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RESUMO

Objetivos: revisar a literatura nacional referente aos principais dados de estudos de toxoplasmose sobre a
epidemiologia, patologia e imunologia, frequéncia de anticorpos e isolamento do parasito em suinos, e as literaturas
nacional e internacional sobre avaliacdo molecular de cepas isoladas de suinos. Fonte de dados: foram pesquisadas
as bases de dados Scielo, Scopus, Science Direct ¢ Google Scholar. Sintese dos dados: a toxoplasmose em suinos
apresenta alta prevaléncia sorologica e de identificagdo do parasito, por isolamento ou detec¢do de DNA, em grande
parte do territorio nacional, causando problemas neurologicos, reprodutivos e econdmicos ¢ aumentando o risco de
transmissdo para a populacdo humana. As principais fontes de infecg¢@o para os suinos ainda sdo os gatos errantes,
responsaveis pela disseminacao e adaptacao do parasito a novos hospedeiros e condi¢des de sobrevivéncia alternativas.
A biologia molecular trouxe grande contribuicdo, ndo somente para a detec¢do em amostras de animais mortos, mas,
principalmente, na elucidagdo do comportamento evolutivo do parasito na espécie suina. Conclusdes: a toxoplasmose
em suinos ¢ um problema real tanto na criagdo como producdo de alimentos, o que resulta em grave problema
econdmico e de saude publica. Apresenta prevaléncia variavel em suinos no mundo ¢ alta variabilidade genotipica,
principalmente na América do Sul.
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ABSTRACT

Aims: To review the national literature of toxoplasmosis about epidemiology, pathology, immunology, antibody
frequency and parasite isolation in swine, and the national and international literature on molecular evaluation of strains
isolated from swine. Source of data: Survey was performed in Scielo, Scopus, Science Direct and Google Scholar
databases. Summary of findings: Toxoplasmosis in swine presents high serological prevalence and parasite identification
by isolation or DNA detection, is widely distributed in national territory, causing neurological, reproductive, and economical
problems, and increases the risk of transmission to human population. Errant cats, which are the main source of infection to
swine, are responsible for the dissemination and adaptation of the parasite to new hosts and alternative survival conditions.
Molecular biology contributed significantly to the parasite detection in samples from dead animals and, particularly, in the
elucidation of the parasite evolutional behavior in swine species. Conclusions: Toxoplasmosis in swine is a real problem
in both breeding and food production, becoming a serious problem to public health. It presents a variable prevalence
in swine around the world, and presents high genotypic variability, particularly in South America.
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INTRODUCAO

O Toxoplasma gondii (T. gondii) ¢ classificado
no filo Apicomplexa, tendo como parentes préoximos
na familia Sarcocystidae, os parasitas dos géneros
Sarcocystis, Frenkelia, Hammondia e Neospora. O ciclo
de vida do 7' gondii ¢é facultativamente heteroxeno: os
felideos sao os hospedeiros definitivos, enquanto que
provavelmente todos os animais homeotérmicos sao
hospedeiros intermediarios. A toxoplasmose ¢ uma das
Zoonoses parasitarias mais comuns, causando também
perdas econdmicas significativas a pecuaria. O homem
e os animais podem infectar-se por trés formas do
ciclo de vida do agente: (1) via oral pela ingestdo de
oocistos eliminados nas fezes de felideos e infectantes
apo6s esporulagdo em um a cinco dias, em condigdes
ambientais favoraveis; (2) pela ingestdo de cistos em
tecidos de hospedeiros intermediarios; e (3) via uterina
pela transmissdo transplacentaria de taquizoitos. O
T. gondii também pode ser transmitido em produtos
sanguineos, transplantes de 6rgéos, ou pela ingestao de
taquizoitos em leite caprino ndo pasteurizado'.

Na vida pos-natal, os seres humanos infectam-
se, na maioria das vezes, pela ingestdo de oocistos
esporulados encontrados no meio-ambiente ou pela
ingestdo de cistos teciduais em carne crua ou mal
cozida de hospedeiros intermediarios. Entretanto, nao
se sabe qual destas vias ¢ epidemiologicamente mais
importante, sendo provavel que as fontes principais de
infec¢do pelo 7. gondii sejam diferentes em populagdes
humanas com habitos culturais e alimentares distintos.'
Os casos em adultos imunodeprimidos representam
principalmente a reativacdo de focos de infecgao
prévia, e Frenkel®> pondera que, nos Estados Unidos
da América, a infeccdo de adultos se daria pela
ingestdo de carne mal cozida, um habito adquirido
culturalmente.

