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ISOLAMENTO E CARACTERIZAÇÃO GENÉTICA DE Toxoplasma gondii EM 

CÃES DOS MUNICÍPIOS DE ILHÉUS E ITABUNA, BAHIA, BRASIL 

 

RESUMO 

Os cães apresentam importância epidemiológica por atuarem como sentinelas 

da infecção toxoplásmica humana, sendo bons indicadores de contaminação 

ambiental. Nestes animais resultados sorológicos para Toxoplasma gondii foram 

amplamentes relatados no Brasil, com percentuais variando de 4,9 % a 91 %.  

Objetivou-se com este estudo isolar e caracterizar geneticamente cepas de T. gondii 

oriundas de tecidos de cães naturalmente infectados dos municípios de Ilhéus e 

Itabuna, Bahia, Brasil. Para isto, foram coletados sangue de 21 cães provenientes 

dos Centros de Controle de Zoonoses dos respectivos municípios, seus soros foram 

testados para presença de anticorpos para T. gondii pela Hemaglutinação Indireta.  

Cérebros e corações dos cães soropositivos foram digeridos e inoculados em 

camundongos para isolamento e caracterização do parasita pela técnica de PCR-

RFLP utilizando 10 marcadores genéticos (SAG1, SAG2 novo, SAG3, BTUB, C22-8, 

C29-2, GRA6, PK1, APICO e L358). O resultado sorológico apontou sete (33,3%) 

cães soropositivos. Entretanto, no bioensaio, T. gondii foi isolado em apenas 04 

(57,1%) dos 07 cães soropositivos, sendo designados de TgDgBr 6, 13, 17 e 21. 

Todas as cepas foram virulentas, provocando alterações clínicas (pêlos arrepiados, 

letargia, abdômen distendido) e morte dos camundongos com intervalos de 08 a 20 

dias após inoculação. A caracterização genética destes 04 isolados revelou 04 

genótipos únicos, todos com diferentes combinações das linhagens clonais (tipos I, II 

e III) e 02 genótipos apresentando alelos atípicos. A RFLP com uso de vários 

marcadores demonstrou ser capaz de detectar a diversidade genética das cepas 

circulantes no Brasil. 

Palavras-chave: Genótipos. Marcadores genéticos. PCR-RFLP. Toxoplasmose 

canina. 
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ISOLATION AND GENETIC CHARACTERIZATION OF Toxoplasma gondii FROM 

DOGS OF THE CITIES OF ILHÉUS AND ITABUNA, BAHIA, BRAZIL 

 

ABSTRACT 

 Dogs have epidemiological importance because they act as sentinels of human 

Toxoplasma gondii infection, being good indicators of environmental contamination. 

In these animals serological results for T. gondii were widely reported in Brazil, with 

percentages ranging from 4,9 to 91%. The objective of this study was to isolate and 

characterize genetically the T. gondii strains originating from dogs naturally infected 

tissue of the cities of Ilhéus and Itabuna, Bahia, Brazil. For this 21 dogs of blood was 

collected from the Zoonosis Control Centers of the respective cities, their sera were 

examined for antibodies to T. gondii by indirected hemagglutination test. Brainds and 

hearts of seropositive dogs were bioassayed in mice for the isolation and 

characterization of the parasite by PCR-RFLP using 10 genetic markers (SAG1, 

newSAG2, SAG3, BTUB, c22-8, c29-2, GRA6, PK1, APICO and L358). The serology 

scored seven (33,3%) seropositive dogs. However, in the bioassay, T. gondii was 

isolated in only 04 (57, 1%) of 07 seropositive dogs, being designated TgDgBr 6, 13, 

17 and 21. All strains were virulent, causing clinical changes (rough hair coat, 

lethargy, distended abdomen) and death of mice with intervals 08-20 days after 

inoculation. Genotyping of these four T. gondii isolates revealed four unique 

genotypes, all with different combinations of clonal lineags (types I, II and III) and two 

genotypes having atypical allele. Using RFLP several markers showed be able to 

detect the genetic diversity of strains circulating in Brazil. 

 

Keywords:  Genotypes. Genetic markers. PCR-RFLP. Toxoplasmosis canine. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

A toxoplasmose é uma zoonose causada pelo protozoário Toxoplasma gondii, 

capaz de infectar animais homeotérmicos, incluindo cães e o homem. 

Esta doença possui ampla distribuição mundial com importante implicação na 

saúde pública, causando graves sequelas em crianças congenitamente acometidas 

e doença grave em pacientes imunossuprimidos podendo levar ao óbito (DUBEY, 

2004; DUBEY et al., 2012a). Apesar de ser assintomática na maioria dos casos, 

acomete milhares de pessoas todos os anos, e muitas destas podem apresentar 

sintomatologia, como problemas oculares que perduram por toda a vida (DUBEY et 

al., 2012a; 2012b). 

Os cães apresentam importância epidemiológica por atuarem como sentinelas 

da infecção toxoplásmica humana, sendo bons indicadores de contaminação 

ambiental (DA SILVA et al., 2010a; DUBEY et al., 2012a), principalmente em áreas 

urbanas, onde os cães comem restos alimentares, incluindo lixo, ou recebem carne 

crua contendo cistos do parasita (SALB et al., 2008;  EL BEHAIRY et al., 2013). 

A toxoplasmose canina apenas possui importância quando associada a 

doenças imunossupressoras, como cinomose, sendo, geralmente, assintomática em 

cães imunocompetentes (FIALHO et al., 2009). 

O Brasil possui alta prevalência de infecção pelo T. gondii em animais e 

humanos, onde a soroprevalência dessa infecção varia de 50 a 80% na população 

adulta (BAHIA-OLIVEIRA et al., 2003). Na Bahia, resultados sorológicos para o 

parasita em cães, principalmente provenientes do Centro de Controle de Zoonoses 

(CCZ), apresentam percentuais altos que varia de 36,5% a 63,5% (BARBOSA et al., 

2003; CARLOS et al., 2010).  

Recentemente a variabilidade genética dos isolados de T. gondii, de 

hospedeiros saudáveis ou doentes tem sido estudada mundialmente. Como também 

a associação dessa variedade com a virulência do parasita para a gravidade da 

doença em seres humanos ou animais (DUBEY et al., 2012a).  

Através da Reação da Cadeia de Polimerase com Polimorfismo de 

Comprimento dos Fragmentos de Restrição (PCR-RFLP), conseguiu-se demonstrar 

diferentes tipos de genótipos do parasita no Brasil e no mundo (PENA et al., 2008; 

DUBEY; SU, 2009; RAGOZO et al., 2010; DUBEY et al., 2012b). 
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No Brasil novos genótipos de Toxoplasma gondii são continuamente 

identificados a partir de diferentes espécies animais, incluindo cães, o que sugere 

diversidade extremamente elevada do parasita na população (RAGOZO et al., 

2010). Essa diversidade genética revela presença de uma estrutura populacional 

atípica ou recombinante do protozoário, onde isolados de T. gondii no Brasil são 

biologicamente e geneticamente diferentes dos isolados na América do Norte, 

Europa e África, que possuem uma linhagem clonal típica (tipos I, II e III) definida 

(HOWE; SIBLEY, 1995; LEHMANN et al., 2006; VELMURUGAN et al., 2008). 

Além disso, a gravidade das infecções toxoplásmicas no Brasil é maior do que 

em países com estrutura clonal típica, e isto pode estar associado a cepas atípicas 

proveniente da freqüente recombinação sexual do T. gondii neste país 

(AJZENBERG et al., 2004; DA SILVA et al., 2010b). Desta forma, acredita-se que 

genótipos recombinantes possuem forte influência sobre a virulência do parasita, 

estando ligados a casos graves de toxoplasmose em humanos imunocompetentes 

(DUBEY et al., 2012a). 

A alta contaminação ambiental com oocistos eliminados por felinos de 

diversas espécies no Brasil, possivelmente resultou em um alto índice de 

recombinação sexual do parasita nestes mesmos animais, possibilitando freqüente 

troca genética entre diferentes cepas, o que favoreceu o surgimento de novas cepas 

recombinantes e atípicas, e consequentemente, caracterizou a população do T. 

gondii no país como geneticamente diversificada (DARDÉ, 2008; PENA et al., 2008). 

Portanto, a caracterização genética das cepas de T. gondii isoladas de 

diferentes espécies animais tem grande importância, pois permite avaliar a 

variabilidade genética, evolução e estrutura populacional do parasita em diferentes 

regiões geográficas, como também verificar se os fatores genéticos influenciam na 

virulência das cepas, ou seja, se os genótipos do parasita estão associados com o 

fenótipo da doença humana e animal.  
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2 OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivo geral 

Objetivou-se com esta pesquisa isolar e caracterizar geneticamente as cepas de T. 

gondii oriundas de tecidos de cães naturalmente infectados dos municípios de Ilhéus 

e Itabuna, Bahia, Brasil.  

 

2.2 Objetivos específicos 

▪ Isolar T. gondii de tecidos de cães criados nos municípios de Ilhéus e Itabuna, 

Bahia; 

 

▪ Caracterizar geneticamente as cepas de T. gondii isoladas; 

 

▪ Caracterizar a patogenicidade das cepas isoladas em camundongos albinos. 
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3 REVISÃO DE LITERATURA 

 

3.1 Toxoplasma gondii 

   

Toxoplasma gondii é um parasita pertencente ao reino Protista, filo 

Apicomplexa, classe Coccidiia, ordem Eucoccidiorida, família Sarcocystidae e 

subfamília Toxoplasmatinae (FIALHO et al., 2009; MONTEIRO, 2010). Causador de 

uma protozoonose endêmica mundialmente, conhecida como toxoplasmose. Este 

parasita é capaz de infectar todos os animais homeotérmicos, incluindo humanos, 

aves e mamíferos marinhos, além de poder contaminar espécies de vida marinha, 

como moluscos bivalves (DUBEY; BEATTIE, 1988; DUBEY et al., 2003a; RIBEIRO, 

2013). E apesar de sua ampla distribuição mundial e diversidade de hospedeiros, 

existe apenas uma espécie do parasita (DUBEY, 2008).  

 O parasita foi descoberto concomitantemente em 1908, por Charles Nicolle e 

Louis Manceaux no roedor Ctenodactylus gundii, na Tunísia, África, e por Alfonso 

Splendore em coelho (Oryctolagus cuniculus), em São Paulo, no Brasil (DUBEY et 

al., 2012a; FIALHO et al., 2009). Estes cientistas trabalhavam com Leishmania, e 

por isso, inicialmente o parasita foi identificado erroneamente como Leishmania 

pelos pesquisadores dos dois países (DUBEY, 2009). Porém, Nicolle logo percebeu 

que tinha descoberto um novo organismo e o nomeou Toxoplasma gondii baseado 

na sua morfologia (toxo = arco, plasma = forma) e no hospedeiro encontrado, 

Ctenodactylus gundii (roedor), que na época foi descrito incorretamente como 

Ctenodactylus gondii (DUBEY, 2008). 

 Com relação ao ciclo de vida, T. gondii é heteroxeno facultativo, ou seja, seu 

ciclo pode ser completo no hospedeiro definitivo, compreendendo a fase sexual e 

assexuada, com formação de oocistos e cistos teciduais, respectivamente, ou ainda, 

pode haver hospedeiros intermediários, onde ocorre somente a fase assexuada do 

parasita (MONTEIRO, 2010). Logo, o ciclo do T. gondii independe da presença 

conjunta de hospedeiros definitivos e intermediários para manutenção do seu ciclo, 

podendo manter-se apenas pela ingestão de cistos teciduais, entre os hospedeiros 

intermediários, sem presença do hospedeiro definitivo (TENTER, 2009).  



