I + tipo II) em amostras de pacientes com infecções congênitas, 

Aids e imunossuprimidos pela RFLP-PCR e sequenciamento. Reinfecções com 

diferentes tipos de parasitos, ou infecções concomitantemente com mais de um 

tipo do parasito, a partir da ingestão de oocistos presentes no ambiente ou pela 

ingestão de cistos teciduais podem ser as causas.  
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 Na África, Europa e Oceania o mesmo ocorre, com alta frequência 

(PRESTRUD et al., 2008; VELMURUGAN et al., 2008; AL-QASSAB et al., 

2009; RICHOMME et al., 2009), porém o tipo II ainda é o mais comum, 

principalmente nos países europeus (MONTOYA et al., 2008). 

 A propagação do parasita parece ocorrer primariamente pela 

reprodução clonal, com recombinação sexual entre as diferentes cepas do 

parasita somente nas populações naturais por replicação assexuada ou 

cruzamentos uniparentais (MONDRAGON et al., 1998; SWITAJ et al., 2005). A 

clonalidade é evidenciada pelos isolamentos de cepas com genótipos idênticos 

de diferentes hospedeiros de áreas geográficas distintas. Com relação ao 

fenótipo de virulência para o camundongo e estudos de evolução da virulência 

das cepas, Khan et al. (2009) pesquisaram os alelos na proteína ROP18 

serina/treonina kinase, apresentando três tipos de alelos, e classificaram as 

diferentes cepas de acordo com o alelo: altamente virulentas (alelo I), quando o 

parasita é suficiente para matar o camundongo; e de virulência intermediária 

(alelo II), quando o parasita não é suficiente para matar o camundongo, mas a 

medicação do animal, com altas doses de sulfonamidas, é necessária para 

prevenir a morte, e avirulentas (alelo III, mais antiga, com cerca de 10 milhões 

de anos). 

 Grigg et al. (2001) avaliaram a geração F1 de um cruzamento entre 

tipo II e III, avirulentas em camundongos, para verificar se tal mistura poderia 

originar uma cepa altamente virulenta, como observado em alguns isolamentos 

no mundo, e verificaram que as cepas recombinantes foram mais virulentas 3 

logs mais que seus ancestrais. Assim, verifica-se que a recombinação sexual, 

combinação de polimorfismos em duas linhagens clonais competitivas e 

diferentes, é um mecanismo de evolução natural da virulência deste patógeno. 

Estas recombinações, na natureza, ocorrem entre e intra amostras domésticas 

e silvestres (AJZENBERG et al., 2004). 

 Assim, estudos evolutivos podem mostrar registros de adaptações 

do parasito à novos hospedeiros com aumento ou diminuição da virulência 

(GRIGG et al., 2001; SU et al., 2006; VELMURUGAN et al., 2008; PENA et al., 

2008; ZHOU et al., 2009). Isto pode ser comprovado pelos registros de Grigg et 

al. (2001) que sugerem que os genótipos predominantes nos dias de hoje 

existem como resultado de um surto pandêmico de misturas genéticas de duas 
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linhagens ancestrais discretas. Os limites até onde a reprodução sexual e a 

expansão clonal do parasito alteram o perfil do T. gondii atual é questão central 

para se entender a estrutura genética populacional global do parasito (GRIGG 

et al., 2009). Com esses dados, poder-se-á entender a ocorrência de novos 

surtos e ainda predizer a evolução do parasito. 
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1. MAT-AF e RIFI-IgG apresentaram concordância quase perfeita (κ = 

0,9468), podendo ambas serem utilizadas como triagem para inquéritos 

sorológicos nesta espécie; 

2. Entre os tecidos analisados, o cérebro mostrou-se como tecido de eleição 

para o estudo da toxoplasmose em ovinos naturalmente infectados; 

3. A PCR 529bp repetitiva 300 vezes apresentou boa sensibilidade e 

excelente especificidade, porém diretamente relacionada a carga 

parasitária da amostra; 

4. A genotipagem revelou alta diversidade genotípica dos isolados; 

5. Os marcadores CS3 e ROP18 não foram bons indicadores de virulência; 

6. PCR e RFLP-PCR do gene 18S rRNA mostrou ser excelente alternativa 

para a diferenciação entre T. gondii e outros parasitos; 

7. Primeiro isolamento do genótipo tipo II clonal de T. gondii na América do 

Sul, caracterizando-se por ser avirulento, bem como a co-infecção de T. 

gondii com S. tenella, este último também identificado pela primeira vez em 

animais naturalmente infectados no Brasil. 
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