A despeito de ndo se poder precisar exatamente a
importancia dos animais de producdo na transmissao
da toxoplasmose para o ser humano, sabe-se que entre
as espécies exploradas para produc¢do de carne a suina
¢ a que representa a maior fonte de infecgdo em muitos
paises.’ No Brasil, o consumo de carne suina, apesar de
ser menor que o de bovinos e aves,* pode oferecer risco
de infeccdo, principalmente se ndo houver cuidados
sanitarios na producdo desses animais. Soma-se a
este fato o perfil do consumidor, que pode propiciar
habitos de risco. Trabalho realizado em Belo Horizonte
apontou que 71,6% das pessoas entrevistadas ndo
se preocupavam com a origem do produto e 25,7%
compravam produtos no local mais conveniente ou pelo
melhor prego.’ Nao se tem conhecimento de vigilancia
epidemioldgica nos animais destinados ao abate. Deste
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modo, a auséncia de exames soroldégicos nos animais
destinados ao abate permite que os produtos carneos
sejam comercializados livremente, sem fiscalizagao,
visto que na linha de abate ndo ¢ possivel detectar a
presenca do parasito.

Dada a importancia da infeccdo pelo 7. gondii
para a producdo de suinos, bem como o0s riscos que
a carne de animais infectados pode representar para o
ser humano, este artigo teve como objetivo revisar a
produgao bibliografica nacional e internacional sobre
a infecgdo pelo 7. gondii nesses animais.

EPIDEMIOLOGIA

A toxoplasmose suina como doenca natural foi
diagnosticada pela primeira vez nos Estados Unidos
da América, em 1952, por Farrel et al.,® em rebanho
que apresentava elevada mortalidade em todas as
faixas etarias, e deste entdo se tém verificado casos
de pneumonia, encefalite e aborto causando prejuizos
econdmicos para as regides que desenvolvem a
suinocultura.” No Brasil, a toxoplasmose suina foi
diagnosticada pela primeira vez por Silva® no Estado
de Minas Gerais, em 1959. A partir de entdo diversos
grupos tém evidenciado a importancia do 7. gondii
como infeccao e da toxoplasmose como enfermidade
da esfera reprodutiva em suinos no Brasil.”232425

Entre os fatores relacionados com a ocorréncia da
infec¢do em suinos, o sexo dos animais foi apontado
por alguns autores,”!*!'2 sendo sempre mais frequente
em fémeas do que em machos. Este comportamento,
entretanto, provavelmente deve-se mais a um viés
de amostragem do que a uma suscetibilidade ligada
ao sexo. Provaveis variaveis confundidoras, nao
avaliadas nos trabalhos citados, podem ser os reais
fatores associados, como apontaram Brito et al,'* que
verificaram que a maior prevaléncia de infeccdo em
caes machos ndo estava realmente ligada ao sexo,
mas sim ao fato desses animais receberem visceras
cruas como alimento, o que seria o fator de risco
associado.

Outro fator relevante apontado na literatura!#!s!6.!7
¢ a idade do animal. Esta ¢ importante na avaliagdo
do risco de infecgdo pelo consumo de carne suina e
seus derivados. Geralmente a carne in natura é oriunda
de animais jovens, enquanto que muitas vezes 0s
embutidos sdo produzidos com carne de animais de
descarte, normalmente de maior idade e, de acordo
com a literatura, mais frequentemente infectados.

Poucos trabalhos, entretanto, podem ser consi-
derados estudos de prevaléncia, com amostragem
significativa e de composicao aleatoria, o que prejudica
a extrapolacdo dos achados para outras populagdes.
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Carletti et al.'® apontaram maior frequéncia de po-
sitivos em matrizes, quando comparadas aos animais
de terminagdo, e Bezerra et al.’ verificaram que a
positividade foi maior em animais oriundos de abates
clandestinos. Desta maneira, o sistema de criagdo
(intensiva x extensiva)>!® e o grau de tecnificagao'
sdo apontados como fatores de risco para a infec¢do
de suinos.

O contato direto ou indireto com outras espécies
de animais, tais como gatos e roedores, também tem
sido incriminado como fator de risco.!*?° Além disso,
fatores relacionados ao manejo, como a presenca de
lamina d’agua nas pocilgas, bebedouro tipo canaleta e
a presenca de areas alagadigas nas propriedades, foram
associados a maior prevaléncia da infec¢do."

O risco de infec¢do pelo consumo de embutidos
produzidos com carne de suinos tem sido investigado
em trabalhos experimentais. O tratamento da carne
com cloreto de sédio a 3% demonstrou inativar os
parasitos em 85% das amostras tratadas por um periodo
de pelo menos trés dias.?' Navarro et al?> apontam que
48 horas sdo suficientes para inativar o parasito, se o
sal for aplicado em concentracdo de pelo menos 2%;
por outro lado, estes autores verificaram que outros
condimentos ndo tiveram nenhuma atividade contra
0 parasito.