5 
 

No seu ciclo, felinos, domésticos e selvagens, servem como hospedeiros 

definitivos, pois somente neles o parasita é capaz de realizar a gametogonia, ou 

seja, sua fase sexuada, e consequentemente excretar oocistos no ambiente, através 

das fezes destes animais (DUBEY; JONES, 2008), e os demais animais 

homeotérmicos servem como hospedeiros intermediários (Figura 1) (DUBEY, 2004). 

  

 

 

Fonte: www.universovisual.com.br 

Figura 01. Ciclo de vida do Toxoplasma gondii. 
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Este parasita possui três estágios infectantes, tanto para hospedeiros 

definitivos como hospedeiros intermediários, são os taquizoítos (individualmente ou 

em grupos), bradizoítos (em cistos teciduais) e esporozoítos (em oocistos 

esporulados) (Figura 2) (DUBEY, 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
                 Fonte: www.telmeds.org; www.fpslivroaberto.blogspot.com.br 

 

Figura 02. 1) Taquizoítos; 2) Bradizoítos (em cisto tecidual); 3) 
oocisto não esporulado (A), oocisto esporulado com dois 
esporocistos e com quatro esporozoítos indicados pelas setas 
(B). 

 

3.2 Ciclo de vida de Toxoplasma gondii 

 

 Durante seu ciclo de vida o parasita pode seguir dois destinos diferentes, a 

depender do hospedeiro infectado, caso seja um hospedeiro intermediário irá seguir 

o ciclo extra-intestinal com apenas formação de cistos teciduais, e se hospedeiro 

definitivo poderá seguir tanto o ciclo extra-intestinal, como o ciclo intestinal formando 

oocistos. 

 

1 

3 

2 
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3.2.1 Ciclo Extra-Intestinal 

 

Após ingestão de cistos teciduais ou oocistos esporulados por qualquer 

hospedeiro (definitivo e intermediário), as formas infectantes (bradizoítos e/ou 

esporozoítos) são liberadas no intestino delgado, após rompimento da parede do 

cisto tecidual ou oocisto por enzimas proteolíticas do estômago e intestino, e 

invadem os enterócitos do hospedeiro dando origem aos taquizoítos (DUBEY, 2009). 

Estes se disseminam pela corrente sanguínea ou linfática e invadem diferentes 

células do hospedeiro, onde ficam envoltas pelo vacúolo parasitóforo, e então se 

multiplicam assexuadamente por endodiogenia repetidamente até rompê-las e 

penetrar em novas células, caracterizando a fase aguda da doença (JONES; 

DUBEY, 2010; MONTEIRO, 2010; SIBLEY et al., 2009). Após sucessivas 

multiplicações, os taquizoítos diminuem seu metabolismo e passam a ser chamados 

bradizoítos, formando parede cística, e originando os cistos teciduais, que se 

desenvolvem em órgãos viscerais e nos tecidos musculares e neurais, como 

cérebro, olho e músculo cardíaco, onde são mais prevalentes, e podem perdurar 

intactos nestas células durante toda a vida do hospedeiro (MONTEIRO, 2010; 

DUBEY, 2004; DUBEY; BEATTIE, 1988). Os taquizoítos são capazes de infectar e 

replicar em qualquer célula nucleada (DUBEY; FRENKEL, 1972; DUBEY, 2004). 

  

3.2.2 Ciclo Intestinal 

 

Felinos podem eliminar oocistos após infecção com qualquer estágio 

infectante do parasita (taquizoítos, bradizoítos e/ou esporozoítos) (DUBEY, 2004; 

TENTER, 2009). Bradizoítos presentes nos enterócitos dos felídeos desenvolvem 

cinco tipos de gerações de T. gondii (A-E) antes de iniciar o ciclo sexual (DUBEY; 

BEATTIE, 1988). Após dois a cinco dias de infecção, parasitas dos tipos D e E 

(esquizontes) multiplicam-se por esquizogonia, liberando merozoítos que, 

provavelmente, iniciam a formação de gametas, macrogametócito (gameta feminino) 

e microgametócito (gameta masculino) (DUBEY; BEATTIE, 1988; DUBEY; 

FRENKEL, 1972; JONES; DUBEY, 2010). O gameta masculino sofre divisões 
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celulares, produzindo microgametas biflagelados que fertilizam o macrogameta 

feminino, resultando na formação do zigoto, que desenvolve cápsula cística, com 

subseqüente liberação de oocistos no lúmen intestinal e excreção junto às fezes dos 

felinos (DUBEY; FRENKEL, 1972). A formação de gametas é mais freqüente no íleo, 

apesar de poder ocorrer em qualquer região do intestino de felinos (DUBEY; 

BEATTIE, 1988). 

Os oocistos eliminados tornam-se infectantes, após sofrerem esporulação no 

ambiente entre um a cinco dias, a depender das condições de umidade, temperatura 

e oxigenação (DUBEY; BEATTIE, 1988). Tais condições no solo úmido também 

favorecem a sobrevivência destes oocistos por longos períodos, que pode durar até 

18 meses (DUBEY, 2004). O oocisto esporulado contém dois esporocistos com 

quatro esporozoítos cada um (Figura 2) (DUBEY, 2004). 

Os felídeos têm um importante papel na manutenção do parasita, pois apenas 

eles podem eliminar milhões de oocistos no ambiente após infecção, o que favorece 

a perpetuação do parasita, além de infecção de outros animais e contaminação de 

águas e alimentos no ambiente (DUBEY, 2009). 

 

 

3.3 Fontes de infecção de Toxoplasma gondii 

 

O homem e os animais, comumente, podem se infectar pela ingestão 

acidental de oocistos esporulados provenientes de água, alimentos ou solo 

contaminados; pela ingestão de cistos em tecidos de outros hospedeiros infectados 

(carnivorismo); ou congenitamente com taquizoítos por via transplacentária (BAHIA-

OLIVEIRA et al., 2003; DA SILVA et al., 2010b; DUBEY, 2004). O parasita também 

pode ser transmitido, porém com pouca importância epidemiológica, pela transfusão 

sanguínea, transplante de órgãos, ou pela ingestão de leite de cabra não 

pasteurizado (DUBEY; JONES, 2008; JONES et al., 2009). 

 Dentre as vias de infecção mencionadas, não se sabe qual delas é 

epidemiologicamente mais importante para uma população, pois as fontes de 

infecção variam em função de hábitos culturais e alimentares diferentes entre as 

diversas regiões do planeta (DA SILVA et al., 2010b; TENTER et al., 2000). Porém 

acredita-se que a transmissão do parasita para humanos e animais seja causada 
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principalmente pela ingestão de cistos teciduais em carne crua ou mal cozida, 

ingestão de alimentos ou água contaminados com oocistos esporulados excretado 

no ambiente por felinos infectados ou diretamente das fezes felinas (DUBEY et al., 

2008; TENTER, 2009). 

No Brasil, relatos de toxoplasmose em humanos estão associados, 

principalmente, ao consumo de carne crua ou mal cozida e ingestão de oocisto em 

água ou alimentos contaminados (DUBEY et al., 2012a). 

 

 

3.4 Toxoplasma gondii em cães 

 

 Na espécie canina a primeira descrição da presença de T. gondii ocorreu na 

Itália no ano de 1910, descrita por Mello, em um cão doméstico de 04 meses de 

idade, que foi a óbito por toxoplasmose visceral aguda (DUBEY, 2008). No Brasil, foi 

descrita em cães, no ano de 1911, por Carini (VIDOTTO,1992).  

 A toxoplasmose canina, como em outras espécies animais, é assintomática 

na maioria dos casos, tendo importância nos cães quando associada a 

enfermidades imunossupressoras, como por exemplo, cinomose, agravando a 

severidade dos sinais clínicos, especialmente os neurológicos (BRITO et al., 2002; 

DUBEY; JONES, 2008; MORETTI et al., 2006). Também em cães 

imunocomprometidos, com alterações fisiológicas imunossupressoras, como a 

prenhez em cadelas, onde a doença causa aborto, morte fetal e parto prematuro 

(BRESCIANI et al., 2001), e em filhotes afetados pela infecção congênita (MINEO et 

al., 2004). 

No entanto, quando presente a sintomatologia clínica da doença em cães, 

esta afeta os sistemas neuromuscular, respiratório e gastrointestinal (FIALHO et al., 

2009), provocando principalmente pneumonia, hepatite e encefalite (DUBEY; 

LAPPIN, 2006), e ocasionando também, sintomas inespecíficos nestes animais, 

como anorexia, diarréia intermitente, hipertermia, letargia e linfoadenopatia 

(DOMINGUES et al., 1998; HIGA et al., 2000). 

 Bresciani et al. (2001)  observaram sintomas inespecíficos como alterações 

respiratórias, secreção nasal e ocular, e linfoadenopatia em cadelas gestantes 

inoculadas experimentalmente. Aumento do volume dos linfonodos submandibulares 
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e alterações oftalmológicas foram identificados na maioria dos cães jovens 

inoculados experimentalmente com diferentes cepas do parasita (ABREU et al., 

2002). 

 As lesões oculares em cães são caracterizadas por ceratoconjuntivite, 

episclerite, esclerite, retinite, coroidite, uveíte anterior, neurite ótica, hiperplasia de 

epitélio ciliar e poliomiosite (DAVIDSON, 2000; DUBEY et al., 2003b; DUBEY, 1985; 

DUBEY; LAPPIN, 2006; MANDELL; HOLT, 2005; SWINGER et al., 2009; 

TOWNSEND, 2008). A aparência da fundoscopia são lesões cinza enegrecidas na 

área tapetal e infiltrado branco algodonoso na área não-tapetal (DAVIDSON, 2000). 

 Dentre as alterações neurológicas provocadas pela doença, observadas em 

cães, estão ataxia, andar em círculos, mioclonia, paralisia de membros, alterações 

de musculatura cervical, alterações de comportamento, tremores e convulsões 

(DUBEY; LAPPIN, 2006; HIGA et al., 2000; MORETTI et al., 2006). 

 Esta variedade na patogenicidade da doença pode ser determinada por 

muitos fatores, incluindo a virulência da cepa do parasito, volume do inóculo, o 

estágio do parasito (oocistos ou taquizoítos), além da imunidade individual do 

hospedeiro (DUBEY, 2004). 

Resultados sorológicos para T. gondii foram amplamente relatados (Tabela 1) 

em cães no Brasil (DUBEY et al., 2012a), sendo os percentuais considerados altos, 

chegando a 91% (FIALHO et al., 2009), a depender da população em estudo, 

demonstrando que esta espécie possui uma alta suscetibilidade à infecção pelo 

parasito (GUIMARÃES et al., 1992). 

Em alguns estudos, além da prevalência sorológica, foram avaliados também 

possíveis fatores de risco associados à infecção pelo T. gondii (DANTAS et al., 

2013; DA SILVA et al., 2010a; MOURA et al., 2009). Como por exemplo, raça, idade, 

sexo, tipo de dieta, ambiente, presença de gatos e acesso à rua e /ou a água não 

tratada.  
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Tabela 01. Pesquisas de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em cães no Brasil. 

