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RESUMO 

 
Os roedores sinantrópicos comensais podem participar do ciclo epidemiológico 
de diversas enfermidades, entre elas a toxoplasmose. O presente trabalho 
objetivou verificar a infecção de roedores sinantrópicos em área urbana na 
cidade de Umuarama-PR e comparar a detecção de anticorpos contra T. gondii 
pelo método de aglutinação direta em amostras de fígado, baço e musculatura 
de camundongos cronicamente infectados, além de verificar a influência da 
autólise na performance da detecção de anticorpos em tecidos. Neste estudo 
foram verificados a presença de anticorpos séricos contra Toxoplasma gondii 
pelo método de aglutinação direta em 43 roedores capturados na área urbana 
de Umuarama, PR, Brasil. Além disso, amostras de cérebro e coração foram 
coletadas, digeridas em pepsina e inoculadas em camundongos para 
isolamento do parasito. As cepas isoladas foram submetidas à genotipagem 
multilocus. Todos os roedores foram soronegativos, e o parasito isolado de um 
Mus musculus e um Rattus rattus, sendo as cepas classificadas como similares 
a cepas de T. gondii isoladas anteriormente em gatos no Estado do Paraná. 
Diversos testes de detecção de anticorpos têm sido propostos desde a 
descrição inicial do teste de Sabin-Feldman, usualmente utilizando o soro 
sanguíneo como amostra para a detecção. Tecidos e líquidos fetais também 
podem ser utilizados para a pesquisa de anticorpos, entretanto poucos 
trabalhos comparam a performance desta detecção em amostras pareadas 
com soro sanguíneo, e a avaliação do efeito da autólise não foi verificado. 
Desta forma, este trabalho apresenta também os resultados de sensibilidade, 
especificidade e a eficiência do método de aglutinação direta na detecção de 
anticorpos anti-T. gondii em amostras de fígado, baço e musculatura, recém 
coletadas, ou autolisadas, oriundas de camundongos cronicamente infectados. 
A avaliação de anticorpos foi mais eficiente nas amostras de musculatura, seja 
naquelas recém coletadas, ou nas provenientes de tecidos autolisados. 

Palavras-chave:  Roedores sinantrópicos, tipagem de cepas, detecção de 
anticorpos em tecidos, curvas ROC. 
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ABSTRACT 
 

Synanthropic commensal rodents may participate in epidemiological cycle of 
many diseases, including toxoplasmosis. This work aims to verify the infection 
of synanthropic rodents in the urban area of Umuarama municipality, PR, and 
compare the detection of anti-Toxoplasma gondii antibodies by modified 
agglutination test in samples of liver, spleen and muscular tissue of chronically 
infected mice, besides verify the influence of autolysis in the performance of 
antibody detection in tissues. Anti-T. gondii antibodies were verified by modified 
agglutination test in 43 rodents captured in Umuarama urban area, PR, Brazil. 
Samples of heart and brain are collected, digested by pepsin and inoculated in 
mice for parasite isolation. Isolated strains were submitted to multilocus 
genotyping. All rodent are serum negative, but the parasite were isolated from 
one Mus musculus and one Rattus rattus, being the strains classified as similar 
to strains of T. gondii isolated from cats in Parana State. Many antibody 
detection tests have been proposed until initial description of Sabin-Feldman 
dye test, usually using sera from blood as sample for detection. Tissues and 
fetal fluids may be utilized for antibody detection too, although few research 
compare the performance of this detection in paired samples of blood sera, and 
the evaluation of autolysis effect was not been verified. This research presents 
results of sensibility, specificity and the efficiency of modified agglutination test 
in anti-T. gondii antibody detection in samples of liver, spleen and muscle, 
freshly collected or autolysed, from chronically infected mice. Antibody 
evaluation were more efficient in freshly and autolysed muscle samples. 

Key-words:  Synanthropic rodent, strain typing, tissue antibody detection, ROC 
curve. 
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Abstract 13 

Synanthropic commensal rodents, mainly rats and mice, are those animals ecologically associated 14 

with humans due to the changes in their environments caused by human activities. These animals 15 

may take part in the epidemiological cycles of several diseases, including toxoplasmosis. This study 16 

assessed the presence of serum antibodies against Toxoplasma gondii in 43 rodents captured in the 17 

urban area of Umuarama, PR, Brasil, using the modified agglutination test. Besides, heart and brain 18 

samples were collected, digested in pepsin and inoculated in mice for the isolation of the parasite. 19 

Isolated strains were analyzed by multilocus genotyping. All rodents were seronegative and the 20 

parasite was isolated in one mouse (Mus musculus) and one rat (Rattus rattus). Classification of the 21 

strains showed that they were similar to T. gondii strains isolated from cats in the state of Parana. 22 

Keywords: Toxoplasmosis; Mus musculus; Rattus rattus; antibody detection; bioassay; strain 23 

typing 24 

1. Introduction 25 

 Rodents (MAMMALIA, RODENTIA) have an enormous ability to adapt, and may live in 26 

any terrestrial environment. Synanthropism in some species are related to the effect of human 27 

activities in their environments. The most important synanthropic commensal species are Rattus 28 

norvegicus, Rattus rattus and Mus musculus (Brasil, 2002). 29 

Disorganized population growth and development of towns, cities and megalopolises lead to 30 

basic sanitation problems and offer ideal conditions not only for the establishment of a commensal 31 

relationship between rodents and humans, but also for their proliferation. This synanthropism 32 

causes economic and sanitary problems of importance both in rural and urban areas (Brasil, 2002; 33 

Querino et al., 2003). 34 
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Toxoplasmosis is one of the diseases in which rodents have an important role as 35 

intermediate hosts (Bevilaqua; Carmo; Giudice, 2004; Brasil, 2002). The epidemiological 36 

importance of T. gondii infection in rodents is related to the fact that these animals may work as 37 

sources of cysts for pigs, dogs and possibly cats, all of which have been reported to feed on rodents 38 

(Murrell et al., 1984; Childs, 1986). Besides, they may infect other rodents, either by congenital 39 

transmission or by cannibalism (Murphy et al., 2008). 40 

Despite the reports on T. gondii natural infection in rodents all over the world assessed by 41 

the presence of serum antibodies, parasite isolation in rodents and DNA detection (Dubey; Frenkel, 42 

1998), few trials have been carried out in Brazil, mainly involving the isolation and genotyping of 43 

the strains. The objective of this study was to assess the occurrence of infection in synanthropic 44 

commensal rodents of urban areas in Brazil by means of antibody detection and isolation in mice, 45 

followed by strain genotyping. 46 

2. Material and Methods 47 

2.1.  Capture of the rodents 48 

 This study was analyzed and approved by the Animal Ethics Committee of Universidade 49 

Paranaense, Umuarama, PR, Brazil. 50 

 Synanthropic commensal rodents were captured in Sherman traps and cages placed where 51 

their presence had been reported or where there were signs (stains, feces) of their presence. Twenty 52 

traps were placed every week in predetermined places. Traps were checked every day for the 53 

presence of animals. Captured rodents were transported to the laboratory (Laboratório de Medicina 54 

Veterinária Preventiva e Saúde Pública, Mestrado em Ciência Animal, Universidade Paranaense) 55 

where samples were collected for examination. 56 

2.2. Collection of the samples 57 

 In the laboratory, captured animals were anesthetized using halothane in an anesthesia 58 

chamber. After reaching the anesthetic plane, biometrical data was collected and the species was 59 

identified (Brasil, 2002). Blood samples were collected from the anesthetized animals using the 60 

retro-orbital sinus. Blood samples were stored in microtubes labeled with a protocol number. After 61 

that, animals were killed by anesthetic overdose. 62 

 After collection, blood samples were centrifuged at 1650 g for 15 minutes for serum 63 

separation. Aliquots of up to 1.0 mL of serum were stored at -20oC in adequately labeled plastic 64 

microtubes until the moment of analysis for the presence of antibodies anti- Toxoplasma. 65 

2.3. Detection of antibodies anti-Toxoplasma gondii 66 

 Detection of antibodies anti-Toxoplasma was carried out by means of the modified 67 

agglutination test (MAT) using formalin-fixed antigens and sera diluted 1:10 (Desmonts; 68 
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Remington, 1980). In each test run, sera from mice known to be positive or negative in MAT were 69 

anlysed as controls. 70 

2.4. Isolation in mice  71 

 Brain and heart samples collected from the rodents were processed for isolation in Swiss 72 

Webster mice, according to the protocol by Dubey (1998). Samples of animals positive in MAT 73 

were individually processed, whereas for seronegative rodents, brains and hearts of up to five 74 

animals were pooled together.  Five mice were inoculated by subcutaneous route with each digested 75 

sample. Inoculated animals were kept under controlled photoperiod and temperature, were offered 76 

water and feed ad libitum, and were observed for 60 days. All mice were killed 60 days after the 77 

inoculation, and blood was collected for MAT detection of antibodies anti-Toxoplasma. The brains 78 

of these animals were also analyzed for the presence of parasites after maceration and resuspension 79 

in 0.18% saline. Samples were considered positive when showed cysts in brain macerates, or 80 

showed positive results in MAT (Dubey; Beattie, 1988). 81 

2.5. Molecular detection and genotyping of T. gondii isolates 82 

 Brain samples of seropositive mice and /or those that showed tissue cysts were sent to the 83 