PATOLOGIA E IMUNOLOGIA

Os trabalhos brasileiros também tém investigado
a patologia da infecg¢do pelo 7. gondii em suinos, bem
como as alteracdes imunoldgicas relacionadas a ela.
Vidotto et al.® inocularam porcas entre os dias 42-50
(grupo 1) e 70-93 (grupo 2) da gestacdo, com oocistos
da cepa AS28. Todas as porcas do grupo 1 abortaram
entre oito e nove dias apos a infec¢do, enquanto que
no grupo 2 foi observada mumificagao fetal. Além do
aborto, as porcas apresentaram taquipnéia, corrimento
nasal, lacrimejamento e prostracdo. Neutropenia,
linfocitose e monocitose foram registrados no grupo 1,
€ eosinopenia ocorreu em ambos os grupos. Parasitemia
foi registrada a partir do terceiro dia até 46 dias pos
infec¢do.?* Nos exames anatomopatoldgicos das
porcas foram encontradas congestio e hemorragias de
sistema nervoso central, figado, pulmdes, linfonodos,
bago, rins, musculatura esquelética e porcao final do
intestino delgado. Nos fetos e leitdes as lesdes foram
do tipo hemorragico ou congestivo, principalmente
em sistema nervoso central, figado, pulmdes, bago,
rins, pancreas, linfonodos, musculatura esquelética e
intestino grosso.?

Casos de toxoplasmose congénita natural foram
registrados por Giraldi et al.?* em granjas de suinos
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em Londrina, no Parana. De um total de 43 matrizes
associadas com abortamento, natimortos ou mortos
ap0Os o nascimento, 24 (55,81%) eram positivas para
anticorpos séricos anti-7. gondii. Em cinco casos foi
detectada parasitemia, e em 12 casos os camundongos
inoculados com amostras provenientes dos animais
abortados ou natimortos apresentaram anticorpos
contra o parasito. A imunohistoquimica também
foi positiva em 12 dos 20 casos examinados, sendo
marcados taquizoitos e cistos teciduais em amostras de
cérebro, baco, figado, retina, musculatura e pulmoes.

Da Silva et al.?’ avaliaram a imunogenicidade e
antigenicidade de cinco amostras de 7. gondii quando
inoculadas pela via endovenosa em suinos. Os titulos
individuais variaram de 256 a 4096 aos 19 dias pos
infecgdo, e de 1024 a 32768 aos 44 dias pos infecgao.
A adsor¢do dos soros com antigeno homoélogo ou
heterdlogo levou a alteragcdes semelhantes entre as
amostras. Os autores verificaram que os antigenos de
superficie sdo comuns as diversas amostras avaliadas,
com papel imunodominante na resposta de produgdo
de anticorpos.

Num outro estudo, suinos vacinados com antigenos
incorporados a complexos imunoestimulantes (immune
stimulating complexes — ISCOMSs) apresentaram
elevada produgdo de anticorpos, sem manifestar
sinais clinicos apos desafio com oocistos de uma cepa
heterdloga. Apesar do reisolamento do parasito de
tecidos de animais de outros grupos que ndo o vacinado
e da intensa resposta humoral por esses animais, 0s
autores ndo excluiram a possibilidade de formagao de
cistos teciduais nos animais vacinados.?®

Nishi?’ investigou a expressdo de genes associados
a resposta imune em suinos inoculados pela via oral
com oocistos da cepa VEG. Como em seres humanos
€ murinos, 0s suinos apresentaram uma resposta inicial
relacionada a mecanismos inatos e de inflamag¢ao aguda,
com expressao de interleucina (IL)-1, IL-6, interferon
(IFN)-y e fator de necrose tumoral (TNF)-a. Houve
estimulagdo de uma resposta Th1, com balanceamento
das citocinas regulatorias IL-10, fator de crescimento
transformante (TGF)-B1 e TGF-B3, e participacdo de
células NK (natural killer), porém, a modulacido da
resposta imune pela utilizagdo de B-glucana nao surtiu
efeito protetor na infec¢do aguda por taquizoitos em
suinos.** O inicio da resposta se deu aos dois dias pos
infec¢do, com picos aos quatro e sete e diminuicdo
aos 14 dias.”

A possibilidade de alteragdes espermaticas em
suinos foi investigada por Moura et al.’®’ Foram
inoculados animais com oocistos da cepa P, pela via
oral, ou taquizoitos da cepa RH, pela via subcutanea. A
despeito de ndo promoverem alteragcdes espermaticas,



foram detectados parasitos, seja pela bioprova em
camundongos, seja pela reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) em s€men e nos orgaos reprodutivos, indicando
a possibilidade de transmissao venérea.*?