Referência Estado Método 
sorológico1 

Nº de 
cães 

avaliados 

% de cães 
positivos 

Origem dos 
animais 

Ishizuka et al. 
(1974) 

SP RIFI 

SF 

80 94% Hospital 
Veterinário 
da USP 2 

Germano et al. 
(1985) 

 

SP RIFI 657 91% 
Campanha 

de 
vacinação 
antirrábica 

Barbosa  et al. 
(2003) 

 

BA RIFI 225 63,55% 
Errante 

Cañón-Franco et al. 
(2003) 

RO RIFI 

 

 

157 

 

76,4% 

 

 

Cidade de 
Monte 
Negro, 

Rondônia, 
Brasil 

Mineo et al. (2004) MG ELISA 369 30,3% 
Hospital 

Veterinário 
da UFU 3; 

CVP 4; 
Errante 

Guimarães et al. 
(2009) 

 

MG RIFI 218 60,7% 
Domiciliado 

(CVP) 

Moura et al. (2009) 

 

SC RIFI 400 22,3% 
Domiciliado 

Carlos et al. (2010) BA HAI 529 36,5% 
Domiciliado; 

Errante 
1 Método Sorológico: RIFI: Reação de Imunofluorescência Indireta; SF: Sabin-Feldman; ELISA: 
Ensaio Imunoenzimático; HAI: Hemaglutinação Indireta; MAD: Aglutinação Direta. 
2 Universidade de São Paulo - USP. 
3 Universidade Federal de Uberlândia – UFU 
4 CVP= Clínica veterinária particular 
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Tabela 01. Pesquisas de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em cães no Brasil 

(continuação). 

Referência Estado Método 
sorológico1 

Nº de cães 
avaliados 

% de 
cães 

positivos 

Origem dos 
animais 

Da Silva et al. 
(2010a) 

SP RIFI 205 25,4% Domiciliado 

Coiro et al. (2011) SP RIFI 302 20,8% Domiciliado; 
e 

Peridomicili-
ado 

Araújo et al. (2011) PR MAD 42 54,8% Campanha 
de 

vacinação 
antirrábica 

Lopes et al. (2011) PI RIFI 530 18% Hospital 
Veterinário 
da UFPI 5 

Zulpo et al. (2012) PR RIFI 112 50,89% Hospital 
Veterinário 

UEL 6 

Dantas et al. (2013) 

 

RN RIFI 476 11,5% CVP7 

Dreer et al. (2013) 

 

PR RIFI 175 70,85% Errante 

Langoni et al. (2013) SP RIFI 342 26,9% Campanha 
de posse 

responsável 
1 Método Sorológico: RIFI: Reação de Imunofluorescência Indireta; SF: Sabin-Feldman; ELISA: 
Ensaio Imunoenzimático; HAI: Hemaglutinação Indireta; MAD: Aglutinação Direta. 
5 Universidade Federal do Piauí – PI 
6 Universidade Estadual de Londrina - UEL 
7 CVP= Clínica veterinária particular 

 

 

 

Na avaliação de alguns fatores de risco associados à infecção pelo parasita, 

Azevedo et al. (2005) verificaram correlação da infecção com a presença de gatos 

na residência.  

Alguns autores observaram que animais errantes capturados pelos CCZ, de 

áreas rurais ou que simplesmente tem acesso à rua, têm maior chance de se 
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infectar com o parasita do que animais domiciliados, devido à maior chance de 

exposição ao parasita no ambiente contaminado (DANTAS et al., 2013; DA SILVA et 

al., 2010a; CAÑÓN-FRANCO et al., 2004; CARLOS et al., 2010; MINEO et al., 2004; 

MOURA et al., 2009).  

Além disso, a idade dos cães muitas vezes tem se mostrado um fator de risco 

importante, pois quanto mais velhos, maior a chance de exposição ao parasito 

(BARBOSA et al., 2003; CAÑÓN-FRANCO et al., 2004; CARLOS et al. 2010; 

DANTAS et al., 2013; LANGONI et al., 2013; LOPES et al., 2011; MOURA et al., 

2009; TENTER, 2009;), em função de maior número de contato com as formas 

infectantes do parasito, no ambiente e em fontes alimentares diversas (YAN et al., 

2012). 

Isto demonstra que soroprevalência alta é encontrada principalmente em cães 

idosos, habituados a comer carne crua ou mal cozida, e em cães errantes ou de vida 

livre que vivem em ambiente rural (BRITO et al., 2002; BRESCIANI et al., 2007; YAN 

et al., 2012). Esta alta soroprevalência em cães errantes ou de meio rural indica 

ampla distribuição do T. gondii no ambiente, demonstrando que os oocistos do 

parasito são uma importante fonte de infecção para seres humanos e outros animais 

em áreas urbanas e rurais, com presença de felídeos em geral (ETHEREDGE et al., 

2004; YAN et al., 2012).   

Os caninos possuem alta suscetibilidade para esta zoonose e estão expostos 

as mesmas fontes de infecção que humanos e outros animais (DA SILVA et al., 

2010a; YAN et al., 2012). Desta forma, os cães atuam como sentinelas da infecção 

toxoplásmica humana, sendo bons indicadores de contaminação ambiental (DA 

SILVA et al., 2010a; DUBEY et al., 2012a), principalmente em áreas urbanas, onde 

os cães comem  restos alimentares, incluindo lixo, ou ingerem carne crua contendo 

cistos do parasita (SALB et al., 2008; EL BEHAIRY et al., 2013).  

Contudo, cães vadios ou de vida livre são considerados como os melhores 

indicadores do parasito no ambiente urbano, pois estes costumam circular 

livremente no ambiente, sendo mais expostos às fontes de infecção do parasita (DA 

SILVA et al., 2010a; YAN et al., 2012). 

Do ponto de vista da saúde pública, estes animais desempenham papel 

secundário na transmissão de T. gondii para humanos, podendo atuar como vetores 

mecânico por xenosmofilia (LINDSAY et al., 1997; SCHARES et al., 2005), devido 

ao hábito de rolar no chão e até mesmo em cima de fezes de gatos, contaminando 
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os pêlos com oocistos esporulados e podendo transmiti-los para pessoas, 

principalmente crianças (ETHEREDGE et al., 2004; FRENKEL; PARKER, 1996). 

Além disso, estes animais podem também transmitir oocistos mecanicamente 

através das fezes, devido à ingestão acidental de oocistos esporulados provenientes 

do ambiente e de fontes contaminadas, ou ainda pelo hábito de coprofagia, 

representando risco potencial para infecção humana (LINDSAY et al., 1997), uma 

vez que oocistos esporulados do parasito podem atravessar o trato gastrointestinal 

desses animais e serem excretados nas fezes dos mesmos na sua forma infecciosa 

(LINDSAY et al., 1997; SCHARES et al., 2005).  

 

 
3.5 Biologia molecular de Toxoplasma gondii 

 

A caracterização genética dos isolados de T. gondii, de hospedeiros 

saudáveis ou doentes, vem sendo estudada mundialmente (DUBEY; JONES, 2008). 

Com o intuito de avaliar a associação dos genótipos com a virulência do parasito e à 

gravidade da doença em seres humanos ou animais (DUBEY et al., 2012a), como 

também realizar o estudo filogenético do parasita em diferentes regiões do mundo 

(DA SILVA et al., 2010b). 

Para tanto, muitas técnicas moleculares têm sido utilizadas para estudar a 

diversidade genética de cepas do T. gondii (SHWAB et al., 2014). Dentre estas, o 

Polimorfismo de Comprimento dos Fragmentos de Restrição (RFLP) é uma das 

técnicas mais utilizadas para a caracterização genotípica em isolados obtidos de 

animais e humanos (SU et al., 2006). 

 A técnica PCR-RFLP consiste no uso de enzimas de restrição 

(endonucleases de digestão) capazes de clivar a molécula de DNA (amplificada pela 

PCR) do parasita, ao reconhecerem uma sequência específica de quatro, seis ou 

oito pares de bases, onde posteriormente, as regiões clivadas são visualizadas 

como fragmentos ou bandas pela eletroferese em gel de agarose (SU et al., 2006; 

BORGES, 2012; ZUKUROV, 2012). Tal técnica permite ainda que o perfil de 

restrição de um determinado gene possa ser comparado com o perfil do gene de 

outras cepas (BORGES, 2012; ZUKUROV, 2012).   
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  Com os métodos de caracterização molecular, foi possível identificar 

linhagens distintas dentro da espécie T. gondii (DUBEY et al., 2012a). Com isso, 

Howe e Sibley (1995) classificaram T. gondii em três linhagens genéticas distintas 

(tipos I, II e III), utilizando a PCR-RFLP em isolados da América do Norte e Europa, 

analisando somente um ou dois loci, principalmente o gene SAG2 (AJZENBERG et 

al., 2002; DARDÉ, 2004). 

Essa estrutura populacional predominantemente clonal do parasita 

possivelmente esta relacionada com a disseminação do parasita na natureza apenas 

pela ingestão de cistos teciduais entre os hospedeiros intermediários, sem 

necessitar da fase sexuada nos hospedeiros definitivos (BOOTHROYD; GRIGG, 

2002; KHAN et al., 2005; 2006; 2011). Alguns autores sugerem também, que o 

aspecto clonal das linhagens de T. gondii nestas regiões, pode ter sido favorecido 

pela criação intensiva de animais domésticos para produção de carne, somado a 

domesticação do gato (AJZENBERG et al., 2004; LEHMANN et al., 2006).   

  Recentemente, estudos de genotipagem do parasita tem utilizado diversos 

marcadores (SAG1, 5’+3’SAG2, SAG3, SAG2 novo, BTUB, GRA6, C22-8, C29-2, 

L358, PK1, APICO e CS3) capazes de avaliar diferentes loci gênicos no DNA do 

parasita, e consequentemente revelar a diversidade do parasita (SHWAB et al., 

2014). Pois, segundo Dardé (2004) e Delhaes et al. (2010) a tipagem genética com 

análise de múltiplos loci é necessária para avaliar a real diversidade da população 

de T. gondii.   

Como existem várias enzimas para marcadores genéticos, sendo uma para 

cada conjunto de bases nucleotídeas diferentes, a caracterização genética baseada 

em um ou dois loci impossibilita a identificação de cepas recombinantes e alelos 

atípicos, que possuem alelos incomuns em diferentes locus (FERREIRA et al., 2006; 

DA SILVA et al., 2010b). Portanto, para uma melhor avaliação genotípica do 

parasita, faz-se necessário a utilização de diferentes marcadores moleculares 

capazes de indicar um maior grau de polimorfismo, ou seja, detectar mutações no 

genoma do parasito, e conseqüentemente identificar cepas atípicas ou 

recombinantes (PENA et al., 2008; SU et al., 2006). Com isso, a genotipagem em 

um ou dois loci, além de limitar a identificação de linhagens atípicas do parasita, 

possibilita apenas identificação de linhagens clonais (I, II e III) (KHAN et al., 2005; 

SIBLEY et al., 2009). Por isso, que estudos filogenéticos do parasita baseado em 

apenas um loci, como SAG2, em regiões com presença endêmica de cepas 
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recombinantes, devem ser reconsiderados (DA SILVA et al., 2010b; SUL et al., 

2006). 