Grupo de Pesquisa em Zoonoses (NUPEZO) from Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia 84 

at Universidade Estadual Paulista, UNESP – Botucatu Campus for DNA detection and genotyping. 85 

Extraction and purification of DNA from tissue samples were carried out using the Illustra 86 

Tissue and cells genomic Prep Mini spin kit (GE Healthcare Life Sciences do Brasil Ltda.®, Brazil), 87 

following the manufacturer’s instructions. PCR was carried out using the primers described by 88 

Homan et al. (2000), which amplify a 529bp fragment, AF146527 [Genbank], that is repeated 200- 89 

to 300-times in T. gondii genome. Thus, primers TOX4 90 

(5’CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG3’) and TOX5 91 

(5’CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT3’) were used. PCR was performed in the reaction 92 

mixture containing 10pM of each primer (Prodimol, Brazil), 10X PCR buffer (50mM KCl, 10mM 93 

Tris-HCl, Invitrogen, São Paulo, SP, Brazil), 1.5mM MgCl2 (Invitrogen, Brazil), 1.25mM dNTP 94 

(Invitrogen, Brazil), 0.15U Platinum Taq polymerase (Invitrogen, Brazil), and ultrapure water to 95 

25µL. Amplification was performed in a MasterCycler EP gradient (Eppendorf, Brazil). Initial 96 

denaturation for 7 minutes at 94ºC was followed by 35 cycles of 1 minute at 94ºC, 1 minute at 60ºC 97 

and 1 minute at 72ºC, and final extension for 10 minutes at 72ºC. The sequence was visualized by 98 

electrophoresis in 1.5% agarose gel stained with ethidium bromide, and recorded using a digital gel-99 

documentation system (UVP, USA). 100 

 Strain typing was performed using 12 genetic markers SAG1, SAG2, SAG3, BTUB, GRA6, 101 

c22-8, c29-2, L358, PK1, Apico and CS3, as described previously (Su et al., 2006; Ferreira et al., 102 
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2006; Dubey et al., 2007; Pena et al., 2008). An additional marker (ROP18) was included to 103 

evaluate the virulence of the strains (Khan et al., 2009), as CS3 (Khan et al., 2005). Reference 104 

strains (GT1, PTG, CTG, TgCgCa1, MAS and TgCatBr5) were used as controls. Target DNA 105 

sequences were first amplified by multiplex-PCR using external primers for all markers followed by 106 

genotyping using nested-PCR for individual markers, as described previously (Su et al., 2006; 107 

Ferreira et al., 2006; Dubey et al., 2007; Pena et al., 2008). All products were visualized by 108 

electrophoresis in agarose gel (1.5, 2.5 or 3%, depending of the marker) stained with ethidium 109 

bromide, and recorded using a digital gel-documentation system (UVP, USA). 110 

3. Results 111 

 Forty-three rodents were captured. From this total, 44.2% were Mus musculus and 55.8% 112 

were Rattus rattus. Among M. musculus specimens, 31.6% were male and 68.4% were females; 113 

among R. rattus, 58.3% were males and 41.7% were females. 114 

None of the animals was positive for antibodies anti-Toxoplasma in MAT. Even though 115 

pooled brain and heart samples obtained from two M. musculus and four R. rattus were negative in 116 

MAT, they were individually processed for isolation in mice. Samples from each of these six 117 

animals were inoculated in five mice, in a total of 30 animals. For samples of the other 37 rodents, 118 

up to five animals were pooled together and each pool was inoculated in five mice, in a total of 40 119 

inoculated animals. After 60 days of observation, no clinical changes were observed in any of the 120 

inoculated mice, and blood samples were collected for detection of antibodies anti-T. gondii. From 121 

the 70 animals examined, five were positive in MAT in a dilution equal to 1:25. From these mice, 122 

three were inoculated with the brain and heart pool of one synanthropic M. musculus and other two 123 

inoculated with the brain and heart pool of one R. rattus. One T. gondii tissue cyst was found in the 124 

brain macerate of one of the mice inoculated with the R. rattus sample. Brain samples of these 125 

seropositive animals were submitted to DNA extraction and T. gondii genotyping. 126 

Two T. gondii strains were isolated, TgCatBr5 and TgCatBr10, both already described in the 127 

literature. These strains were isolated from one M. musculus and one R. rattus, respectively. They 128 

were originally isolated from cats by Dubey et al (2004) in the state of Parana, Brazil. 129 

Based on these results, sera of this M. musculus and this R. rattus were reevaluated for the 130 

presence of antibodies anti-T. gondii by means of MAT using two-fold dilutions from 1:2 to 256. 131 

However, no antibodies were detected even in the lowest dilutions, or when samples were analyzed 132 

in another laboratory (NUPEZO) using an antigen batch different from the initial one. 133 

4. Discussion 134 

This study involved the isolation and genotyping of T. gondii from urban synanthropic 135 

rodents in the state of Parana, Brazil. No antibodies were detected in any of the 43 rodents analyzed. 136 
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In Brazil, Sogorb; Jamra; Guimarães (1977), in the state of Sao Paulo, studied toxoplasmosis 137 

in birds and mammals, including eight R. norvegicus and four R. rattus. All R. norvegicus were 138 

negative and two R. rattus were positive in Sabin-Feldman dye test. Ruffolo (2008; unpublished 139 

data) studied 182 rodents in Londrina – Parana. From this total, seven were seropositive for T. 140 

gondii. Muradian et al. (2008; unpublished data) analyzed 217 rodents in the city of Sao Paulo, and 141 

only one of them was positive. 142 

The analysis of international literature showed that detection of antibodies in Rattus have a 143 

huge variation due to regional differences and to the method used. In 58 studies reviewed by Dubey 144 

and Frenkel (1998), a total of 7,549 rodents were examined (average of 130 animals per study), and 145 

16.37% were seroreactors. In more recent studies, Murphy et al. (2008) analyzed 200 Mus 146 

domesticus in England and 59% were positive for Toxoplasma. Salibay; Claveria (2006) studied 147 

chronic and acute toxoplasmosis cases in R. norvegicus and R. rattus mindanensis in rural and 148 

urban areas of the Philippines and found antibodies against T. gondii in 58% R. norvegicus and in 149 

42% R. rattus mindanensis. 150 

Dubey and Frenkel (1998) reviewed 39 studies from a parasitological standpoint, showing a 151 

total of 1,909 animals studied (average of 50 animals per study) and an isolation rate of 2.36%. 152 

Many factors, such as oocyst shedding rate by cats and the climate may affect oocyst survival and 153 

influence infection rates in rats. Hughes et al. (2006) detected T. gondii DNA in 53 of 100 Mus and 154 

in 19 of 43 Rattus analyzed by them. 155 

In this study, T. gondii was isolated from one Mus musculus and one Rattus rattus 156 

seronegative in MAT, even in dilution 1:2. The isolation of the parasite in seronegative animals was 157 

already reported in swine (Dubey et al., 2002), chickens (Dubey et al., 2005), six-banded armadillos 158 

(da Silva et al., 2006), and arctic foxes (Prestrud et al., 2008). Specific DNA of the parasite was 159 

detected in six of nine sparrows (Passer domesticus) seronegative for T. gondii studied by Gondim 160 

et al. (2010) in the states of Bahia and Pernambuco, Brazil. In rodents, this occurrence was 161 

described by Eyles (1952), who isolated T. gondii in mice using brain samples of one seronegative 162 

R. norvegicus. It was also experimentally verified by Dubey et al. (1997), who reported tissue cysts 163 

in 16 offspring born from female rats experimentally infected. From these 16 animals, five were 164 

negative in Sabin-Feldman dye test (<1:4) and in MAT (<1:20). A possible explanation for this 165 

behavior is that congenitally infected rodents exposed to the parasite during their initial intra-uterine 166 

life would not developed a measurable antibody response (Murphy et al., 2008). 167 

Recently, data on the genotyping of T. gondii strains from synanthropic rodents found in 168 

urban areas have been published. In Crete Island, Greece, Messaritakis et al (2008) analyzed the 169 

serum of 112 rats for antibodies anti-T. gondii using indirect immunofluorescence for IgG. DNA 170 

was isolated from the brain of two seropositive rats, leading to detection of the parasite and its 171 
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classification as type III by means of the analysis of locus GRA6. In the state of Parana, Brazil, 172 

Ruffollo (2008; unpublished data) isolated four T. gondii strains from R. rattus using the bioassay 173 

and brain and liver samples of sixteen seropositive animals. The analysis of locus SAG2 in the 174 

isolated strains showed one strain as type I and three strains as a combination of types I/III.  175 