O comprometimento do sistema digestivo de
suinos experimentalmente infectados foi investigado
por Silva.** Em cinco animais infectados pela via oral
com 5.000 oocistos da cepa M7741 (gendtipo 111)
de T gondii, aos 30 DPI foi verificado aumento de
4,2% na espessura da parede do jejuno, 9,7% na altura
dos vilos € 23,9% na tanica muscular. Aos 60 DPI as
alteracoOes intensificaram-se, com aumento de 25,1%
na parede total, 18,6% na tinica muscular, 32,0% na
tinica mucosa e 12,8% na altura dos vilos. Por outro
lado, nos mesmos animais, ndo foi encontrada morte
neuronal, mas hipertrofia de neurénios NADPH-
diaforase-positivos,** que sdo os neurénios mientéricos
nitrérgicos, principais células nervosas motoras
inibitérias no sistema nervoso entérico. O conjunto
desses achados permitiu aos autores concluir que a
infec¢do pelo parasito levou a um processo de aumento
de contratilidade, provavelmente uma resposta para
eliminacao da infecgao, evidenciada principalmente pela
ocorréncia de diarréia nos animais experimentalmente
infectados, durante todo o experimento.

DETECCAO DE ANTICORPOS SERICOS

A detecgdo de anticorpos séricos, como em outras
espécies, ¢ o método mais frequentemente utilizado
na determinagdo da infec¢do pelo 7. gondii em suinos.
No Brasil, desde 1972 (Tabela 1) tem se registrado a
frequéncia de anticorpos séricos em varias regides. A
utilizacdo de diferentes métodos, antigenos comerciais
ou preparados em cada laboratorio, bem como os
pontos de corte utilizados, limitam a comparagao dos
resultados. De uma forma geral verifica-se que, em
suinos provenientes de granja ¢ em idade de abate
comercial, a frequéncia de anticorpos tem diminuido,
como referido por autores em outros paises®. Este
comportamento, segundo a maioria dos autores,
deve-se ao aumento da tecnificagdo das propriedades,
com forte impacto das medidas de biosseguranc¢a na
prevaléncia da infecgdo.*

A pesquisa internacional tem contribuido também
na valida¢do dos métodos de detec¢ao de anticorpos.
A reagdo de imunofluorescéncia indireta (RIFI) e o
teste aglutinacdo direta modificada (MAT) reconhecem
anticorpos dirigidos a antigenos de superficie do
parasito, enquanto que a hemaglutinacdo (HA) e o
ELISA, normalmente reconhecem também antigenos
citoplasmaticos, tendendo a detectar anticorpos
mais tardios. Os resultados de Minho et al.®® sdo
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interessantes, pois ndo encontraram diferencgas entre
a RIFI e o MAT. Segundo Dubey et al.,* 0o MAT é um
teste de elevada sensibilidade para uso em suinos, com
elevada especifidade analitica,” sendo menos sensivel
apenas que o ELISA.™

ISOLAMENTO DO PARASITO

A despeito da importancia dos levantamentos de
anticorpos séricos como instrumento de vigilancia
epidemioldgica, apenas o isolamento de parasitas viaveis
de produtos carneos permite avaliar o risco real para a
saude publica. A Tabela 2 sumaria os resultados obtidos
a partir de amostras naturalmente contaminadas.

Os resultados variam em fung¢do do tipo de amostra
examinada e do método de bioprova utilizado. No
Brasil utiliza-se com frequéncia o isolamento em
camundongos, que ¢ menos sensivel, por exemplo,
que o isolamento em gatos, devido a quantidade de
amostra que pode ser administrada em cada modelo.*
Como os cistos de 7. gondii podem estar irregularmente
distribuidos na amostra, a chance de isolamento diminui
se a quantidade de tecido examinada for pequena.

Almeida et al.”? relataram surto intrafamiliar de
toxoplasmose em Santa Vitoria do Palmar, RS. Na
investigacdo epidemiologica realizada, o consumo
de copa, um embutido produzido com carne suina
esteve associada a infecgao pelo parasito. A inoculagdo
da amostra de copa em camundongos resultou na
soroconversao dos mesmos, indicando a possibilidade
da presenga de parasitos viaveis na amostra.

APLICACAO MOLECULAR NO
DIAGNOSTICO E PESQUISA

A necessidade de métodos diagndsticos mais pre-
cisos e sensiveis fez com o que o estudo do material
genético assumisse uma nova perspectiva para o sucesso
diagnostico e uma nova vertente a ser explorada para os
varios microrganismos, a partir da descoberta da PCR
por Kary Mullis em 1985, incluindo 7. gondii. Porém
¢ importante enfatizar que a detec¢do molecular do
DNA de T gondii ndo substitui os métodos diagnosticos
tradicionais no diagnodstico da doenga. Assim, a
associagao de dois ou mais métodos diagnosticos revela
a instalag@o da infec¢do e auxilia na discriminacdo do
estagio da mesma.” Dessa forma, a detec¢do molecular
do agente apresenta grande importancia e, dependendo
das técnicas utilizadas, permite caracterizar a estrutura
populacional clonal e analisar a evolugdo populacional
do parasito. A manifestacdo clinica da infec¢ao estara
intimamente ligada as mutagdes ocorridas na estrutura
populacional.
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Tabela 1. Frequéncia de anticorpos anti-7. gondii em suinos no Brasil