 A análise da PCR-RFLP com 10 marcadores em mais de 1000 isolados de T. 

gondii em todo o mundo permitiu revelar a diversidade genética do parasita. Apesar, 

dos marcadores serem desenvolvidos com base em sequências de DNA de 

linhagens clonais (tipos I, II e III), eles são capazes de revelar alelos não clonais 

(denominados u-1, L-2) (SHWAB et al., 2014; SU et al., 2006). 

A estrutura populacional com três linhagens clonais distintas (tipo I, II e III) é 

predominante apenas na Europa, América do Norte (AJZENBERG et al., 2002; 

HOWE; SIBLEY, 1995) e na África (RAJENDRAN et al., 2012; VELMURUGAN et al., 

2008). Onde o genótipo do tipo II foi associado à maioria das infecções humanas, 

com exceção das formas congênitas e oculares que estão associadas aos genótipos 

do tipo I ou recombinantes. E cepas do tipo II e III foram freqüentemente 

encontradas nos isolados de animais, independente da condição clínica (DELHAES 

et al., 2010; DUBEY et al., 2012b; DUBEY; SU, 2009; FUENTES et al., 2001; KHAN 

et al., 2006; SIBLEY et al., 2009). Como por exemplo, na França, vários estudos de 

genotipagem em isolados de T. gondii, provenientes de animais e humanos, 

observaram que a grande maioria (90%) dos isolados são do tipo II (DELHAES et 

al., 2010).  

Entretanto, genótipos dos isolados de humanos e animais provenientes de 

alguns países da América do Sul, como Brasil e Colômbia, são geneticamente mais 

diversificados, sendo denominados de isolados atípicos ou recombinantes, que 

apresentam combinações de alelos das linhagens I, II e III, e alelos ausentes em 

outras regiões do mundo (AJZENBERG et al., 2004; CAÑÓN-FRANCO et al., 2014;  

DUBEY; SU, 2009; FERREIRA et al., 2006; LEHMANN et al., 2006), o que difere da 

estrutura clonal distinta descrita anteriormente por pesquisadores em outros países. 

Ainda, segundo Dubremetz e Lebrun (2012), muitas cepas brasileiras mostraram 

possuir genótipos recombinantes, com alelos da linhagem clonal (tipo I, II e III) em 

quase todos loci avaliados. 

Acredita-se que essa estrutura populacional atípica com elevada variedade 

genética na América do Sul, possivelmente esteja relacionada ao alto índice de 

recombinação sexual do parasito nessa região (PENA et al., 2008), em função do 

ciclo florestal envolvendo felinos selvagens e suas presas, favorecendo a 

reprodução sexuada do parasita (DELHAES et al., 2010). Logo, oocisto pode ser a 
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principal fonte de infecção do T. gondii no Brasil, implicando em maior freqüência da 

fase sexuada do parasita nos felinos presentes na fauna brasileira (FERREIRA et 

al., 2006).  

Pena et al. (2008) em estudo genético de isolados de galinhas, cães e gatos 

do Brasil, identificaram genótipos semelhantes que foram classificados como 

linhagens clonais comuns neste país, designados como tipos BrI, BrII, BrIII  e BrIV. 

No estado de São Paulo, em Botucatu, isolados de cães com sintomatologia 

neurológica e sorologicamente positivos para toxoplasmose, foram caracterizados 

como tipos I e III, sendo o primeiro isolamento realizado a partir de cães 

naturalmente infectados no Brasil (SILVA et al., 2005). Ainda no estado de São 

Paulo, em cães provenientes do CCZ, houve caracterização genética de 19 isolados 

com 10 marcadores, e foram identificados 12 genótipos, o tipo clonal III e outros 11 

genótipos recombinantes (DUBEY et al., 2007a). Posteriormente, Pena et al. (2008) 

observaram que 04 destes genótipos recombinantes identificados por Dubey et al. 

(2207a) pertenciam a linhagem clonal brasileira tipo BrII e tipo BrIII. 

Em Minas Gerais, Brasil, foi observado similaridade entre os genótipos 

circulantes em humanos e animais. Onde dos 24 isolados de cães, galinhas e 

humanos, analisados com 11 marcadores genéticos, obteve-se 12 genótipos, sendo 

04 genótipos novos e 08 genótipos previamente identificados de animais domésticos 

(cães, gatos e galinhas) em outras regiões brasileiras (SILVA et al., 2014). Neste 

estudo os genótipos circulantes em cães foram BrII, BrIII, #108 e 02 novos genótipos 

(SILVA et al., 2014). 

Ainda, Carneiro et al. (2013) ao avaliar 26 isolados de crianças infectadas 

congenitamente, obteve 16 genótipos, dentre estes, 07 genótipos foram 

anteriormente relatados em animais no Brasil, também pertencentes à linhagem 

clonal brasileira tipo BrII e BrIII, os quais já foram relatados em isolados de animais 

domésticos, como cães (PENA et al., 2008). 

 Langoni et al. (2012) avaliando a presença de T. gondii em cães com 

desordens neurológicas, identificaram 03 genótipos diferentes, sendo 01 genótipo 

único e 02 anteriormente relatados (BrI e P89). 

A caracterização genética dos isolados de T. gondii de cães em outros 

países, identificaram tanto linhagens clonais como cepas diversificadas. Como em 

Gizé, no Egito, onde os 22 isolados obtidos de 43 câes errantes soropositivos 
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revelaram 03 genótipos, pertencentes às linhagens clonais II e III, e uma infecção 

mista, indicando diversidade limitada na África (EL BEHAIRY et al., 2013).  

Em Granada, Estados Unidos, estudos de genotipagem de 12 isolados de 

cães identificaram 06 genótipos incluindo tipos II, III, II variante e outros 03 

genótipos, revelando possibilidade de alta diversidade do parasita nesta região 

(DUBEY et al., 2013). 

Dubey et al. (2007b) avaliando 08 isolados de cães no Vietnã com 10 

marcadores genéticos, identificaram 02 genótipos, que já haviam sido identificados 

em isolados de cães da Colômbia na América do Sul. 

Isolados ou cepas de T. gondii em diferentes espécies animais variam quanto 

a sua virulência e patogenicidade (DIAS; FREIRE, 2005), sendo esta virulência dos 

isolados, diferenciada e classificada através da morbidade e mortalidade em 

camundongos albinos (DUBEY, et al., 2011; DUBEY et al., 2012b; RAGOZO et al., 

2010). No entanto, a diferenciação em camundongos, necessariamente, não reflete 

a virulência em outros hospedeiros, porém é aplicada como modelo para 

caracterizar isolados do parasito sob este aspecto (DIAS; FREIRE, 2005).   

Antes do desenvolvimento de marcadores genéticos, isolados de T. gondii 

eram agrupados por virulência em camundongos albinos (DUBEY et al., 2012a). Um 

novo marcador genético adicional, CS3, capaz de localizar o cromossomo VIIa que 

está ligado à virulência do parasito,  vem sendo usado para determinar à virulência 

em camundongos (PENA et al., 2008; RAGOZO et al., 2010). 

Em função disso, passaram a associar a virulência em camundongos ao tipo 

genético da cepa (DUBEY et al., 2012a). Classificando os genótipos do tipo II e III, 

como cepas que levam à infecção crônica e produção de cistos teciduais em 

camundongos, e cepas do tipo I como extremamente virulentas para camundongos, 

causando parasitemia, o que pode aumentar o risco de transmissão transplacentária 

com severa infecção nos fetos (DA SILVA et al., 2010b). 

No Brasil, as análises de virulência em camundongos indicaram que a cepa 

tipo BrI é altamente virulenta, a tipo BrIII é não virulenta e os tipos BrII e BrIV são 

mediamente virulentas (PENA et al., 2008). 

Além disso, suspeita-se que genótipos recombinantes ou com alelos atípicos, 

como os encontrados no Brasil, possuam forte influência sobre a virulência, ou seja, 

capacidade de provocar doença grave (DARDÉ, 2008; DA SILVA et al., 2010b). 

Acreditando-se que essa variedade genotípica esteja relacionada com a gravidade 
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da toxoplasmose congênita ou com sintomatologia da doença em pessoas 

imunocompetentes (DELHAES et al., 2010; DUBEY et al., 2012a; CARNEIRO et al., 

2013;). 

Dubey et al. (2012a) relata que cepas atípicas ou recombinantes do Brasil são 

mais virulentas que as cepas da Europa e EUA, sendo a virulência das cepas 

atípicas mais evidentes em pessoas imunocompetentes, onde genótipos 

recombinantes estão associados à alta ocorrência de toxoplasmose ocular em 

pessoas com este perfil imunológico no Brasil (DARDÉ, 2008; DUBEY et al., 2012a; 

KHAN et al., 2006). Alguns estudos também demonstram que a toxoplasmose 

congênita com cepas atípicas, possui sinais clínicos mais graves (DELHAES et al., 

2010; CARNEIRO et al., 2013). 

Ferreira et al. (2006) sugere que a diversidade de alelos em vários loci, 

influência na diversidade fenotípica observada na virulência de cepas recombinantes 

do parasita, principalmente com a quantidade de alelos tipo I e atípicos presentes 

nestes loci. Já que genótipos tipo I são considerados altamente virulentos para 

camundongos (DARDÉ, 2008).  

A virulência em camundongos depende de diversos fatores como, a fase do 

parasita, via de inoculação, dose administrada, tipos de camundongos utilizados e a 

estirpe (cepa) do parasita (DUBEY et al., 2004; JONES; DUBEY, 2010). 

A inoculação intraperitoneal em camundongos durante bioensaio é necessária 

para avaliar a virulência do isolado e associá-la com supostos genótipos, pois 

genótipos recombinantes ou atípicos não possuem virulência definida como os da 

linhagem clonal (DARDÉ, 2008). 

A influência do genótipo do parasita sobre a severidade da doença no homem 

está associada com as diferenças de virulência das cepas em experimentos animais 

realizados em todo o mundo (DA SILVA et al., 2010b). 

Sendo assim, a virulência do parasita é principalmente definida com base na 

mortalidade de camundongos infectados em até quatro semanas de infecção, sendo 

classificada em virulenta, mediamente virulenta e não virulenta. Para isto, cepas são 

consideradas virulentas quando há 100% de mortalidade dos camundongos 

infectados em quatro semanas, mediamente virulenta quando mortalidade maior que 

30% e menor que 100% em camundongos infectados, e não virulenta quando 

mortalidade inferior ou igual a 30% (PENA et al., 2008).    
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Os resultados da genotipagem no Brasil sugerem que T. gondii possui uma 

estrutura no país, onde a frequente troca genética entre membros das cepas de 

linhagens clonais, gerou uma variedade de linhagens recombinantes e atípicas que 

se expandem em diversas áreas geográficas (PENA et al., 2008). 

Logo, a caracterização genética dos isolados de T. gondii, além de fornecer 

informações sobre a variabilidade genética do parasita, também permite averiguar 

os tipos de genótipos circulantes em diversos hospedeiros, como também 

correlacionar estes genótipos com a severidade da doença em camundongos 

albinos (DARDÉ, 2008; KHAN et al., 2006; SU et al., 2006). 

Além disso, a melhoria da técnica de genotipagem com uso de vários 

marcadores revelou que o genoma do parasita possui uma maior complexidade não 

apenas na América do Sul, mas também na América do Norte, principalmente em 

isolados de animais selvagens (RAJENDRAN et al., 2012; SHWAB et al., 2014). 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

 A presente metodologia foi realizada conforme os padrões estabelecidos pelo 

Colégio Brasileiro de Ética e Bem Estar Animal, com aprovação pelo Comitê de Ética 

em Pesquisa com Uso de Animais, da Universidade Federal da Bahia (protocolo nº 

016/2011).  