Strains isolated in this study had already been detected in cats and classified by Dubey et al. 176 

(2004). It is interesting to note that the original isolation in cats occurred in the same state of this 177 

study, and that the same strains were isolated also in 2009 from chickens raised in extensive 178 

conditions in swine farms in the region of Toledo, Parana (unpublished data). 179 

In this study, isolated strains showed to be avirulent for inoculated mice, which survived for 180 

the 60 days of the observation period. Only tissue cysts (in one mouse), antibodies (in five mice) or 181 

parasite DNA (in five mice) were observed. These results are contrary to the expectation raised by 182 

the results obtained for CS3 marker (profile II), that is, of virulence for markers I or II (Pena et al., 183 

2008). When these strains were originally isolated in the cat bioassay using tissue samples of 184 

naturally infected cats, they showed to be virulent for mice only when tachyzoites obtained from 185 

infections caused by oocysts were used (Dubey et al., 2004). They were not isolated in mice after 186 

the original inoculation of tissue samples obtained from the cats (Dubey et al., 2004). As observed 187 

by Pena et al. (2008), virulence of the parasite for mice depends on several factors, which include 188 

the stage of parasite development, route of infection, infective dose, mice lineage and parasite strain 189 

(Dubey et al, 2004). Samples from strains TgCatBr5 e TgCatBr10 were isolated from chickens in 190 

2009 in Toledo, Parana (unpublished data). When used in the mouse bioassay, TgCatBr10 caused 191 

death of mice in one of the nine samples and TgCatBr5 in three of six samples. However, there was 192 

a correlation between the initial infective dose, as assessed by real-time PCR, mortality and weight 193 

loss among inoculated mice (unpublished data). 194 

Results of the present study suggest that the identification of T. gondii infection in samples 195 

obtained from synanthropic rodents should be examined not only by antibody detection methods, 196 

but also by the mouse bioassay or parasite DNA detection in tissues, including seronegative 197 

animals. On the other hand, multilocus genotyping enabled the detection in rodents of strains 198 

already observed in cats and chickens, confirming the circulation of these strains in several species 199 

that take part in the epidemiological cycle of T. gondii.  200 

Conflicts of interest 201 

 None. 202 

Acknowledgements 203 

 We would like to thank Universidade Paranaense (UNIPAR) for the grants (PIT and PIBIC 204 

programs) and financial support (Process # 14707/2009). 205 



 

 

15 

References 206 

Bevilacqua, P.; Carmo, R.F.; Silva, J.C.P.; Lessa, G. 2004. Roedores inventariados em hospital 207 

veterinário e fragmento de mata nativa da Zona da Mata de Minas Gerais, Brasil: caracterização 208 

populacional e infecção por Leptospira sp. Ciência Rural, 34, 1519-1523. 209 

Brasil. Ministério da Saúde. Fundação Nacional de Saúde. Manual de Controle de Roedores. 210 

Brasília: FUNASA. 2002. 130p. 211 

Childs, J.E., 1986. Size-dependent predation on rats_Rattus norvegicus.by house cats (Felis catus) 212 

in na urban setting. J. Mammol. 67, 196–199. 213 

Da Silva, A.V., Cutolo, A.A., Langoni, H.. 2006. Study of Toxoplasma infection in Brazilian wild 214 

mammals Serological evidende in Daspus novemcictus Linnaeus 1758 and  Euphractus sexcintus 215 

Wagler, 1830. Vet. Parasitol. 135, 81-83. 216 

Desmonts, G., Remington, J.S., 1980. Direct agglutination test for diagnosis of Toxoplasma 217 

infection: method for increasing sensitivity and specificity. Journal of Clinical Microbiology 11, 218 

562-568. 219 

Dubey, J.P., Shen, S.K., Kwok, O.C., Thulliez, P. 1997. Toxoplasmosis in rats (Rattus norvegicus): 220 

congenital transmission to first and second generation offspring and isolation of Toxoplasma gondii 221 

from seronegative rats. Parasitology, 115, 9-14. 222 

Dubey, J.P., Gamble, H.R., Hill, D., Sreekumar, C., Romand, S., Thuilliez, P. 2002. High 223 

prevalence of viable Toxoplasma gondii infection in market weight pigs from a farm in 224 

Massachusetts. J Parasitol. 88, 1234-1238. 225 

Dubey, J.P., Navarro, I.T., Sreekumar, C., Dahl, E., Freire, R.L., Kawabata, H.H., Vianna, M.C., 226 

Kwok, O.C., Shen, S.K., Thulliez, P., Lehmann, T. 2004. Toxoplasma gondii infections in cats from 227 

Paraná, Brazil: Seroprevalence, tissue distribuition, and biologic an denetic characterization of 228 

isolates. J Parasitol. 96, 721-726. 229 



 

 

16 

Dubey, J.P., Su, C., Oliveira, J., Morales, J.A., Bolaños, R.V., Sundar, N., Kwok, O.C.H., Shen, 230 

S.K.. 2005. Genetic and Biologic characteristics of Toxoplasma gondii isolates in free-range 231 

chickens from Colombia, South America. Vet Parasitol. 134, 67-72. 232 

Dubey, J.P.; Frenkel, J.K. 1998 Toxoplasmosis of rats: a review, with considerations of their value 233 

as an animal model and their possible role in epidemiology. Vet Parasitol, 77, 1-32. 234 

Dubey, J.P. 1998. Refinement of pepsin digestion method for isolation of Toxoplasma gondii from 235 

infected tissues. Vet Parasitol, 74, 75-77. 236 

Dubey, J.P., Beattie, C.P. 1988. Toxoplasmosis of Animals and Man. CRC Press, Boca Raton, 237 

220p. 238 

Dubey, J.P., Sundar, N., Gennari, S.M., Minervino, A.H.H., Farias, N.A.D.R., Ruas, J.L., dos 239 

Santos, T.R.B., Cavalcante, G.T., Kwok, O.C.H., Su, C., 2007. Biologic and genetic comparison of 240 

Toxoplasma gondii isolates in free-range chickens from the northern Pará state and the southern 241 

state Rio Grande do Sul, Brazil revealed highly diverse and distinct parasite populations. Vet. 242 

Parasitol. 143, 182–188. 243 

Eyles, D.E., 1952. Toxoplasma in the Norway rat. J Parasitol, 38, 226–229. 244 

Ferreira, A.M., Vitor, R.W.A., Gazzinelli, R.T., Melo, M.N., 2006. Genetic analysis of natural 245 

recombinant Brazilian Toxoplasma gondii strains by multilocus PCR-RFLP. Infect., Genet. Evol. 6, 246 

22–31. 247 

Gondim, L.S.Q., Abe-Sandes, K., Uzeda, R.S., Silva, M.S.A., Santos, S.L., Mota, R.A., Vilela, 248 

S.M.O., Gondim, L.F.P. 2010. Toxoplasma gondii and Neospora caninum in sparrows (Passer 249 

domesticus) in the northeast or Brazil. Vet Parasitol, 168, 121-124. 250 

Homan, W.L., Vercammen, M., De Braekeleer, J., Verschueren, H., 2000. Identification of a 200- 251 

to 300- fold repetitive 529bp DNA fragment in Toxoplasma gondii, and its use for diagnostic and 252 

quantitative PCR. Int. J. Parasitol. 30, 69–75. 253 

Hughes, J.M. 2006. The prevalence of Neospora caninum and co-infection with Toxoplasma gondii 254 

by PCR analysis in naturally occurring mammal populations. Parasitol. 132, 29-36. 255 



 

 

17 

Khan, A., Taylor, S., Ajioka, J.W., Rosenthal, B.M., Sibley, L.D., 2009. Selection at a single locus 256 

leads to widespread expansion of Toxoplasma gondii lineages that are virulent in mice. PLOS Gen. 257 

5. doi:10.1371/journal.pgen.1000404. 258 

Khan, A., Taylor, S., Su, C., Mackey, A.J., Boyle, J., Cole, R., Glover, D., Tang, K., Paulsen, I.T., 259 

Berriman, M., Boothroyd, J.C., Pfefferkorn, E.R., Dubey, J.P., Ajioka, J.W., Roos, D.S., Wootton, 260 

J.C., Sibley, L.D., 2005. Composite genome map and recombination parameters derived from three 261 

archetypal lineages of Toxoplasma gondii. Nuc. Acids Res. 33, 2980–2992. 262 

Messaritakis, I., Detsika, M., Koliou, M., Sifakis, S., Antoniou, M. 2008. Prevalent genotypes of 263 

Toxoplama gondii in pregnant women and patients fron Crete and Cyprus. Am J Trop Med Hyg, 79, 264 

205-209. 265 

Murphy, R.G., Williams, R.H., Hughes, J.M., Hide, G., Ford, N.J., Oldbury, D.J. 2008. The urban 266 

house mouse (Mus domesticus) as a reservoir of infection for the human parasite Toxoplasma 267 

gondii: an unrecognized public health issue? Int J Environ Health Res, 18, 177-185. 268 