Ano Local Categoria Nun.lero % Teste Ponto de Referéncia
examinado  Positivos corte
1972 Sao Paulo 10 60,0 SF - 35
1975  Sao Paulo e Rio Grande do Sul Abatedouro 206 22,8 HAI 256 36
1976  Minas Gerais - 900 29,9 RIFT - 37
1978  Sao Paulo, SP Abatedouro 513 25,7 RIFI 20 38
1978  Botucatu, SP Granjas 487 19,1 RIFI 20 38
1978  Sao Paulo, SP Abatedouro 328 32,8 RIFT 16 39
1978  Jaboticabal, SP Granjas 960 24,6 HAI 64 40
1979  Sao Paulo Granjas 409 47 RIFI - 41
1984  Rio Grande - 2142 11,0 LAT - 42
1986  Sao Paulo Abatedouro 273 57,9 RIFI 16 43
1986  Sao Paulo Abatedouro 273 42,1 HA 16 43
1988  Santa Catarina Granjas 1033 1,2 HAI 64 44
1990  Parana Granjas 1131 37,8 RIFI 64 45
1992 Igarapé, MG Semi-intensivo 198 90,4 RIFI 16 46
1995  Rio Grande do Sul Abatedouro 200 18,0 HAI 64 47
1997  Erechim, RS Abatedouro 274 7,3 RIFI 16 12
1998  Erechim, RS Abatedouro 792 14,0 RIFI 16 48
1998  Erechim, RS Abatedouro 792 16,7 ELISA - 48
1999  Parana Granjas 267 24,0 RIFI 64 49
1999  Goiania, GO Matrizes 829 27,7 HAI 64 50
2000  Sao Paulo, SP Abatedouro 300 9,6 ELISA 0,270 51
2000  Sao Paulo, SP Abatedouro 300 21,0 HA 16 51
2000  Santa Catarina e Rio Grande do Sul Granjas de manejo intensivo 114 45,6 MAT 25 52
2000  Santa Catarina e Rio Grande do Sul ~ Granjas de manejo extensivo 115 86,1 MAT 25 52
2003  Porto Alegre, RS Abatedouro 240 33,7 RIFT 16 53
2003  Porto Alegre, RS Abatedouro 240 20,0 HAI 16 53
2003  Parana Cachacos 40 1,2 RIFI 64 19
2003  Parana Marras 157 3,8 RIFI 64 19
2003  Parana Matrizes 324 10,4 RIFI 64 19
2005  Sao Paulo Granjas 500 0,8 RIFI 64 54
2005  Pernambuco Granjas 259 4,7 RIFI 64 54
2005  Sao Paulo e Pernambuco Granjas 759 1,32 MAT 64 54
2005  Parana Terminagao 395 2,8 RIFI 64 18
2005  Parana Matriz 29 20,7 RIFI 64 18
2005  Sao Paulo Abatedouro 286 17,0 MAT 25 55
2005  Pelotas, RS Granjas 195 9,2 HAI 16 20
2005  Pelotas, RS Granjas 195 13,9 RIFI 16 20
2006  Minas Gerais Granjas 72 0,0 - - 56
2006  Barra Mansa, RJ Granjas 38 65,8 RIFI 16 57
2006  Rondonia Granjas 80 33,5 MAT 25 58
2006  Rondodnia Granjas 80 37,5 RIFI 25 58
2007  Sao Paulo Abatedouro 213 8,5 RIFI - 59
2007  Guarapuava, PR Abatedouro 117 8,5 RIFI 65 10
2007  Registro, SP Granjas 550 20,2 MAT 64 60
2007  Ponte Nova, MG Abatedouro 150 0,0 MAT 16 61
2007  Sdo Manuel, SP Abatedouro 75 0,0 MAT 16 61
2007  Uba, MG Abatedouro 37 0,0 MAT 16 61
2008  Umuarama, PR Abatedouro 226 1,8 MAT 25 14
2008  Parana Granjas 78 23,1 MAT 25 14
2008  Ipero, PR Abatedouro 259 0,4 MAT 25 15
2008  Umuarama, PR Granjas 94 28,7 MAT 25 15
2008  Parana Terminagao 322 23,3 RIFT 64 62
2008  Parana Adultos 86 33,7 RIFI 64 62
2009  Bahia Granja 371 14,8 ELISA 16 9
2009  Bahia Rustico 94 31,9 ELISA 16 9
2009  Sao Paulo Granja 108 6,5 MAT 16 63
2009  Sao Paulo Abatedouro 198 35,0 MAT 16 63
2009  Paraiba 130 36,2 RIFI 50 64

SE: Sabin-Feldman; RIFI: reacdo de imunofluorescéncia indireta; HA: hemaglutinagao indireta; MAT: aglutinagdo direta;