 Todos os procedimentos experimentais foram realizados no laboratório de 

Parasitologia e de Genética do Hospital Veterinário da Universidade Estadual de 

Santa Cruz (UESC), Ilhéus, BA. 

 

 

4.1 Coleta das amostras sanguíneas dos cães 

 

 Os cães foram provenientes do Centro de Controle de Zoonoses (CCZ) dos 

municípios de Ilhéus e Itabuna, no estado da Bahia. A coleta de sangue ocorreu 

durante a eutanásia destes animais. Foram utilizados cães que foram eutanasiados 

pelo CCZ, não havendo eutanásia específica para o experimento. 

 Foram colhidas amostras de sangue de 22 cães mediante punção da veia 

jugular, cefálica ou safena, ou pela via intracardíaca, utilizando-se agulhas 

descartáveis e tubo a vácuo, sem anticoagulante. 

 Para obtenção dos soros, os tubos foram centrifugados a 1465g por 10 

minutos a 25ºC. E posteriormente, cada soro obtido foi acondicionado em microtubo 

e armazenado a -20ºC até a realização da sorologia. 

 

 

4.2 Sorologia 

 

 Para a realização da sorologia para pesquisa de anticorpos contra T. gondii 

foi utilizada a reação de Hemaglutinação Indireta (HAI) com o kit Imuno-HAI 

TOXOPLASMOSE (Wama Diagnóstica®), com ponto de corte 1:16 e seguindo os 

procedimentos descritos no kit. Sendo considerada reação positiva, quando as 

hemácias não se depositaram no fundo da cavidade formando um botão. 
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4.3 Obtenção das amostras teciduais de cães 

 

 Foram selecionados 07 cães positivos na sorologia e coletados seus cérebros 

e corações. Os órgãos foram acondicionados individualmente em sacos plásticos 

limpos contendo soro fisiológico e solução antibiótica (1000UI de penicilina G 

potássica e 100µg de estreptomicina/mL), e refrigerados por no máximo 05 dias até 

realização da digestão péptica. 

 

 

4.4 Isolamento de Toxoplasma gondii em camundongos 

 

4.4.1 Digestão péptica 

 

 Os órgãos dos cães foram processados no Laboratório de Parasitologia 

Veterinária, do Hospital Veterinário da UESC. Cada órgão (cérebro e coração) foi 

homogeneizado individualmente em agitador mecânico com um mínimo de PBS. De 

cada homogeneizado foi retirado 40g, colocado em Erlenmeyer de 250 mL e, a este, 

adicionou-se solução de pepsina ácida (pH 1,1 -1,2) até completar o volume de 200 

mL.  

 O procedimento de digestão baseou-se em Dubey (1998), com algumas 

modificações. Cada Erlenmeyer, contendo o material de cada amostra a ser 

digerida, foi colocado em uma incubadora shaker e mantido à temperatura de 37ºC 

por uma hora. Decorrido este tempo, cada amostra digerida foi passada em tamiz 

com gaze dupla, e o filtrado de cada amostra foi distribuído em 12 tubos de 50 mL e 

centrifugado a 1383 g por 10 minutos. Após a centrifugação o sobrenadante foi 

descartado e ao material restante adicionou-se solução neutralizadora de 

bicarbonato de sódio 1,2% (pH 8,3) até completar o volume de 10 mL, e 

homogeneizou-se a solução com o soluto. Novamente o material contido nos tubos 

foi centrifugado a 1383 g por 20 minutos e posteriormente o sobrenadante 

descartado. Por fim, foi adicionado de 5 a 10 mL de solução antibiótica, contendo 

1000UI de penicilina G potássica e 100µg de estreptomicina / mL de PBS, em 

apenas um dos tubos. Homogeneizou-se a solução antibiótica com o soluto do 1º 

tubo, e posteriormente o conteúdo do 1º tubo foi repassado para o 2º tubo, e assim 
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sucessivamente até obter o volume dos 12 tubos em um único tubo para inocular em 

camundongos.  

 

 

4.4.2 Bioensaio em camundongos 

 

 Para inoculação foram utilizados camundongos Swiss Webster provenientes 

do biotério da UESC. 

 Duas doses de 01 mL de suspensão contendo o produto da digestão péptica 

foram inoculadas via intraperitoneal em cada camundongo albino com um intervalo 

de 24 horas. Foram utilizados três camundongos por amostra, 03 para cérebro e 03 

para coração, totalizando 42 animais. 

 

 

4.4.3 Observação dos camundongos 

 

 

 Os animais foram mantidos com ração comercial própria para espécie e água 

ad libitum, sendo observados diariamente durante 06 semanas (42 dias). Aqueles 

que morreram, ou tiveram aumento do volume abdominal ou outros sinais que 

sugerissem infecção pelo T. gondii foram examinados para eventual presença do 

parasito utilizando o líquido peritoneal. 

 Para a técnica de observação de taquizoítos em líquido peritoneal, uma gota 

deste líquido foi colocada entre lâmina e lamínula e observada ao microscópio 

óptico. Animais que vieram a óbito ou que foram eutanasiados quando doentes 

tiveram órgãos como baço, fígado, coração, pulmão e cérebro retirados, 

acondicionados individualmente em microtubos, e armazenados a -80ºC, para 

posterior extração de DNA. 

 Os animais que não vieram a óbito em 42 dias pós-inoculação (p.i) foram 

eutanasiados e seus órgãos também foram retirados e tiveram o mesmo destino que 

os órgãos dos animais acima.   

 

 

 



24 
 

4.5 Análise molecular de Toxoplasma gondii 

 

4.5.1 Diagnóstico molecular de Toxoplasma gondi 

 

4.5.1.1 Extração de DNA das amostras teciduais de camundongos infectados 

  

Inicialmente, obteve-se fragmentos de 50 a 100 mg da amostra tecidual 

descongelada, ou seja, de cada órgão retirado dos camundongos que foram 

armazenado a -80°C. Estes fragmentos foram macerados em gral e pistilo com 

nitrogênio líquido, e acondicionados em microtubos para iniciar a extração de DNA. 

Para extração de DNA dessas amostras, foi utilizado o kit Easy-DNA 

(Invitrogen®), e o procedimento realizado conforme o protocolo nº 03 do kit. 

 Para o isolamento de DNA, foi adicionado em cada amostra, 350 µL de 

solução A, homogeneizou em vortex e incubou-se em banho seco (Dry Bath – Heat 

& Cool Control®) a 65ºC por 10 minutos. Após o banho seco, foi adicionado nas 

amostras 150 µL de solução B e homogeneizou-se novamente (vortex) até que as 

amostras estivessem uniformemente viscosas. Posteriormente, adicionou-se 500 µL 

de clorofórmio nas amostras e homogeneizou-se (vortex) cada uma, até que a 

mistura ficasse homogênea e a viscosidade diminuísse. As amostras foram 

centrifugadas a 27638 g por 20 minutos a 4ºC para separar as fases. E após 

centrifugação, a fase superior (que contém o material genético) de cada amostra foi 

transferida para um novo microtubo para proceder à precipitação do DNA. 

 Na solução de DNA, contida em cada microtubo novo das amostras, foi 

adicionado 01 mL de álcool 100% a -20ºC e homogeneizou-se (vortex) brevemente. 

Estas amostras foram incubadas no congelador por 30 minutos. E posteriormente, 

elas foram centrifugadas a velocidade máxima (27638 g) por 15 minutos a 4ºC. O 

etanol foi removido e adicionou-se 500 µL de álcool a 80% a -20ºC, invertendo o 

tubo de cada amostra 05 vezes antes de centrifugar a 27638 g por 5 minutos a 4ºC. 

Após centrifugação o etanol a 80% foi removido e os tubos, contendo somente o 

pellet, foram novamente centrifugados a 27638 g por 3 minutos. Após centrifugação 

o etanol residual foi removido e dos tubos com pellet foram deixados abertos para 

secar a temperatura ambiente por 5 minutos. Depois o sedimento (pellet) de cada 

tubo foi reconstituído com 100 µL de tampão TE e 2 µL de RNase de 2 mg/ml. 

Posteriormente os tubos foram incubados a 37ºC por 30 minutos, e em seguida as 
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amostras com DNA, prontas para uso, foram acondicionadas a -20ºC até realização 

da quantificação de DNA e realização do PCR. 

 

 

4.5.1.2 Quantificação de DNA 

 

 Após realização da extração de DNA, este foi quantificado com o auxílio do 

Nanodrop 2000c (Termo Scientific®). Onde foi possível avaliar a concentração de 

DNA após extração. As amostras que foram quantificadas acima de 1000 ng foram 

padronizadas para 1000ng/10µL. 

 

 

4.5.1.3 Detecção de Toxoplasma gondii pela Reação em Cadeia de Polimerase 

(PCR)  

 

 A PCR para amplificação do DNA do T. gondii foi realizada utilizando o 

método descrito por Homan et al. (2000), usando os primers Tox4 

(CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG) e Tox5 

(CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT), que amplificaram um fragmento de 529 

pb (Genebank No.AFI46527) do DNA do T. gondii. 

 A PCR foi desenvolvida contendo 5 µL do DNA extraído e acrescido de 14,8 

µL de uma mistura com 0,2 mM de cada primer, 100 mM dNTPs (Invitrogen®), 

20mM Tris-HCL (pH 8,0), 1,25 mM Mgcl2 e 2 U Taq DNA polimerase (Invitrogen®) 

(Quadro 01). A amplificação do DNA do parasita foi feita em 35 ciclos em um 

termociclador Veriti (Applied Biosystems®), usando as seguintes condições: 7 

minutos a 94°C para desnaturação em um ciclo único, seguindo-se 33 ciclos de 1 

minuto a 94°C para desnaturação, 1 minuto a 55°C para anelamento e 1 minuto a 

72°C para extensão. O ciclo 35 foi realizado com um tempo de extensão de 10 

minutos a 72°C (Quadro 02).  Os produtos da PCR foram submetidos à eletroforese 

em gel de agarose a 2%, corados com brometo de etídio ou SYBR® Safe DNA Gel 

Stain e fotodocumentados por L-Pix Image-Loccus Biotecnologia.  
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Quadro 01. Produtos utilizados na reação de PCR para cada amostra tecidual dos 
camundongos. 
 

 

 

 

Quadro 02. Programação do termociclador para a reação da PCR das amostras 
teciduais dos camundongos.  
 

Fases Nº de ciclos Tempo Temperatura 

Desnaturação 1 7 minutos 94ºC 

Desnaturação 

Anelamento 

Extensão 

 

33 

1 minuto 

1 minuto 

1 minuto 

94 ºC 

55ºC 

72ºC 

Extensão final 1 10 minutos 72ºC 

 

Produtos Volume Especificações 

Água Milliq ou ultrapura 30,2 µL  

Tampão da Taq 5 µL Invitrogen® 

MgCl2 2,5 µL Invitrogen® 

Primer Tox4 3 µL Invitrogen® 

Primer Tox5 3 µL Invitrogen® 

dNTPs 

 

1 µL 

 

Invitrogen® 

Taq  DNA polimerase 0,3 µL Invitrogen® 

DNA da amostra 5 µL 

 

 

 
Volume final                                                     

 
50 µL 
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Para o controle positivo foi utilizado taquizoítos da cepa RH de T. gondii, e 

água ultrapura como controle negativo. Um controle negativo e um positivo foram 

incluídos em cada amplificação de PCR. 