Murrell, K.D., Gamble, H.R., Schad, G.A. 1984. Experimental transmission of Trichinella spiralis 269 

to swine by infected rats. Proc Helminthol Soc Washington, 51, 66–68. 270 

Pena, H.F.J., Gennari, S.M., Dubey, J.P., Su, C., 2008. Population structure and mouse-virulence of 271 

Toxoplasma gondii in Brazil. Int. J. Parasitol. 38, 561–569. 272 

Prestud, K.W., Asbakk, K., Mork, T., Fuglei, E., Tryland, M., Su, C. 2008. Direct high-resolution 273 

genotyping of Toxoplama gondii  in arctic foxes (Vulpes lagopus) in the remote arctic Svalbard 274 

archipelago reveal widespread clonal Type II lineage. Vet Parasitol. 158, 121-128. 275 

Querino, A.M.V., Delbem, A.C.B., Oliveira, R.C., Silva, F.G., Muller, E.E., Freire, R.L., Freitas, 276 

J.C. 2003. Risk factors associated to leptospirosis in dogs in Londrina City – PR. Semina: Ciências 277 

Agrárias, 24, 27-34 278 

Salibay, C.C., Claveria, F.G. 2005. Serologic detection of Toxoplasma gondii infection in Rattus 279 

spp collected from three differents sites in Dasmariñas, Cavite, Philippines. Southeast Asian J Trop 280 

Med Publ Health, 36, 46-49. 281 



 

 

18 

Sogorb, F., Jamra, L.F., Guimaraes, E. C. 1977. Toxoplasmose em animais de São Paulo, Brasil. 282 

Rev Bras Med Trop São Paulo, 19, 191-194. 283 

Su, C., Zhang, X., Dubey, J.P., 2006. Genotyping of Toxoplasma gondii by multilocus PCR-RFLP 284 

markers: A high resolution and simple method for identification of parasites. Int. J. Parasitol. 36, 285 

841–848. 286 



19 
 

 

Isolamento e genotipagem multilocus de Toxoplasma gondii de roedores soronegativos do 1 

Brasil 2 

Jacqueline B. Araújoa, Aristeu V. da Silvaa*, Ronaldo C. Rosab, Rodrigo J. Matteib, Rodrigo C. 3 

Silvac, Virginia B. R. Pereirac, Helio Langonic 4 

a Mestrado em Ciência Animal, Universidade Paranaense, Praça Mascarenhas de Moraes, 4282, 5 

Centro, Umuarama 87.502-210, Paraná, Brasil 6 

b Curso de Graduação em Medicina Veterinária, Universidade Paranaense, Umuarama, Paraná, 7 

Brasil 8 

c Núcleo de Pesquisas em Zoonoses, Departamento de Higiene Veterinária e Saúde Pública, 9 

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia, Universidade Estadual Paulista, Botucatu, São 10 

Paulo, Brasil 11 

Resumo 12 

Os roedores sinantrópicos comensais, ou seja, aqueles que se associam ao ser humano em virtude de 13 

terem seus ambientes prejudicados pela ação do próprio homem, principalmente os ratos e 14 

camundongos, podem participar do ciclo epidemiológico de diversas enfermidades, entre elas a 15 

toxoplasmose. Neste estudo foram verificados a presença de anticorpos séricos contra Toxoplasma 16 

gondii pelo método de aglutinação direta em 43 roedores capturados na área urbana de Umuarama, 17 

PR, Brasil. Além disso, amostras de cérebro e coração foram coletadas, digeridas em pepsina e 18 

inoculadas em camundongos para isolamento do parasito. As cepas isoladas foram submetidas a 19 

genotipagem multilocus. Todos os roedores foram soronegativos, e o parasito isolado de um Mus 20 

musculus e um Rattus rattus, sendo as cepas classificadas como similares a cepas de T. gondii 21 

isoladas em gatos no Estado do Paraná. 22 

Palavras-chave: Toxoplasmose; Mus musculus; Rattus rattus; detecção de anticorpos; bioensaio; 23 

tipagem de cepas. 24 
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1. Introdução 25 

Os roedores (MAMMALIA, RODENTIA) possuem enorme variedade de adaptação 26 

ecológica, podendo viver em qualquer ambiente terrestre. Algumas espécies apresentam ação 27 

sinantrópica por terem seus ambientes prejudicados pela ação humana. As espécies sinantrópicas 28 

comensais que mais se destacam são Rattus norvegicus, Rattus rattus e o Mus musculus (Brasil, 29 

2002). 30 

O aumento populacional desordenado e o desenvolvimento de povoados, cidades e 31 

megalópoles ocasionam problemas de saneamento básico e criam condições ideais à ligação 32 

comensal dos roedores com o homem, assim como sua proliferação. Esse sinantropismo, tanto em 33 

áreas urbanas quanto rurais, gera prejuízos econômicos e sanitários de relevância ao homem (Brasil, 34 

2002; Querino et al., 2003). 35 

Uma das doenças em que os roedores são importantes hospedeiros intermediários é a 36 

toxoplasmose, onde atuam diretamente no ciclo da doença (Bevilaqua; Carmo; Giudice, 2004; 37 

Brasil, 2002). A infecção pelo T. gondii em roedores pode ter importância epidemiológica, pois 38 

estes animais podem servir como fonte de cistos teciduais para porcos, cães e possivelmente gatos, 39 

animais onde já foi registrado o consumo de roedores (Murrell et al., 1984; Childs, 1986). Por outro 40 

lado são fonte de infecção para os próprios roedores, seja pela infecção congênita, seja pela 41 

possibilidade de canibalismo (Murphy et al., 2008). 42 

A despeito de serem relatadas infecções naturais em roedores em todo o mundo, verificadas 43 

pela presença de anticorpos séricos, isolamento em roedores e detecção de DNA (Dubey; Frenkel, 44 

1998), poucos trabalhos foram realizados no Brasil, principalmente com o isolamento e 45 

genotipagem das cepas. Este trabalho objetivou verificar a infecção de roedores sinantrópicos 46 

comensais em área urbana no Brasil, pela detecção de anticorpos e isolamento em camundongos, 47 

com posterior genotipagem das cepas isoladas. 48 
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2. Material e Métodos 49 

2.1.  Captura dos roedores 50 

Antes do início da pesquisa a mesma foi submetida, avaliada e aprovada pelo Comitê de 51 

Ética em Pesquisa Envolvendo Animais de Experimentação da Universidade Paranaense, 52 

Umuarama, PR, Brasil. 53 

Os roedores sinantrópicos comensais foram capturados em armadilhas tipo Sherman e tipo 54 

gaiola, em locais com relatos ou sinais (manchas, fezes) de presença de roedores. Semanalmente 55 

foram distribuídas vinte armadilhas de cada tipo em locais previamente determinados, com 56 

checagem diária da captura. Os roedores capturados foram transportados para o Laboratório de 57 

Medicina Veterinária Preventiva e Saúde Pública do Mestrado em Ciência Animal da Universidade 58 

Paranaense, onde foram submetidos à coleta de amostras para exames laboratoriais. 59 

2.2. Coleta de amostras 60 

No laboratório os animais capturados foram anestesiados em câmara saturada de vapor de 61 

halotano; ao atingirem o plano anestésico foi realizada a biometria e procedida a identificação da 62 

espécie (Brasil, 2002). Com os animais ainda anestesiados, amostras de sangue foram colhidas pela 63 

punção do seio retroorbitário, sendo acondicionadas em microtubos, devidamente identificados por 64 

um número de protocolo. A seguir os animais foram submetidos a eutanásia por aprofundamento 65 

anestésico. 66 

Após a coleta das amostras de sangue, as mesmas foram centrifugadas a 1650 g por 15 67 

minutos para promover a dessora, e alíquotas de até 1,0 mL de soro, armazenadas em microtubos 68 

plásticos devidamente identificados a -20oC, até o momento da avaliação para a presença de 69 

anticorpos anti- Toxoplasma. 70 

2.3. Detecção de anticorpos anti-Toxoplasma gondii 71 

A detecção de anticorpos anti-Toxoplasma foi feita pelo método de aglutinação direta 72 

(MAT), usando antígenos fixados pela formalina. Os soros foram avaliados à diluição 1:10 73 
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(Desmonts; Remington, 1980). Em cada teste foram avaliados soros de camundongos sabidamente 74 

positivos ou negativos ao MAT. 75 

2.4. Isolamento em camundongos 76 

Amostras de cérebro e coração dos roedores foram processadas para isolamento em 77 

camundongos Swiss Webster, de acordo com o protocolo de Dubey (1998). Amostras dos animais 78 

positivos ao MAT foram processadas individualmente, enquanto pools de cérebro e coração de até 79 

cinco animais soronegativos foram processadas em conjunto.  Cinco camundongos foram 80 

inoculados para cada amostra digerida, pela via subcutânea. Os animais inoculados foram mantidos 81 

em observação por período de no máximo 60 dias, em sala com controle de temperatura e luz, 82 

recebendo água e alimento ad libitum. Todos os camundongos foram abatidos aos 60 dias após a 83 

inoculação, colhendo-se o sangue para detecção de anticorpos anti-Toxoplasma pelo MAT. O 84 

cérebro dos animais também foi examinado para a presença de formas parasitárias, após maceração 85 

e ressuspensão em solução salina 0,18%. Foram consideradas positivas aquelas amostras em que se 86 

observou cistos no macerado do cérebro, ou naqueles animais em que o MAT foi positivo (Dubey; 87 