ELISA: ensaio imunoenzimatico.
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Tabela 2. Isolamento de 7. gondii em camundongos a partir de tecidos de suinos no Brasil

plﬁ)llli(l:gfﬁo Local eyl:ixlllnllils;:;o Nﬁﬂi(;s(:twos % Material avaliado* Referéncia
1969 Sao Paulo 25 8 32 Diafragma 67
1969 Sio Paulo, SP 73 5 6,8 Musculatura 68
1969 Sao Paulo, SP 10 0 0,0 Embutido 68
1977 Minas Gerais 159 1 0,6 Diafragma 69
1977 Minas Gerais 98 4 4,0 Cérebro 69
1992 Londrina, PR 117 23 19,7 Musculatura 70
1992 Londrina, PR 36 8 22,2 Cérebro 70
2004 Botucatu, SP 70 0 0,0 Embutido* 71
2005 Londrina, PR 149 13 8,7 Embutido* 72
2005 Sao Paulo 28 7 25,0 Coragao, cérebro, lingua 55
2006 Campos dos Goytacazes, RJ 12 6 50,0  Cérebro 73

* Embutidos s@o produtos fabricados a partir de diversos tecidos de suinos

A biologia molecular na toxoplasmose em suinos
apresenta muitas utilidades, tanto na pesquisa, seja
em estudos experimentais ou observacionais,!®77
bem como no diagnostico em suinos domésticos e
javalis’. Tal ferramenta tem sido muito utilizada em
estudos transversais, acompanhamento de tratamento
e de vacinas, epidemiologia molecular, evolucio
populacional e diagnodstico clinico.””7878 Varias
técnicas de PCR tém sido desenvolvidas para o
diagnostico de toxoplasmose, utilizando diversos tipos
de amostras clinicas® e varias técnicas moleculares
como nested-PCR, multiplex-PCR, polimorfismo
de comprimento do fragmento de restricio (RFLP-
PCR), real time-PCR, analise de microsatélites e
sequenciamento, entre outras.$83:84

T. gondii possui uma estrutura populacional
altamente clonal,’ que consiste predominantemente
de trés linhagens, designadas I, II e 111, indicando que
sua propagag¢do na natureza ocorre principalmente pela
replicacao assexuada ou por cruzamentos uniparenterais.
A propagacao do parasita parece ocorrer primariamente
pela reproducdo clonal, com recombinagdo sexual
entre as diferentes cepas do parasita ocorrendo nédo
frequentemente, somente nas populagdes naturais.®¢7
As variantes do parasita podem estar melhor adaptadas
a diferentes hospedeiros intermedidrios. Num exemplo
hipotético, cepas que sdo abortivas para animais de
produ¢ao, como ovinos e suinos, poderiam provocar
doenga ocular severa no ser humano. Desta maneira,
torna-se necessaria a analise de um maior nimero de
amostras do parasito, originarias de multiplas fontes de
infec¢do (amostras de tecido colhidas em abatedouros,
amostras de tecidos de fetos abortados, amostras de
solo, dgua e verduras contaminadas), para se avaliar
as possiveis associagdes entre genotipos e doenga no
homem e nos animais.*

Atualmente varias técnicas sdo utilizadas para o
estudo e diagnostico da populacdo clonal de 7. gondii,
assim como os mecanismos de ocorréncia da infeccao
por epidemiologia molecular. Muitas vezes um teste
diagnostico ndo ¢ suficiente, sendo necessaria a associacao
entre duas ou mais técnicas diagndsticas.””$%

Até 2002, muitos estudos baseavam-se na
amplificagdo de genes com poucas copias no genoma
de T gondii. Um dos mais utilizados era o gene
SAGI, com apenas uma copia, seguido pelo gene Bl
com 35 coépias,® DNA ribossomal com 110 cdpias
e, posteriormente, o 18S DNA ribossomal com 200
copias.’! Atualmente, muitos estudos utilizam o gene
repetitivo de 529 pares de base (pb),’! que apresenta de
200 a 300 copias no genoma do parasito, além de ser
altamente especifico do ponto de vista analitico.