 

 

4.5.2 Caracterização genética de Toxoplasma gondii 

 

4.5.2.1 PCR-RFLP  

 

 O DNA extraído do tecido de todos os camundongos infectados, detectados 

pela PCR, e da cepa controle foram analisados através da técnica de multilocus 

PCR-RFLP perante os marcadores genéticos: SAG1, SAG2, SAG3, BTUB, c22-8, 

c29-2, GRA6, L358, PK1 e APICO (SU et al., 2006; DUBEY et al., 2007b; PENA et 

al., 2008).  

 A amplificação da sequência de DNA foi realizada pela técnica de nested-

PCR (nPCR), sendo primeiro amplificada pela PCR usando primers externos (reação 

primária) para cada marcador. Esta amplificação foi realizada com um volume final 

de 50 µL para cada amostra, em uma mistura contendo 20 mM Tris-HCL (pH 8,0), 

1,25 mM de MgCl2, 100 mM de cada dNTPs (Invitrogen®), 0,15 µM de cada primer, 

0,5 U de Taq DNA polimerase e 5,0 µL do DNA extraído (Quadro 03). A reação 

primária do PCR consistiu de 35 ciclos com desnaturação inicial a 94ºC por 5 

minutos, desnaturação a 94ºC por 1 minuto, temperatura de anelamento a 58ºC por 

1 minuto e extensão a 72ºC. O ciclo 35 foi realizado com um tempo de extensão de 

10 minutos a 72°C (Quadro 04). 
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Quadro 03. Produtos utilizados em cada amostra para PCR da reação primária e da 
nPCR da reação secundária. 
 

 
Produtos 

Volume para 
reação 

primária 
(PCR) 

Volume para 
reação 

secundária 
(nPCR) 

 
Especificações 

Água Milliq ou ultrapura 

Tampão da Taq polimerase 
(Tris-HCL) 
 

MgCl2 

Primer direto  

Primer reverso 

dNTPs 

Taq DNA polimerase 

DNA da amostra 

Produto da reação primária 

28,5 µL 

5 µL 

 

3 µL 

3 µL 

3 µL 

2 µL 

0,5 µL 

5 µL 

- 

32,5 µL 

- 

 

3 µL 

3 µL 

3 µL 

2µL 

0,5 µL 

- 

1 µL 

- 

Invitrogen® 

 

Invitrogen® 

Invitrogen® 

Invitrogen® 

Invitrogen® 

Invitrogen® 

- 

- 

Volume final 50 µL 45 µL  

 

 

Quadro 04. Programação do termociclador  para Reação em Cadeia de Polimerase 
(PCR) e da nested-PCR (nPCR) das amostras destinadas à caracterização genética. 
  

Fases Nº de ciclos Tempo Temperatura 

Desnaturação 1 5 minutos 94ºC 

Desnaturação 

Anelamento 

Extensão 
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1 minuto 

1 minuto 

1 minuto 

94 ºC 

58ºC (PCR); 60ºC, 62ºC, 64ºC (nPCR)* 

72ºC 

Extensão final 1 10 minutos 72ºC 

* 60ºC para SAG1, novo SAG2, SAG3, BTUB, c22-8, c29-2, L358; 62ºC para APICO e PK1; 64ºC 
para GRA6. 
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 Os produtos amplificados pelo PCR da primeira reação (1,5 µL de cada 

amostra) foram utilizados para amplificação em nested-PCR (35 ciclos) com primers 

internos (segunda reação) para cada marcador. Esta reação secundária consistiu 

em temperatura e tempo iguais aos da primeira reação, porém com uma temperatura 

de anelamento de 60ºC, 62ºC ou 64ºC, a depender do marcador, e um volume final 

da reação de 45 µL (Quadro 03).  

Para revelar o padrão de digestão (RFLP), 07 µL dos produtos da nPCR 

foram adicionados a 8 µL de uma mistura contendo tampão da reação (NEB), 0,1 

mg/mL de BSA e uma unidade da enzima de restrição, caso o marcador tivesse 

apenas uma enzima de restrição colocava-se duas unidades desta mesma enzima 

(Quadro 05). A reação foi conduzida e incubada de acordo com os tempos de cada 

enzima (Tabela 02) (DUBEY; SU, 2009; FRAZÃO-TEXEIRA et al., 2011).  

 Os produtos da digestão enzimática de cada PCR foram submetidos à 

eletroforese em gel de agarose (2,5, 2,6 ou 3%, dependendo do marcador) corados 

com brometo etílico a 0,3 µg/mL e visualizado em fotodocomentador de luz 

ultravioleta (L-Pix Image-Loccus).  

 

 
 
Quadro 05. Reagentes utilizados para digestão enzimática nos produtos da nPCR 
de cada amostra positiva para presença de DNA do T. gondii.  
 

Reagentes Volumes 

Água Milliq ou ultrapura 

Tampão NEB 2 ou 4 

BSA 100x 

Enzima de restrição 1 

Enzima de restrição 2 

 

Produto da Npcr 

6,1 µL 

1,5 µL 

0,2 µL 

0,1 µL 

0,1 µL 

 

7 µL 

Volume final 15 µL 
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      Tabela 02. Enzimas de restrição utilizadas para cada marcador genético de Toxoplasma gondii na PCR-RFLP. 
 

 
Marcador 
genético 

 
Primes* Externos (PCR) 

 
Primers Internos (nPCR) 

 
nPCR 
(bp) 

 
Enzimas 

de 
restrição 

 
Incubação (temperatura e 
tempo), Tampão NEB (Nº), 
concentração do gel (%) 

 

SAG1 

 
D: GTTCTAACCACGCACCCTGAG 
R: AAGAGTGGGAGGCTCTGTGA 

 
D: CAATGTGCACCTGTAGGAAGC 
R: GTGGTTCTCCGTCGGTGTGAG 

 
390 

 
Sau96I  
HaeII 

  
37ºC 1 h, NEB4,  gel 2,6% 

  

SAG2 novo 

 
D: GGAACGCGAACAATGAGTTT 
R: GCACTGTTGTCCAGGGTTTT  

 
D: ACCCATCTGCGAAGAAAACG 
R: ATTTCGACCAGCGGGAGCAC 

 
546 

 
HinfI  
 TaqI 

 
37ºC 50 min, 65ºC 50 min,  
NEB4, gel 2,5% 

 
SAG3 

 
D: CAACTCTCACCATTCCACCC 
R: GCGCGTTGTTAGACAAGACA 

 
D: TCTTGTCGGGTGTTCACTCA 
R: CACAAGGAGACCGAGAAGGA 

 
225 

 
NciI 

 
37ºC 1 h, NEB4, gel 2,5% 

 
BTUB 

 
D: TCCAAAATGAGAGAAATCGT 
R: AAATTGAAATGACGGAAGAA 

 
D: GAGGTCATCTCGGACGAACA 
R: TTGTAGGAACACCCGGACGC 

 
441 

 
BsiEI  
TaqI 

 
60ºC 1 h, NEB4, gel 2,5% 

 
GRA6 

 
D: ATTTGTGTTTCCGAGCAGGT 
R: GCACCTTCGCTTGTGGTT 

 
D: TTTCCGAGCAGGTGACCT 
R: TCGCCGAAGAGTTGACATAG 

 
344 

 
MseI 

 
37ºC 1 h, NEB4, gel 2,5% 

 
c22-8 

 
D: TGATGCATCCATGCGTTTAT 
R: CCTCCACTTCTTCGGTCTCA 

 
D: TCTCTCTACGTGGACGCC 
R: AGGTGCTTGGATATTCGC 

 
521 

 
BsmAI  
MboII 

  
37ºC 50 min, 60ºC 50 min, NEB4, 
gel 2,5% 

 
c29-2 

 
D: ACCCACTGAGCGAAAAGAAA 
R: AGGGTCTCTTGCGCATACAT 

 
D: AGTTCTGCAGAGTGTCGC 
R: TGTCTAGGAAAGAGGCGC 

 
446 

 
HpyCH4IV 

RsaI 

 
37ºC 1 h; NEB4, gel 2,5% 

 
L358 

 
D: CTCTCGACTTCGCCTCTTC 
R: GCAATTTCCTCGAAGACAGG 

 
D: AGGAGGCGTAGCGCAAGT 
R: CCCTCTGGCTGCAGTGCT 

 
418 

 
HaeIII  
NIaIII 

  
37ºC 1 h, NEB4, gel 2,5% 

 
PK1 

 
D: GAAAGCTGTCCACCCTGAAA 
R: AGAAAGCTCCGTGCAGTGAT 

 
D: CGCAAAGGGAGACAATCAGT 
R: TCATCGCTGAATCTCATTGC 

 
903 

 
AvaI  
RsaI 

 
37ºC 1 h, NEB4, gel 2,5% 

 
APICO 

 
D: TGGTTTTAACCCTAGATTGTGG 
R: AAACGGAATTAATGAGATTTGAA 

 
D: TGCAAATTCTTGAATTCTCAGTT 
R: GGGATTCGAACCCTTGATA 

 
640 

 
AfIII  

 DdeI 

 
37ºC 1 h, NEB4, gel 3% 
 

       *Primers: D = primer direto, R = primer reverso, indicando 5’ e 3’ respectivamente. 
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5 RESULTADOS 

 

 

 A análise sorológica das 21 amostras de soro canino, dos municípios de 

Ilhéus e Itabuna, detectou sete (33,3%) cães positivos para presença de anticorpos 

anti-Toxoplasma gondii, sendo dois de Ilhéus e cinco de Itabuna. 

No ensaio biológico dos órgãos dos 07 cães soropositivos, foi possível isolar 

04 cepas do parasita, sendo que todas as cepas isoladas foram virulentas para os 

camundongos, provocando alterações clínicas (pêlos arrepiados, letargia, abdômen 

distendido) e morte dos camundongos com intervalo de 8 a 20 dias pós-infecção 

(Tabela 03). Além disso, foi possível observar taquizoítos no fluido peritoneal de 

todos os camundongos positivos.  

Como foi realizado um total de 14 bioensaios, pois foram utilizados dois 

órgãos (cérebro e coração) de 07 cães soropositivos para inoculação em um total de 

42 camundongos, o índice total de recuperação do parasita nos camundongos 

inoculados foi 50% (7/14), ou seja, o parasita estava presente em 07 dos 14 órgãos 

bioensaiados.  

 Na análise molecular das amostras de tecido dos camundongos inoculados 

com os órgãos dos 07 cães soropositivos, a PCR tradicional, com os primers tox4 e 

tox5 (Figura 03), identificou 04 (57,1%) cães positivos para a presença do DNA do T. 

gondii, sendo detectado em 57,1% (4/7) nas amostras inoculadas com coração e 

42,8% (3/7) nas amostras infectadas com cérebro canino (Tabela 04). Estas 

mesmas amostras caninas positivas na PCR com os primers tox4 e tox5, também 

foram positivas na nested-PCR com os 10 primers (externos e internos) utilizados, 

obtendo-se amplificação correspondente ao tamanho dos pares de bases de cada 

marcador molecular utilizado, confirmando a identificação molecular do parasita 

naquelas amostras teciduais (Figura 4). 
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Tabela 03. Isolados de Toxoplasma gondii por ensaio biológico em camundongos 
inoculados com órgãos de cães naturalmente infectados de Ilhéus e Itabuna, Bahia, 
Brasil. 