Beattie, 1988). 88 

2.5. Detecção molecular e genotipagem de amostras de T. gondii isoladas 89 

As amostras de cérebros de camundongos soropositivos e/ou com presença de cistos 90 

teciduais foram encaminhadas ao Grupo de Pesquisa em Zoonoses (NUPEZO), da Faculdade de 91 

Medicina Veterinária e Zootecnia, da Universidade Estadual Paulista, UNESP – Campus Botucatu. 92 

A extração e purificação do DNA das amostras de cérebro foram realizadas usando o kit 93 

comercial Illustra Tissue and cells genomic Prep Mini spin kit (GE Healthcare Life Sciences do 94 

Brasil Ltda.®), de acordo com as instruções do fabricante. As reações em cadeia pela polimerase 95 

(PCR) foram realizadas usando os oligonucleotídeos inicializadores descritos por Homan et al. 96 

(2000), que amplificam um fragmento de 529pb, AF146527 [Genbank], repetido de 200- a 300-97 

vezes no genoma de T. gondii. Assim, os oligonucleotídeos TOX4 98 

(5’CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG3’) e TOX5 99 
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(5’CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT3’) foram usados. As PCR foram realizadas em 100 

volumes de 25µL contendo 10pM de cada oligonucleotídeo (Prodimol, Brasil), tampão de PCR 10X 101 

(50mM KCl, 10mM Tris-HCl, Invitrogen, São Paulo, SP), 1,5mM MgCl2 (Invitrogen), 1,25mM 102 

dNTP (Invitrogen), 0,15U de Taq polymerase Platinum (Invitrogen), e água ultrapura q.s.p. As 103 

amplificações foram realizadas em termociclador MasterCycler EP (Eppendorf, Brasil). Após 104 

denaturação inicial a 94ºC por sete minutos, seguiram-se 35 ciclos de 94ºC por um minuto, 60ºC 105 

por um minuto e 72ºC por um minuto, e extensão final a 72ºC por 10 minutos. As sequências 106 

amplificadas foram visualizadas por eletroforese em gel de agarose a 1,5%, corado pelo brometo de 107 

etídeo, com registro digital pelo Gel-Doc it system (UVP, USA), em computador específico. 108 

A tipagem das cepas foi realizada usando-se 12 marcadores genéticos: SAG1, SAG2, SAG3, 109 

BTUB, GRA6, c22-8, c29-2, L358, PK1, Apico e CS3, como descrito previamente (Su et al., 2006; 110 

Ferreira et al., 2006; Dubey et al., 2007; Pena et al., 2008). Um marcador adicional foi incluido para 111 

avaliar a virulência (Khan et al., 2009), as CS3 (Khan et al., 2005). Cepas de referência (GT1, PTG, 112 

CTG, TgCgCa1, MAS e TgCatBr5) foram utilizadas como controle das reações. As sequências alvo 113 

de DNA eram primeiramente amplificadas e, uma PCR multiplex usando os oligonucleotídeos 114 

externos para todos os marcadores, seguido de nested-PCR para os marcadores individuais para 115 

genotipagem como descrito previamente (Su et al., 2006; Ferreira et al., 2006; Dubey et al., 2007; 116 

Pena et al., 2008). Todos os produtos amplificados foram visualizados pela eletroforese em géis de 117 

agarose a 1,5, 2,5 ou 3%, dependendo do marcador, corados com brometo de etídeo, e registrados 118 

digitalmente pelo Gel-Doc it system (UVP, USA), em um computador específico. 119 

3. Resultados 120 

Foram capturados 43 roedores, sendo 44,2% Mus musculus e 55,8% Rattus rattus. Entre os 121 

M. musculus 31,6% eram machos e 68,4% fêmeas, e para R. rattus 58,3% eram machos e 41,7% 122 

fêmeas (Apendice 1: Figuras 1, 2 e 3). 123 

Nenhum animal foi positivo ao MAT para detecção de anticorpos contra Toxoplasma. 124 

Amostras de cérebro e coração (pool) obtidas de dois M. musculus, e quatro R. rattus, mesmo 125 
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negativas ao MAT, foram processadas individualmente para o isolamento em camundongos, sendo 126 

inoculados cinco camundongos para cada um destes seis animais, num total de 30 animais. As 127 

amostras dos 37 roedores restantes foram reunidas em pools de até cinco animais e cada pool 128 

inoculado em cinco camundongos, totalizando 40 camundongos inoculados. Observados durante 60 129 

dias, os camundongos inoculados não apresentaram alterações clínicas, e aos 61 dias pós-130 

inoculação, foi realizada a coleta de sangue destes animais, para detecção de anticorpos anti-T. 131 

gondii. Dos 70 animais examinados, cinco foram positivos ao MAT à diluição 1:25 do soro. Destes 132 

camundongos, três haviam sido inoculados com pool de cérebro e coração de um M. musculus 133 

sinantrópico e outros dois inoculados com pool de cérebro e coração de um R. rattus. No macerado 134 

do cérebro de um dos camundongos inoculados com amostra de R. rattus foi encontrado um cisto 135 

tecidual de T. gondii. As amostras de cérebro destes animais soropositivos foram encaminhadas 136 

para extração de DNA e genotipagem do T. gondii. 137 

Isolou-se duas cepas de T. gondii, ambas já relatadas na literatura tendo sido denominadas 138 

TgCatBr5 e TgCatBr10, neste trabalho isoladas de um M. musculus e um R. rattus, 139 

respectivamente. Estas cepas foram originalmente isoladas de gatos por Dubey et al (2004) no 140 

Estado do Paraná, Brasil. 141 

A partir destes resultados, os soros do M. musculus e do R. rattus foram reavaliados para a 142 

presença de anticorpos contra T. gondii pelo MAT, a partir da diluição 1:2, e em diluições seriadas 143 

na base 2 até 256, mas anticorpos não foram detectados mesmo nas diluições mais baixas, inclusive 144 

quando avaliadas em outro laboratório (NUPEZO), utilizando lote de antígeno diferente do 145 

inicialmente usado para avaliar as amostras dos roedores. 146 

4. Discussão 147 

Neste trabalho é relatado o isolamento e genotipagem de T. gondii de roedores sinantrópicos 148 

urbanos no Estado do Paraná, Brasil. Não foram detectados anticorpos em nenhum dos 43 roedores 149 

examinados. 150 
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No Brasil, Sogorb; Jamra; Guimarães (1977) pesquisaram a toxoplasmose em aves e 151 

mamíferos do Estado de São Paulo, incluindo oito R. norvegicus, todos negativos, e quatro R. 152 

rattus, sendo dois positivos para o teste de Sabin-Feldman. Ruffolo (2008; unpublished data) 153 

pesquisou 182 roedores em Londrina – PR, destes, sete foram soropositivos para T. gondii. 154 

Muradian et al. (2008; unpublished data) dos 217 roedores examinados na cidade de São Paulo, 155 

apenas um foi positivo. 156 

Quando considerada a literatura mundial, os dados de detecção de anticorpos em Rattus 157 

variam enormemente, devido às diferenças regionais e com relação ao método utilizado. Em 58 158 

estudos revisados por Dubey e Frenkel (1998), um total de 7549 roedores foram examinados, com 159 

média de 130 animais por estudo, e 16,37% de animais sorologicamente reagentes. Em trabalhos 160 

mais recentes, Murphy et al. (2008) pesquisaram 200 Mus domesticus na Inglaterra, e 59% foram 161 

Toxoplasma-positivo. Salibay; Claveria (2006), pesquisaram casos de toxoplasmose crônica e aguda 162 

em R. norvegicus e R. rattus mindanensis em áreas urbanas e rurais nas Filipinas, encontrando 58% 163 

dos R. norvegicus e 42% dos R. rattus mindanensis com anticorpos contra T. gondii. 164 

Do ponto de vista parasitológico, Dubey e Frenkel (1998) revisaram 39 trabalhos, revelando 165 

o exame de 1909 animais, com média de 50 animais por trabalho e 2,36% de isolamentos. Muitos 166 

fatores como a taxa de eliminação de oocistos pelos gatos no ambiente e o clima, podem afetar a 167 

sobrevivência dos oocistos e influenciar as taxas de infecção pelo parasito em ratos. Hughes et al. 168 