Em animais de abatedouros, as técnicas moleculares
também podem ser utilizadas para pesquisa em
produtos carneos’ e analise do risco da infecgdo
humana. Tsutsui et al.”> comprovaram isto detectando
gene B1 em 22,5% amostras de carne positivas, inferior
a detecgdo pelo bioensaio (67,5%). Neste caso, a PCR
ndo permitiu expressar o verdadeiro risco de infec¢ao
do consumidor. Resultados similares foram obtidos
por Garcia et al.” em suinos experimentalmente
infectados, detectando o gene repetitivo de 529pb em
16,6%, comparado a 55,1% pelo bioensaio. Assim,
salienta-se que mesmo utilizando-se regides com
muitos repeticdes, a combinagdo de técnicas muitas
vezes ¢ o mais eficaz para a detec¢do de genotipos
recombinantes, como obtido por Yai et al.”* ¢ Brandao
et al.,>® com a utilizacdo da nested-PCR. Com isso,
ndo somente a identificacdo do DNA do parasito ¢
necessaria, mas também ¢€ preciso saber em que regiao
do genoma trabalhar, aumentando-se a sensibilidade
analitica do teste e da genotipagem.
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A possibilidade de que o genotipo do parasita tenha
influéncia sobre a severidade da doenca no homem
tem suporte nas diferengas de viruléncia das cepas
em modelos experimentais animais, em trabalhos
realizados nos EUA e Europa. As cepas do tipo I e 111
levam a infec¢ao cronica e produgao de cistos teciduais
em camundongos, enquanto as cepas do tipo I sdo
extremamente virulentas para camundongos, causando
niveis significativos de parasitemia, que pode aumentar
o risco de transmissdo transplacentaria ou severidade
de infecgdo nos fetos em desenvolvimento.®

Atualmente existem varios protocolos de geno-
tipagem envolvendo analise de microsatélites locali-
zados em regides muito proximas no DNA: TUB2,
W35, TgM-A, B18 e B17 e M33;7%% ¢ técnicas de
amplificagdo, reamplificacdo e cortes enzimaticos.””#
O ultimo protocolo tem sido mais frequentemente
utilizado para genotipar amostras isoladas no mundo
todo utilizando 12 marcadores genotipicos (SAGI,
5’-3’SAG2, aSAG2, SAG3, BTUb, GRA6, c22-8,
¢29-2,1.358, PK1, Apico, CS3). Esta aplicagdo permitiu
a identificacdo de diferentes genotipos do parasito,
muitos deles virulentos em camundongos. Assim, uma
nova associacao entre mutagdes adaptativas do parasito
ao ambiente e seus hospedeiros permitiu caracterizar
mais especificamente o perfil genotipico da populagao
clonal de 7’ gondii em todo o mundo.

Referente a genotipagem no locus SAG2, varios
estudos apresentam a mesma limitagao, seja na detecg¢ao
em produtos carneos” de bovinos, suinos e frangos
(detectando-se os tipos I, II e III), em linguica suina®
(detectando o tipo I em 73,68% amostras e o tipo 111
26,32%), como também em suinos domésticos.>>’

A anilise das sequéncias polimorficas permite
a determinac¢do da cepa.®® A maioria dos estudos de
genotipagem de 7. gondii é baseada na analise da RFLP-
PCR do gene SAG2, porém este apresenta problemas
técnicos, tais como a amplificacdo incompleta do
gene SAG2% ou a digestdo incompleta do DNA pelas
enzimas de restri¢cdo.®® Outros trabalhos utilizam até
mesmo outras regides, como o gene GRA6, onde
também ocorre 0 mesmo problema,” limitando a
reprodutibilidade. Ha limita¢des na genotipagem de
cepas baseada em somente um ou dois loci,*®* uma
vez que exclui a possibilidade de identificagdo de
gendtipos recombinantes.

Belfort-Neto et al'® mencionam a presenga no
Brasil de gendtipos atipicos, recombinantes, detectados
por meio da RFLP-PCR de trés marcadores genéticos.
Assim, confirma-se que quanto mais marcadores sio
utilizados, uma analise mais complexa do gendtipo
pode ser determinada, e com mais critérios, permitindo-
se a detec¢do de possiveis mutagdes no genoma do
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parasito e a presenca de genotipos recombinantes.
Estes dados s@o comprovados por Su et al,** Pena et al”
e Da Silva et al.” Mesmo com a utiliza¢do da nested-
PCR, a genotipagem no /ocus SAG2 ¢é ineficiente na
detec¢do de gendtipos recombinantes, como observado
por Brandao et al.*

A genotipagem em varios loci é necessaria para
revelar genotipos recombinantes e alelos atipicos, mais
frequentemente encontrados em isolamentos colhidos
em d4reas remotas ou ambiente selvagem, avaliar
a diversidade genética da populagdo de 7. gondii,
encontrar os fatores genéticos que podem influenciar
a viruléncia, entender um eventual mecanismo
de selecdo de genodtipos de acordo com a espécie
hospedeira e tentar encontrar relagdes entre o genotipo
e a doenga humana.” Os gendtipos recombinantes, ou
gendtipos com alelos atipicos, representam somente 5
a 10% na maior parte das cole¢des de isolamentos,®
mas eles sdo mais frequentes entre as amostras de
isolamentos de espécies hospedeiras exdticas, ou de
areas geograficamente remotas, ou de pacientes com
apresentacgdo clinica incomum. Além disso, as cepas
recombinantes e cepas atipicas sdo resultados de
pressdes seletivas sobre a mais antiga cepa ancestral
(tipo III), com forte influéncia sobre a viruléncia.®® A
tipificacdo genética baseada em um ou dois loci ¢ muito
limitada na habilidade de detectar cepas recombinantes
e cepas atipicas, caracterizadas por alelos incomuns em
outros /oci. O estudo de Gallego et al.’ foi um exemplo,
detectando 66% de amostras infectadas, porém ndo
permitindo a detec¢do de genodtipos recombinantes na
Colombia. Sabe-se que a América do Sul possui alta
ocorréncia de gendtipos recombinantes de 7. gondii.
Deste modo, estudos baseados na genotipagem somente
do locus SAG2 devem ser reconsiderados.”3