Cães 
positivos 

Órgão 
inoculado 

Camundongos 
(nº de mortos/ 

nº de 
infectados) 

 

Sobrevida  
(dias p.i.)  

Presença 
de 

isolados 
no fluído 
peritoneal 

Isolados de T. 
gondii 

5 Cérebro 0a/3b - -  

 Coração 0/3 - -  

6 Cérebro 0/3 - -  

 Coração 3/3 9 – 10c  + TgDgBr 6 

8 Cérebro 0/3 - -  

 Coração 0/3 - -  

13 Cérebro 3/3 7 – 8  + TgDgBr 13 

 Coração 3/3 7 – 8 +  

16 Coração 0/3 - -  

 Cérebro 0/3 - -  

17 Cérebro 3/3 14 – 20  + TgDgBr 17 

 Coração 3/3 9 +  

21 Cérebro 3/3 10 + TgDgBr 21 

 Coração 3/3 8 – 10  +  

a Número de camundongos mortos; 
b Número total de camundongos inoculados; 
c Período, em dias, da morte dos camundongos após inoculação. 
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Tabela 04. Detecção de Toxoplasma gondii em amostras de caninos naturalmente infectados por PCR associado ao ensaio 
biológico. 
 

 

CANINOSa 

 PCR do ensaio biológico 

 Inoculação de Cérebro  Inoculação de Coração 

 Pulmão Baço Fígado Coração Cérebro  Pulmão Baço Fígado Coração Cérebro 

             
5  0b/3c 0/3 0/3 0/3 0/3  0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 

6  0/3 0/3 0/3 0/3 0/3  3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 

8  0/3 0/3 0/3 0/3 0/3  0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 

13  3/3 2/3 3/3 3/3 3/3  3/3 3/3 3/3 3/3 2/3 

16  0/3 0/3 0/3 0/3 0/3  0/3 0/3 0/3 0/3 0/3 

17  3/3 3/3 3/3 3/3 3/3  3/3 2/3 3/3 2/3 2/3 

21  3/3 3/3 3/3 3/3 3/3  3/3 3/3 3/3 3/3 3/3 

             

SUBTOTAL 
(A) 

 
3/7 

(42,8%) 
3/7 

(42,8%) 
3/7 

(42,8%) 
3/7 

(42,8%) 
3/7 

(42,8%) 
 

4/7 
(57,1%) 

4/7 
(57,1%) 

4/7 
(57.4%) 

4/7 
(57,1%) 

4/7 
(57,1%) 

SUBTOTAL 
(B) 

 
3/7 (42,8%) 

 
4/7 (57,1%) 

TOTAL 
(A+B) 

 
7/14 (50%) 

                        a cães soropositivos; 
                        b Número de camundongos positivos;  
                        c Número de camundongos inoculados. 
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Figura 03. Eletroforese em gel a 2% da PCR, com os primers tox4 e 
tox5 utilizada para diagnóstico do DNA do Toxoplasma gondii. 
Marcador molecular (M); controle positivo com 529pb (CP); controle 
negativo (CN); e amostras negativas (cérebro do cão 16), linhas 1-5. 

 
 
 
 
 
 

 
 

Figura 04. Eletroforese em gel da nested-PCR (nPCR) das amostras 
dos cães com marcador c22-8. Na seguinte ordem: marcador molecular 
(M), controle positivo (CP), controle negativo (CN) e amostras de cão 
(6, 13, 17 e 21). 

 

 

M        CP        CN      1        2         3         4         5 

M          CP        CN          6          13          17           21         
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 A genotipagem dos quatros isolados com a técnica de RFLP com o uso de 09 

marcadores revelou quatro genótipos com diferentes combinações das linhagens 

clonais (tipos I, II e III) e 2 genótipos apresentando alelos atípicos (u-1) no locus c22-

8. Tais isolados foram designados TgDgBr6, 13, 17 e 21, sendo Tg para Toxoplasma 

gondii, Dg para cães e Br para Brasil, e o número identifica o cão positivo para 

presença de DNA do parasita (Tabela 05). Como as enzimas (AVAI e RSAI) não 

clivaram o DNA das amostras e do controle positivo, não avaliamos o locus PK1 na 

RFLP. 
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Tabela 05. Genotipagem dos isolados de T. gondii dos municípios de Ilhéus e Itabuna, Bahia, Brasil, utilizando a RFLP. 
 

              a u-1 Alelo atípico; NA = Sequência não analisada para este marcador; b  Genótipos avaliados por ToxoDB PCR-RFLP (WWW.toxodb.org). 

Isolados Virulência Marcadores genéticos Genótipob 

 

Referência 

SAG1 SAG2 SAG3 BTUB c22-8 c29-2 GRA6 L358 APICO PK1 

TgDgBr 6 Virulento I III III I I II III I I NA Único Presente 
trabalho 

TgDgBr 13 Virulento I III III II I II III III I NA Único 

TgDgBr 17 Virulento I II III II u – 1a II III I I NA Único 

TgDgBr 21 Virulento I I III I u – 1 II III III I NA Único 

TgPgBr06, 08, 

11, 12, 14, 15 

- I I III III I NA NA NA III I 5 Bezerra et al. 
(2012b) 

TgPgBr7 - I I III III u-1 NA NA NA III NA 6 

TgPgBr9 - I I III II I NA NA NA III I 7 

TgPgBr10 - u-1 I III III III NA NA NA III I 8 

TgPgBr13 - I I III I III NA NA NA III u-1 9 

TgPgBr16 - I I III I I NA NA NA III I 10 

TgShBr54 - I I I III III u-1 III u-1 III u-1 54 Maciel et al. 
(2014) 

TgShBr124 - I I I III III u-1 III u-1 III u-1 124 

TgShBr127 - I I I III III u-1 III u-1 III u-1 127 
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6 DISCUSSÃO 

 

 As amostras sanguíneas e teciduais dos caninos foram coletadas de acordo 

com a demanda de animais eutanasiados nos CCZ dos municípios de Ilhéus e 

Itabuna, Bahia, não havendo morte específica para o projeto, o que justifica um N 

amostral não muito grande. 

Neste estudo, anticorpos anti-T. gondii foram encontrados em 33,3% (7/21) 

dos cães naturalmente infectados que foram eutanasiados. Este percentual 

enquadra-se nos valores de prevalência do protozoário na população canina em 

diferentes regiões brasileiras, que varia entre 4,9 a 91% conforme FIALHO et al. 

(2009), e também com valores anteriormente referidos, em Ilhéus e Itabuna, na 

Bahia, por Carlos et al. (2010) que encontraram soropositividade contra o parasita 

em 36,5% dos 529 soros caninos testados pelo HAI, onde a maioria dos cães 

testados eram errantes e de área rural.  

Isso demonstra que o coccídio está circulante na população canina da Bahia, 

e que isolados de caninos naturalmente infectados são importantes para avaliação 

das cepas de T. gondii circulantes nesta região. Uma vez, que cães funcionam como 

sentinelas na disseminação da infecção toxoplásmica humana, pois estão expostos 

a riscos similares, seja alimentares, como carne e outro alimento contaminado, ou 

ambiental (presença de oocistos na água ou solo) (ARAÚJO et al., 2011).  

Esta alta soropositividade para T. gondii em cães errantes naturalmente 

infectados é explicado, por muitos autores, pelo fácil acesso destes animais a fontes 

de infecção do agente, o que inclui carne crua contaminada com cistos do parasita, 

fornecida por humanos, encontrada no lixo ou na carcaça de animais caçados, e 

ainda pelo maior contato com oocistos no ambiente contaminado (ARAÚJO et al., 

2011; BRESCIANI et al., 2007; CARLOS et al., 2010; DANTAS et al., 2013;)  

Além disso, a alta soroprevalência em caninos pode estar associada com alta 

densidade da população felina e consequentemente elevada excreção de oocistos 

no ambiente por estes animais, pois segundo Dubey (2004), praticamente todos os 

gatos soropositivos já lançaram oocisto junto às fezes, resultando em contaminação 

do ambiente, e consequentemente na infecção de outros animais (EL BEHAIRY et 

al., 2013). 
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Como a soropositividade nestes animais pode estar associado à 

contaminação ambiental e/ou fontes alimentares, sugere-se que possíveis genótipos 

circulantes em cães possam também estar circulantes em humanos, uma vez que 

ambos possuem fontes similares de infecção e convívio próximo. 

No bioensaio, quatro isolados foram obtidos a partir de 07 amostras teciduais 

(cérebro e coração) canina. Logo, este estudo obteve um índice de 50% (7/14) de 

recuperação do parasita, onde dos 14 órgãos bioensaiados, T. gondii estava 

presente em 07 órgãos. O índice de recuperação do parasita neste estudo foi 

semelhante ao de El Behairy et al. (2013) que obtiveram um indíce de 51,16% em 

um total de 43 bioensaios com coração de cães no Egito.  

No presente estudo, três animais (cão 05, 08 e 16) considerados positivos na 

sorologia foram negativos no bioensaio e na PCR. Isso pode ser explicado pelos 

parasitas não estarem viáveis nos tecidos destes cães ou não estarem presentes 

nos órgãos utilizados para bioensaio, ou ainda o tecido utilizado apresentava uma 

baixa concentração de cistos teciduais, pois conforme Pena et al. (2008) é 

impossível controlar a dosagem de parasitas viáveis nos produtos da digestão 

utilizados na inoculação. A mesma explicação pode ser dada para os camundongos 

inoculados com amostra de cérebro do cão 06, que foram negativos no bioensaio e 

PCR. Uma vez, que o bioensaio permite reproduzir a infecção com parasitas viáveis 

presentes nas amostras, além de, também aumentar consideravelmente a detecção 

do DNA de T. gondii pela PCR em amostras de camundongos infectados, possuindo 

uma alta sensibilidade (Bezerra et al., 2012a). Isto explica o porquê, a técnica de 

bioensaio em camundongos é ainda o método mais eficaz e utilizado na maioria das 

pesquisas para obtenção de isolados do parasita (HOMAN et al., 2000; SHWAB et 

al., 2014). 

Neste estudo a maior proporção de isolados, 57,1% (4/7) foi obtida das 

amostras de coração canino do que das amostras de cérebro 42,8% (3/7). El 

Behairy et al. (2013) obtiveram percentual semelhante, 51,1% (22/43), com 

bioensaio do coração de 43 cães soropositivos. Muitas pesquisas de isolamento e 

caracterização de isolados em animais têm utilizado o miocárdio como principal 

amostra tecidual para bioensaio (CLEMENTINO ANDRADE et al., 2013; DUBEY et 

al., 2008a; 2008b; DUBEY et al., 2011; DUBEY et al., 2012b; EL BEHAIRY et al., 

2013).  
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Assim como nesta pesquisa, outros estudos também utilizaram o bioensaio 

em camundongos, não apenas, para obter isolados do T. gondii para genotipagem, 

mas também para avaliar a virulência destes isolados, e posteriormente associá-los 

aos genótipos identificados (CARNEIRO et al., 2013; DUBEY et al., 2011; DUBEY et 

al., 2012b; EL BEHAIRY et al., 2013; SHWAB et al., 2014). Pois o bioensaio permite 

definir a virulência da cepa durante o isolamento pela interação parasita-

camundongo, e correlacionar esta virulência com o tipo de genótipo encontrado 

(DUBREMETZ; LEBRUN, 2012; PENA et al., 2008).  