(2006) detectaram DNA de T. gondii em 53 dos 100 Mus examinados e em 19 dos 43 Rattus 169 

avaliados. 170 

Neste trabalho, T. gondii foi isolado de um Mus musculus e um Rattus rattus, soronegativos 171 

ao MAT, mesmo quando o soro foi diluído a 1:2. O isolamento do parasito de animais 172 

soronegativos já foi relatado em suínos (Dubey et al., 2002), galinhas (Dubey et al., 2005), 6 tatus-173 

cavalo (da Silva et al., 2006), em raposas árticas (Prestrud et al., 2008), e a detecção de DNA 174 

específico do parasito de seis dos nove pardais (Passer domesticus) soronegativos para T. gondii 175 

avaliados por Gondim et al (2010) dos Estados da Bahia e Pernambuco, Brasil. Em roedores, tal 176 
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comportamento já havia sido descrito por Eyles (1952), que isolou T. gondii em camundongos a 177 

partir do cérebro de um R. norvegicus sorologicamente negativo, e verificado experimentalmente 178 

em R. norvegicus por Dubey et al. (1997), onde, de 16 filhotes com cistos teciduais, oriundos de 179 

ratas previamente infectadas, cinco foram negativos ao teste de Sabin-Feldman (<1:4) e ao MAT 180 

(<1:20). Uma possível explicação para este comportamento é que roedores infectados pela via 181 

congênita, expostos durante o início da vida uterina, não produziriam uma resposta mensurável de 182 

anticorpos (Murphy et al., 2008). 183 

Apenas recentemente têm sido publicados dados sobre a genotipagem de cepas de T. gondii 184 

de roedores sinantrópicos capturados em áreas urbanas. Messaritakis et al (2008) examinaram o 185 

soro de 112 ratos para a detecção de anticorpos contra T. gondii, pela reação de imunofluorescência 186 

indireta para anticorpos IgG, oriundos de Creta, Grécia. De dois ratos soropositivos, DNA foi 187 

isolado do cérebro, resultando na detecção do parasito e posterior classificação como tipo III pela 188 

análise do locus GRA6. No Estado do Paraná, Brasil, Ruffollo (2008; unpublished data) isolou 189 

quatro amostras de T. gondii de R. rattus a partir do bioensaio do cérebro e fígado de dezesseis 190 

animais soropositivos. As cepas isoladas, quando avaliado o locus SAG2, apresentaram-se ou como 191 

tipo I, em uma cepa, ou combinação dos tipos I/III, em três cepas.  192 

As cepas isoladas neste trabalho já haviam sido anteriormente detectadas, em gatos, por 193 

Dubey et al. (2004), que fizeram a denominação das cepas. É interessante notar que o isolamento 194 

original, em gatos, se deu no mesmo Estado onde este trabalho foi realizado, e em 2009, as mesmas 195 

cepas foram isoladas de galinhas criadas extensivamente, oriundas de fazendas produtoras de suínos 196 

na região de Toledo, PR (unpublished data). 197 

Neste trabalho as cepas isoladas mostraram-se avirulentas para os camundongos inoculados, 198 

que sobreviveram aos 60 dias de inoculação, tendo sido detectados apenas cistos teciduais (um 199 

camundongo), anticorpos (cinco camundongos) ou DNA (cinco camundongos). Este resultado 200 

contraria a expectativa gerada pelo resultado obtido para o marcador CS3 (perfil II), ou seja de 201 

virulência para marcadores I ou II (Pena et al., 2008). No isolamento original destas cepas, 202 
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realizado pelo bioensaio em gatos, usando os tecidos de gatos naturalmente infectados, as cepas 203 

mostraram-se virulentas para camundongos somente a partir de taquizoítos obtidos de infecções 204 

com oocistos, não tendo sido isoladas em camundongos na inoculação original dos tecidos obtidos 205 

dos gatos. Como apontado por Pena et al. (2008), a virulência do parasito em camundongos 206 

depende de vários fatores, que incluem estágio parasitário, via de infecção, dose infectante, 207 

linhagem do camundongo e a cepa do parasito (Dubey et al, 2004). Nas amostras das cepas 208 

TgCatBr5 e TgCatBr10 isoladas de galinhas em Toledo, PR, em 2009 (unpublished data), houve 209 

mortalidade de camundongos em uma de nove amostras TgCatBr10 e em três de seis amostras 210 

TgCatBr5, mas, houve correlação entre a dose infectante inicial, verificada pela real-time PCR, a 211 

mortalidade e a perda de peso nos camundongos inoculados. 212 

Os resultados deste trabalho permitem sugerir que a identificação da infecção pelo T. gondii 213 

em amostras de roedores sinantrópicos deva ser examinada não somente pelos métodos de detecção 214 

de anticorpos, mas também ou pela bioprova ou pela detecção de DNA do parasito nos tecidos, 215 

inclusive nos animais soronegativos. Por outro lado, a genotipagem multilocus permitiu detectar em 216 

roedores, cepas já verificadas em gatos e galinhas, confirmando a circulação desta cepa em diversas 217 

espécies que participam do ciclo epidemiológico deste parasito. 218 
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Evaluation of anti-Toxoplasma antibody detection by modified agglutination test in 

tissue of experimentally infected mice. 
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Abstract 
Toxoplasma gondii infection affects homoeothermic animals around the world, and 

many infections, in animals and man, can result in abortion, congenital disorders, and 

ocular or neuromuscular disease, with serious impact in animal health. A variety of 

antibody detection methods have been proposed since initial description of Sabin-

Feldman dye test, usually using blood sera as sample for detection. Tissues and fetal 

liquids can be used for antibody research too, but few researches compare the 

performance of this detection in parwise sera, and the evaluation of autolysis effect was 

not been verified. This work shows the results of sensibility, specificity and the 

efficiency of método de aglutinação diretain anti-T. gondii antibody detection in fresh or 

autolysed samples of liver, spleen and muscle, obtained of chronically infected mice. 
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Resumo 

A infecção pelo Toxoplasma gondii afeta animais homeotérmicos em todo o mundo, e 

muitas infecções, nos animais e no homem, podem resultar em abortamentos, alterações 

congênitas e doença ocular ou neuromuscular, com sérios impactos em saúde animal e 

saúde pública. Diversos testes de detecção de anticorpos têm sido propostos desde a 

descrição inicial do teste de Sabin-Feldman, usualmente utilizando o soro sanguíneo 

como amostra para a detecção. Tecidos e líquidos fetais também podem ser utilizados 

para a pesquisa de anticorpos, entretanto poucos trabalhos comparam o desempenho 

desta detecção em amostras pareadas com soro sanguíneo, e a avaliação do efeito da 

autólise não foi verificada. Este trabalho apresenta os resultados de sensibilidade, 

especificidade e a eficiência do método de aglutinação direta na detecção de anticorpos 

anti-T. gondii em amostras de fígado, baço e musculatura, recém coletadas, ou 

autolisadas, oriundas de camundongos cronicamente infectados. 

Palavras-chave: Toxoplasma; método de aglutinação direta; tecidos; curvas ROC. 

Introdução 

 A toxoplasmose é uma zoonose de distribuição mundial, causada pelo parasito 

intracelular Toxoplasma gondii. A freqüência em que a infecção por este parasito ocorre 

é variável nas regiões do planeta e está ligada a fatores como padrões culturais da 

população, hábitos alimentares, idade, procedência rural ou urbana, entre outros 

(TENTER et al, 1999). 

 O T. gondii pode ser isolado de tecidos pela inoculação de animais de 

laboratório, principalmente camundongos e células em cultivo de tecidos; entretanto, o 

isolamento pode ser difícil, dependendo das condições do tecido e da quantidade de 

amostra, além de, principalmente quando da utilização de animais, consumir um tempo 

variado de 20 a 60 dias para um diagnóstico final, e mesmo, exigir inoculações 

sucessivas do material. Tecidos podem ser examinados para a presença de T. gondii por 

técnicas citológicas e histopatológicas, entretanto, dependendo do estágio da infecção, o 

encontro do parasito pode ser tornar difícil, devido à distribuição irregular dos cistos 

teciduais nos órgãos e mesmo em um determinado órgão (DUBEY; BEATTIE, 1988). 

 Dada as limitações da detecção direta do parasito, a alternativa mais freqüente 

para a detecção da infecção é a pesquisa de anticorpos séricos. O primeiro teste de 

detecção de anticorpos foi o do corante de Sabin-Feldman (DUBEY, 2007), que foi 
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seguido por outros métodos, tais como a imunofluorescência indireta e o teste de 

aglutinação direta (DUBEY e BEATTIE, 1988). Classicamente estes testes utilizam 

soro sangüíneo como amostra para a detecção de anticorpos. Entretanto em algumas 

situações, a obtenção de soro sangüíneo pode ser difícil, e a detecção de anticorpos e 

outros marcadores séricos pode ser impossibilitada (PIÑEIRO et al., 2009). Amostras 

de tecidos provenientes de abatedouros, ou de animais encontrados mortos, bem como 

fluidos de fetos abortados, podem ser uma alternativa para a detecção da presença de 

anticorpos. 