Na América do Norte, certa variabilidade genotipica
pode ser identificada. Dubey et al.!? ¢ Velmurugan et
al.'® detectaram nove gendétipos de 182 isolamentos
de T' gondii a partir de amostras de suinos domésticos
destinados ao consumo humano, sendo que 52% foram
tipo II, 27% tipo III e os demais possuiam genotipos
recombinantes entre os alelos I, II e III em diferentes
loci. Além disso, oito genotipos ja haviam sido
identificados em diferentes espécies animais e regioes
geograficas. Ha ainda a possibilidade de combinagéo
da analise de microsatélites com RFLP-PCR.7

O estudo conduzido por Ferreira et al'® permitiu
pela RFLP-PCR em oito /oci, a constatacdo que as
20 cepas de T. gondii, isoladas de humanos e animais
no Brasil, tinham gendtipos recombinantes, com
alelos tipicos dos tipos I, II e III, explicado por uma
formac¢do de recombinantes a partir do cruzamento
entre membros de linhagens clonais e podendo ser



responsaveis pela heterogeneidade observada na viru-
1éncia das cepas de T. gondii. Este foi o primeiro relato
de cepas recombinantes de 7. gondii no Brasil, em hos-
pedeiros diferentes. Enquanto isso, Zhou et al.”” reali-
zaram trabalho semelhante na China, identificando dois
suinos com tipo I e trés com tipos recombinantes, dentre
outras amostras animais também genotipadas. Varios
estudos té€m ilustrado a alta frequéncia de cepas tipo |
e III, e a auséncia de cepas tipo I1,*-'% contudo, nesses
estudos, a analise em somente um ou dois /oci foi incapaz
de identificar as cepas brasileiras como hibridos.

Su et al®® verificaram pela RFLP-PCR em nove
loci que os isolamentos de 7. gondii de diferentes
fontes podem ser claramente distinguidos dos tipos
atipicos e revelar a diversidade genética dos parasitas,
porém com a limita¢do de ndo ser capaz de distinguir
isolamentos relacionados dentro de uma linhagem
clonal. Cavalcante et al,'* estudando seis /oci génicos
do T! gondii (SAG2, SAG3, GRAG6, L363, cS10-A6,
c¢B21-4) em cabras, obtiveram dois isolamentos de
5,9% de animais soropositivos, no estado do Ceara,
onde os gendtipos eram recombinantes, diferentes
dos tipos I, II e III originalmente isolados no Velho
Mundo. Diversos autores comprovam uma alta
diversidade genética do parasita na América do Sul,
comparando-se aos gendtipos I, I e I1I primeiramente
isolados de amostras na Europa e América do Norte. O
parasita foi isolado de diversas espécies animais como
cabras no Ceara, Brasil, cdes na Colombia!?’, gatos na
Coldémbia!® e frangos na Nicaragua'® e no Brasil.”-7s!10
Nos paises asiaticos tém-se uma diversidade genética
limitada em contraste com a América do Sul,®%106:107.110,111
visto que em analise baseada em 11 marcadores
genéticos, isolaram-se oito amostras provenientes de
21 amostras soropositivas, de cdes, no Vietna, com a
deteccao de apenas dois genotipos, sendo os mesmos
genotipos encontrados na China,” e ambos tinham
sua origem na Colémbia.!”” Enquanto isso, Da Silva
et al” identificaram cinco novos genoétipos em ovinos
destinados ao abate, além da identificacao e isolamento
pela primeira vez do geno6tipo II no Brasil.

A divergéncia gendmica entre as linhagens ¢ de
cerca de 1%."? Desse modo, o encontro de infec¢ao
mista em hospedeiros intermediarios leva a uma
mais frequente diversidade genética entre diferentes
linhagens do parasita a medida que os hospedeiros
intermediarios sdo presas dos hospedeiros definitivos,
o que facilita a evolucdo do 7. gondii.”’80-10%:113

CONCLUSOES

Com base nos dados obtidos, a toxoplasmose em
suinos consiste em um problema presente nos dias de
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hoje tanto na criagdo como na produgao de alimentos
de suinos, gerando grandes problemas econémicos e de
saude publica. Apresenta ampla prevaléncia no mundo,
gerando problemas reprodutivos e alta variabilidade
genotipica, principalmente na América do Sul.
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