No presente estudo, com cães naturalmente infectados, a caracterização 

genética dos quatro isolados caninos através da multilocus PCR-RFLP com 09 

marcadores, detectou 04 genótipos distintos, de cepas recombinantes e com loci 

atípico (µ-1), circulantes nesta micro-região baiana.  

 Esses resultados corroboram com o de vários autores que através da PCR-

RFLP com vários marcadores, também conseguiram detectar genótipos 

recombinantes, revelando diversidade genética de T. gondii com amostras de 

animais e humanos no Brasil (BEZERRA et al., 2012; CARNEIRO et al., 2013; 

CLEMENTINO ANDRADE et al., 2013; DUBEY et al., 2007a; LANGONI et al., 2012;  

RAJENDRAN et al., 2012; SILVA et al., 2014; SILVA et al., 2011; PENA et al., 2014; 

PENA et al., 2008;).  

Tais estudos junto a este demonstram que é fundamental a genotipagem 

avaliando múltiplos loci, para identificar a real diversidade genética das cepas de T. 

gondii circulantes no Brasil (DÁRDE, 2008; SU et al., 2006). Ainda, Pena et al. 

(2008) acrescentam que apesar dos marcadores utilizados para RFLP serem 

desenvolvidos com base no DNA das linhagens clonais (I, II e III),  eles são capazes 

de revelar alelos atípicos (µ-1, µ-2)  nos locus SAG1, novo SAG2, c22-8, c29-2 e 

PK1. No presente trabalho, foi identificado alelos atípicos em dois genótipos 

(TgDgBr 17 e 21) no locus c22-8. 

Além disso, não houve semelhança dos genótipos encontrados nesta 

pesquisa, com nenhum genótipo de T. gondii em isolados de cães do Brasil, 

avaliados por Dubey et al. (2007a), Pena et al. (2008), Langoni et al. (2012) e Silva 

et al. (2014). Como também, não houve semelhança (Tabela 05) com os genótipos 

identificados por Bezerra et al. (2012b) e Maciel et al. (2014), em isolados de suínos 

e ovinos, respectivamente, na mesma região micro-baiana desta pesquisa. Pois as 

amostras deste estudo possui alelos diferentes em vários loci dos alelos 
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encontrados por Bezerra et al. (2012b) e Maciel et al. (2014), principalmente no 

locus APICO, onde todos alelos encontrados foram do tipo I, o qual não foi 

encontrado, neste mesmo locus, pelos pesquisadores citados. 

Estes dados de alta diversidade genética com cepas recombinantes de T. 

gondii relatados no Brasil sugerem que genótipos recombinantes são freqüentes e 

estão amplamente disseminados, em função do alto índice de recombinação sexual 

destes parasitas (SIBLEY; AJIOKA, 2008). E que ainda, estes genótipos 

recombinantes infectam qualquer hospedeiro, estando circulantes tanto em animais 

como em humanos.  

Todas as cepas encontradas, neste estudo, foram virulentas para 

camundongos, pois todos os camundongos apresentaram sinais clínicos de 

toxoplasmose aguda, seguida de morte com menos de 30 dias após inoculação, 

corroborando com Pena et al. (2008) e Da Silva et al. (2010b), onde uma cepa é 

considerada virulenta quando há 100% de mortalidade dos camundongos em até 04 

semanas após infecção. Estes resultados de virulência foram semelhantes com os 

encontrados por Silva et al. (2014) nas cepas recombinantes (D5 e D6) isoladas de 

cães. 

A virulência observada neste estudo pode ser justificada pela maioria dos 

genótipos terem alelos do tipo I em mais de um locus, e alelos atípicos, o que pode 

influir no fenótipo de cepas recombinantes, implicando em maior virulência. Pois, 

sabe-se que alelos do tipo I são considerados altamente virulentos, resultando na 

mortalidade de camundongos infectados (DARDÉ, 2008; FERREIRA et al., 2006; 

SILVA et al., 2014). Por isso, acredita-se que genótipos recombinantes e cepas 

atípicas possuem forte influência sobre a virulência do parasita, sendo naturalmente 

mais virulentos que genótipos clonais, e por isso ligado a casos graves de 

toxoplasmose em humanos imunocompetentes (AJZENBERG et al., 2004; DA 

SILVA et al., 2010b; DUBEY et al., 2012a).  

 Portanto, a recombinação pode ser capaz de promover novos mecanismos 

patogênicos em cepas recombinantes, resultando em novos genótipos que 

promovem casos mais graves de toxoplasmose em pessoas imunocompetentes, e 

sejam mais patogênicos em camundongos infectados, podendo ainda, com sua 

expansão ocasionar doenças emergentes (Dardé, 2008). 

 A estrutura populacional do parasita, no Brasil, composta de cepas 

recombinantes, como as encontradas neste estudo, possivelmente está associada 
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com um alto índice de contaminação ambiental, por oocistos do parasita, resultando 

em infecção de hospedeiros intermediários e, consequentemente, em aumento na 

oportunidade de recombinação genética do parasita em felinos presentes na fauna 

brasileira. 
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7 CONCLUSÕES 

 

 

1. Isolados de T. gondii foram obtidos das amostras teciduais caninas, 

principalmente de tecido cardíaco. 

 

2. Os quatro isolados são diferentes entre si e com genótipos únicos pela ToxoDB, 

jamais descritos no Brasil e no mundo. 

 

3. Todas as cepas isoladas foram virulentas para camundongos infectados. 
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ANEXO 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 05. Fragmentos de restrição para o locus SAG1 de Toxoplasma gondii após 
digestão com as enzimas Sau96I e HaeII dos isolados TgDgBr6, 13, 17 e 21. M, 
marcador molecular Phix174/Hae III; I, II e III, DNAs referência tipos I, II e III; M1, 
marcador molecular com 1000 pb; CP, controle positivo; 1 a 4 DNA dos isolados 
TgDgBr6, 13, 17 e 21, possuindo fragmentos característicos  de alelo tipo I. 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 06. Fragmentos de restrição para o locus SAG2 de Toxoplasma gondii 
após digestão com as enzimas HinfI e TaqI dos isolados TgDgBr6, 13, 17 e 21. M, 
marcador molecular Phix174/Hae III; I, II e III, DNAs referência tipos I, II e III; M1, 
marcador molecular com 1000 pb; CP, controle positivo; 1 a 4 DNA dos isolados 
TgDgBr6, 13, 17 e 21; setas azuis, fragmentos característicos  de alelo tipo I; 
setas verdes, fragmentos característicos de alelo tipo II; setas vermelhas, 
fragmentos de alelo característico de alelo tipo III. 

M CP 1 2 3 4 I II III M1 

M II III M1 CP 1 2 3 4 I 
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Figura 07. Fragmentos de restrição para o locus SAG3 de Toxoplasma gondii após 
digestão com a enzima NciI dos isolados TgDgBr6, 13, 17 e 21. M, marcador 
molecular Phix174/Hae III; I, II e III, DNAs referência tipos I, II e III; M1, marcador 
molecular com 1000 pb; CP, controle positivo; 1 a 4 DNA dos isolados TgDgBr6, 13, 
17 e 21, possuindo fragmentos característicos de alelo tipo III. 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 08. Fragmentos de restrição para o locus BTUB de Toxoplasma gondii após 

digestão com as enzimas BsiEI e TaqI dos isolados TgDgBr6, 13, 17 e 21. M, 

marcador molecular Phix174/Hae III; I, II e III, DNAs referência tipos I, II e III; M1, 

marcador molecular com 1000 pb; CP, controle positivo; 1 a 4 DNA dos isolados 

TgDgBr6, 13, 17 e 21; setas azuis fragmentos característicos de alelo tipo I, setas 

verdes, fragmentos característicos de alelo tipo II. 

II M I III M1 CP 1 2 3 4 

M I II III M1 CP 1 2 3 4 
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Figura 09. Fragmentos de restrição para o locus c22-8 de Toxoplasma gondii após 

digestão com as enzimas BsmAI e MboII dos isolados TgDgBr6, 13, 17 e 21. M, 

marcador molecular Phix174/Hae III; I, II e III, DNAs referência tipos I, II e III; M1, 

marcador molecular com 1000 pb; CP, controle positivo; 1 a 4 DNA dos isolados 

TgDgBr6, 13, 17 e 21; setas azuis, fragmentos característicos de alelo tipo I; setas 

vermelhas, fragmentos característicos de alelo atípico. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Fragmentos de restrição para o locus c29-2 de Toxoplasma gondii após 

digestão com as enzimas HpyCH4IV e RsaI dos isolados TgDgBr6, 13, 17 e 21. M, 

marcador molecular Phix174/Hae III; I, II e III, DNAs referência tipos I, II e III; M1, 

marcador molecular com 1000 pb; CP, controle positivo; 1 a 4 DNA dos isolados 

TgDgBr6, 13, 17 e 21, possuindo fragmentos característicos de alelo tipo II. 

 

M I II III M1 CP 1 2 3 4 

M I II III M1 CP 1 2 3 4 
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Figura 11. Fragmentos de restrição para o locus GRA6 de Toxoplasma gondii 

após digestão com as enzimas MseI dos isolados TgDgBr6, 13, 17 e 21. M, 

marcador molecular Phix174/Hae III; I, II e III, DNAs referência tipos I, II e III; 

M1, marcador molecular com 1000 pb; CP, controle positivo; 1 a 4 DNA dos 

isolados TgDgBr6, 13, 17 e 21, possuindo fragmentos característicos de alelo 

tipo III. 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Fragmentos de restrição para o locus APICO de Toxoplasma gondii 

após digestão com as enzimas AflII e DdeI dos isolados TgDgBr6, 13, 17 e 21. M, 

marcador molecular Phix174/Hae III; I, II e III, DNAs referência tipos I, II e III; M1, 

marcador molecular com 1000 pb; CP, controle positivo; 1 a 4 DNA dos isolados 

TgDgBr6, 13, 17 e 21, possuindo fragmentos característicos de alelo tipo I. 
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Figura 13. Fragmentos de restrição para o locus L358 de Toxoplasma gondii 

após digestão com as enzimas MseI dos isolados TgDgBr6, 13, 17 e 21. M, 

marcador molecular Phix174/Hae III; I, II e III, DNAs referência tipos I, II e III; M1, 

marcador molecular com 1000 pb; CP, controle positivo; 1 a 4 DNA dos isolados 

TgDgBr6, 13, 17 e 21; setas azuis, fragmentos característicos de alelo tipo I; 

setas vermelhas, fragmentos característicos de alelo tipo III. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Fragmentos de restrição para o locus PK1 de Toxoplasma gondii  

após digestão com as enzimas AvaI e RsaI, porém não houve digestão do 

controle positivo e dos isolados TgDgBr6, 13, 17 e 21. M, marcador molecular 

Phix174/Hae III; I, II e III, DNAs referência tipos I, II e III; M1, marcador molecular 

com 1000pb; CP, controle positivo; 1 a 4 DNA dos isolados TgDgBr6, 13, 17 e 21. 

II M M1 I CP III 1 3 4 2 

M II III M1 CP 1 2 3 4 I 