No Japão, Hagiwara; Katsube (1981) detectaram correlação significativa 

(r=0,82) nos títulos de anticorpos, determinados pela reação de Sabin-Feldman, em 190 

amostras de soro de suínos examinadas de forma pareada com suspensões de 

musculatura. 

Arthur; Blewett (1988) examinaram fluidos fetais de 171 cordeiros abortados, a 

fim de detectar anticorpos anti-T. gondii pela RIFI para anticorpos da classe IgG. O grau 

de deterioração das amostras examinadas não influenciou os resultados para este 

método, obtendo-se 28 amostras soropositivas com diluições maiores que dois. Segundo 

os autores, a detecção de anticorpos fetais específicos para T. gondii pela RIFI oferece 

um meio rápido e confiável de diagnóstico da infecção por este parasito. 

Fluidos torácicos fetais de 738 suínos abortados na Argentina foram examinados 

para detecção de anticorpos contra T. gondii pelos métodos de imunoflorescência 

indireta (RIFI) e aglutinação direta (MAD). Destes, 15 animais apresentaram anticorpos 

contra T. gondii no primeiro método e dez foram soropositivos para o segundo 

(VENTURINI, et al., 1999). 

A prevalência da infecção por T. gondii foi investigada por análise de 807 

amostras de suspensão de musculatura coletadas de dez abatedouros de suínos por 

Lundén et al. (2002), que utilizaram para o diagnóstico o ensaio imunoenzimático 

(ELISA), encontrando 42 (5,2%) amostras positivas. 

A despeito de serem utilizadas como amostras para a pesquisa de anticorpos, 

tecidos e líquidos fetais de animais infectados não foram sistematicamente testados 

quanto a sua performance na detecção de anticorpos anti-T. gondii pelo método de 

aglutinação direta, comparando-se com provas padronizadas, tais como a detecção de 

anticorpos no soro sanguíneo ou de cistos teciduais nos tecidos. O presente trabalho tem 

como objetivo comparar a detecção de anticorpos anti-T. gondii pelo método de 

aglutinação direta em amostras de fígado, baço e musculatura de camundongos 
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cronicamente infectados, com a detecção de anticorpos em amostras de soro dos 

mesmos animais, bem como verificar a influência da autólise na performance da 

detecção de anticorpos em tecidos. 

Material e Métodos 

Foram utilizados 32 camundongos infectados e não infectados, mantidos no 

Laboratório de Medicina Veterinária Preventiva e Saúde Pública da Universidade 

Paranaense (LMVP/UNIPAR). 

Para a avaliação do teste de aglutinação direta (MAD) na detecção de 

anticorpos anti-T. gondii em tecidos de camundongos cronicamente infectados foram 

realizados dois experimentos, sendo o primeiro com tecidos coletados de animais logo 

após a eutanásia, enquanto que o segundo com tecidos coletados de animais às 24, 48, 

72 e 96 horas após a eutanásia, para se avaliar os parâmetros de sensibilidade e 

especificidade do teste em tecidos autolisados. 

Experimento I 

Animais 

Foram examinados camundongos cronicamente infectados com T. gondii 

(LMVP/UNIPAR), Campus Umuarama, para manutenção de duas cepas do parasito, 

denominadas ME-49 e UMU-01. Foi coletado o sangue, para obtenção de soro 

sangüíneo e outros órgãos, para preparação das suspensões dos mesmos, destes 

camundongos, que fizeram parte dos grupos experimentais positivos. Como grupo 

controle negativo foram utilizados camundongos de descarte obtidos junto ao Biotério 

da UNIPAR Campus Cruzeiro. 

Grupos experimentais 

Camundongos cronicamente infectados com o parasito foram anestesiados em 

câmara saturada de vapor de halotano, para coleta de sangue e em seguida sofreram 

eutanásia para coleta dos órgãos. Da mesma forma coletadas amostras de animais 

negativos a presença de T. gondii, constituindo-se o grupo controle negativo.  
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Coleta das amostras 

 O sangue dos animais foi coletado pela punção do seio retro-orbitário com 

capilar de vidro e transferido para microtubos plásticos, devidamente identificados por 

um número de protocolo. Após a coleta as amostras de sangue foram centrifugadas a 

1650 g por 15 minutos para promover a dessora, e alíquotas de 0,5 ml de soro foram 

armazenadas a -20oC, até o exame para detecção de anticorpos. 

Os camundongos sofreram eutanásia pelo aprofundamento anestésico. A seguir 

os animais foram fixados em placa de isopor, em decúbito dorsal, para incisão do 

abdômen e exposição da cavidade abdominal para coleta do fígado e do baço, e 

dissecados de forma a se coletar amostras de musculatura, principalmente dos membros 

torácicos e pélvicos. Tais amostras após pesadas, trituradas em gral de cerâmica com 

pistilo e adicionado igual volume de solução salina tamponada de fosfatos (SSTF), pH 

7,2, para suspensão do tecido, foram centrifugadas a 1650 g por 15 minutos, e alíquotas 

de 0,5 mL do sobrenadante armazenadas em microtubos plásticos devidamente 

identificados, e congeladas a -20oC, até proceder-se o exame para detecção de 

anticorpos nas mesmas. 

Exame de detecção de anticorpos 

Para o exame das amostras de soro e de suspensão de órgãos foi usado o método 

de aglutinação direta para detecção de anticorpos anti-Toxoplasma gondii usando 

antígeno fixados pela formalina – MAD-AF (DEMONSTS; REMINGTON, 1980), 

preparado no LMVP/UNIPAR. Inicialmente foi realizada diluição das amostras a 1:2 

em SSTF, seguida de diluições seriadas na base dois para determinação do título de 

anticorpos nas amostras.  

Experimento II 

 O experimento II seguiu o mesmo protocolo para coleta e preparação das 

amostras e para o exame de detecção de anticorpos, entretanto foram constituídos quatro 

grupos de amostras provenientes de cinco camundongos cronicamente infectados, e 

quatro grupos de amostras de três camundongos não infectados, totalizando 32 animais 

avaliados. As amostras de soro foram coletadas com os animais anestesiados, mas as 

amostras de tecidos (baço, fígado e musculatura) apenas às 24, 48, 72 e 96 horas após a 
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eutanásia. Durante estes períodos as carcaças dos animais foram mantidas a temperatura 

ambiente (22,5oC ± 0,3oC), em caixas protegidas do contato com moscas. 

Análise dos dados 

Para o experimento I, a associação entre os resultados da detecção de anticorpos 

no soro e nas suspensões de tecidos foi verificada pelo teste de McNemar, cálculo do 

índice de associação kappa, e dos índices de sensibilidade, especificidade, taxa de falso-

positivos, taxa de falso-negativos, e concordância dos testes (MACKINNON, 2000). 

Além disso, foi determinada a curva ROC (Receiver Operating Characteristic) e a área 

da curva para comparação da qualidade diagnóstica da detecção de anticorpos em cada 

um dos tecidos avaliados, tendo como padrão-ouro a detecção de anticorpos no soro 

(ZHOU et al., 2002; GARDNER et al, 2009). Para o experimento II, foi calculada a 

sensibilidade e especificidade para cada tecido avaliado, independente do tempo de 

autólise, e os tecidos comparados entre si pela determinação da curva ROC e da área 

associada. Valores de P menores que 0,05 foram considerados significantes. 

Resultados e Discussão 

 Entre os camundongos cronicamente infectados e não infectados, avaliados no 

Experimento I, foram examinadas 70 amostras de soro, fígado e baço, e 69 amostras de 

musculatura, correspondendo ao Experimento I. As associações dos resultados do 

método de aglutinação direta entre soro, fígado, baço e músculo são apresentadas na 

tabela 1. 

Tabela 1. Associação dos resultados do método de aglutinação direta (MAD) na 

detecção de anticorpos anti-Toxoplasma gondii em amostras de soro, fígado, baço e 

músculo de camundongos cronicamente infectados ou não. 

  Fígado1 Baço2 Músculo3 

  Positivo Negativo Positivo Negativo Positivo Negativo 

Soro 
Positivo 30 4 31 3 25 8 

Negativo 4 32 2 34 0 36 

Total  34 36 33 37 25 44 

Estatística: Teste do χ2 de McNemar - 1χ2=0,13 (p=0,7237); 2χ2=6,13 (p=0,0133); 3χ2=0,00 (p=1,0000). 

Das amostras comparadas ao padrão-ouro para o método de aglutinação direta, 

as de fígado apresentaram 30 resultados verdadeiros positivos, 32 verdadeiros negativos 
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e quatro falsos positivos e falsos negativos. Das 69 amostras de musculatura, 25 

apresentaram resultados verdadeiros positivos, 36 verdadeiros negativos, oito falsos 

positivos e nenhum falso negativo. Enquanto com as amostras de baço obteve-se 31 

verdadeiros positivos, 34 verdadeiros negativos, três falsos positivos e dois falsos 

negativos. Entre as amostras avaliadas, o músculo obteve menor sensibilidade 

(75,8±7,4%), com 24,4 % de chance de apresentar resultado falso positivo. Porém, 

apresentou 100 % de especificidade, o maior resultado para detecção de verdadeiros 

negativos, com eficiência de 88,4±3,8% (Tabela 2). 

Tabela 2. Estatísticas de validação (E - % da estimativa ± dp - desvio-padrão da 

estimativa; IC95% - intervalo de confiança 95%) dos resultados de detecção de 

anticorpos anti-Toxoplasma gondii pelo método de aglutinação direta em suspensão de 

fígado, baço e músculo de camundongos cronicamente infectados. Umuarama -2010. 

 Fígado Baço Músculo 

Estatística E ± dp IC95% E ± dp IC95% E ± dp IC95% 

Sensibilidade 88,2±5,5 72,6-96,7 91,2±4,9 76,3-98,1 75,8±7,5 57,7-88,9 

Especificidade 88,9±5,2 73,9-96,9 94,4±3,8 81,3-99,3 100,0±0,0 90,3-ND 

Eficiência 88,6±3,8 78,7-94,9 92,9±3,1 84,1-97,6 88,4±3,8 78,4-94,9 

VPP 88,2±5,5 72,6-96,7 93,9±4,2 79,8-99,3 100,0±0,0 86,3-ND 

VPN 88,9±5,2 73,9-96,9 91,9±4,5 78,1-98,3 81,8±5,8 67,3-91,8 

Falso positivo 11,1±5,2 3,1-26,1 5,6±3,8 0,7-18,7 0,0±0,0 ND-9,7 

Falso negativo 11,8±5,5 3,3-27,4 8,8±4,9 1,9-23,7 24,2±7,5 11,1-42,3 

kappa 77,1±7,6 62,2-92,0 85,7±6,2 73,6-97,8 76,5±7,6 61,7- 91,4 

VPP: valor preditivo positivo; VPN: valor preditivo negativo; IC = intervalo de confiança 95%; ND = não definido. 

Quando verificada as curvas ROC e as áreas associadas, entretanto, não se 

verificou diferença na eficiência entre tecidos (Tabela 3, Figura 1) na detecção de 

anticorpos anti-T. gondii (p<0,05). 
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Tabela 3. Diferenças na área sobre a curva ROC (∆AUC), intervalo de confiança 95% 

(IC95%) e valor de P para a detecção de anticorpos anti-Toxoplasma gondii pelo 

método de aglutinação direta em suspensões de amostras de fígado, baço e músculo de 

camundongos cronicamente infectados. 

Amostras pareadas ∆∆∆∆AUC IC95% Valor de P 

Fígado – Baço 0,033 -0,062 – 0,128 0,500 

Fígado – Músculo 0,002 -0,102 – 0,107 0,962 

Baço – Músculo 0,030 -0,043 – 0,103 0,417 

 

 

Figura 1. Curva ROC para os resultados de detecção de anticorpos anti-Toxoplasma 

gondii em suspensões de fígado, baço e músculo de camundongos cronicamente 

infectados. 

Como em outros trabalhos de detecção de anticorpos em suspensões de 

musculatura, a sensibilidade do MAD foi menor. Lundén et al. (2002) encontraram 

sensibilidade de 94% e especificidade de 92% quando compararam o ELISA em 

suspensão de músculo aos resultados da reação de Sabin-Feldman no soro de animais 

naturalmente infectados. Hill et al. (2006), também comparando o ELISA em 

suspensões de musculatura de animais experimentalmente infectados, encontraram 

sensibilidade de 76,9%, enquanto que o MAD do soro apresentou 80,6% de 

sensibilidade e o ELISA no soro, 100%. Por outro lado, apesar da menor sensibilidade, 
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a especificidade foi de 100% neste trabalho, e Hill et al. (2006) encontraram valor 

preditivo negativo de 100% para o ELISA em suspensões de musculatura. 

 O experimento II procurou verificar a influência da autólise na performance da 

detecção de anticorpos nas amostras de tecidos de camundongos cronicamente 

infectados. Não houve diferenças, independente do tecido avaliado, na performance da 

MAD nos diferentes momentos de coleta de amostras (24, 48, 72 ou 96 horas; p>0,05), 

e com isso, para análise final, os resultados, independente dos momentos de coleta, 

foram considerados em conjunto, para cada um dos tecidos. 

 A Tabela 4 apresenta os parâmetros de sensibilidade e especificidade da 

detecção de anticorpos pelo MAD, para cada um dos tecidos, quando o critério de 

validação foram os títulos >0, >2 e >20. Como pode ser verificado, independente do 

título e tecido considerado houve diminuição expressiva dos parâmetros. O tecido 

menos afetado foi a musculatura, seja na sensibilidade seja na especifidade, e quando 

considerados títulos maiores que 2, foi o tecido com melhor performance (Figura 2). 

Tabela 4. Sensibilidade (SE) e especificidade (ES) - % da estimativa e IC95% - 

intervalo de confiança 95% - dos resultados de detecção de anticorpos anti-Toxoplasma 

gondii pelo método de aglutinação direta em suspensão de fígado, baço e músculo de 

camundongos cronicamente infectados, em amostras coletadas entre 24 a 96 horas após 

a eutanásia. 

Tecido Parâmetro 

Critério (título de anticorpos) 

>0 >2 >20 

% IC95 % IC95 % IC95 

Fígado 
SE 90,0 68,3-98,8 25,00 8,7-49,1 5,00 0,1-24,9 

ES 66,7 34,9-90,1 91,67 61,5-99,8 100,00 73,5-100,0 

Baço 
SE 100,0 83,2-100,0 50,00 27,2-72,8 25,00 8,7-49,1 

ES 41,7 15,2-72,3 83,33 51,6-97,9 100,00 73,5-100,0 

Músculo 
SE 90,0 68,3-98,8 70,00 45,7-88,1 45,00 23,1-68,5 

ES 75,0 42,8-94,5 91,67 61,5-99,8 100,00 73,5-100,0 
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Figura 2. Curva ROC para os resultados de detecção de anticorpos anti-Toxoplasma 

gondii em suspensões de fígado, baço e músculo de camundongos cronicamente 

infectados, em amostras coletadas entre 24 a 96 horas após a eutanásia. 

 A Tabela 5 demonstra que, mesmo com as diferenças entre sensibilidade e 

especificidade, estas não foram suficientes para indicar diferença significativa entre os 

tecidos na detecção de anticorpos em amostras autolisadas. 

Tabela 5. Diferenças na área sobre a curva ROC (∆AUC), intervalo de confiança 95% 

(IC95%) e valor de P para a detecção de anticorpos anti-Toxoplasma gondii pelo 

método de aglutinação direta em suspensões de amostras de fígado, baço e músculo de 

camundongos cronicamente infectados, em amostras coletadas entre 24 a 96 horas após 

a eutanásia. 

Amostras pareadas ∆∆∆∆AUC IC95% Valor de P 

Fígado – Baço 0,002 -0,243 – 0,248 0,987 

Fígado – Músculo 0,102 -0,065 – 0,269 0,231 

Baço – Músculo 0,104 -0,088 – 0,296 0,287 

 A literatura não apresenta resultados de detecção de anticorpos em amostras de 

tecidos autolisados. Porém, uma fonte para a pesquisa de anticorpos, potencialmente 

alterada pelos fenômenos cadavéricos, são as amostras de fluidos fetais obtidas em 

casos de abortamento. Arthur; Blewett (1988) relatam que apenas títulos de anticorpos 
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acima de 256 poderiam ser considerados sensíveis e específicos para amostras de fluido 

torácico obtidos de cordeiros abortados; títulos menores que oito não estiveram 

associados a lesões histopatológicas de cotilédones fetais compatíveis com 

toxoplasmose. Venturini et al. (1999) verificaram diferença na detecção de anticorpos 

em fluidos fetais de suínos quando utilizando a RIFI e o MAD, sendo a primeira mais 

sensível. Neste caso os autores incriminaram a contaminação das amostras como um 

provável fator para a performance diminuída do método de aglutinação. 

Apesar da perda de sensibilidade, principalmente quando avaliadas em amostras 

de fígado e baço, a detecção de anticorpos anti-T. gondii em amostras de tecidos pode 

ser indicada quando o soro sanguíneo não estiver disponível. Independente da queda de 

performance do teste de aglutinação nas amostras alteradas, a vantagem do método em 

prescindir de reagentes espécie-específicos pode justificar sua utilização principalmente 

quando estiverem envolvidos animais selvagens. 
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Apêndice 1: Figuras 

 

Figura 1. Frequência relativa de roedores sinantrópicos, segundo a espécie e sexo. 

Umuarama, 2009. 

 

Figura 2. Massa corporal de roedores sinantrópicos segundo a espécie e sexo. Umuarama, 

2009. 



 
 

 

 

Figura 3. Comprimento total do corpo (CTC) e comprimento da cauda (CC) de roedores 

sinantrópicos segundo a espécie e sexo. Umuarama, 2009. 
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Anexo 4: Classificação dos periódicos na Qualis 
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