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Pappen E.G. & Farias N.A.R. 2014. [Patogenicity and virulence of Toxoplasmagondii iso-
lated from rustic farm pigs in Southern Brazil.] Patogenicidade e viruléncia de Toxo-
plasma gondii isolado de suinos de criagdo artesanal no sul do Brasil. Pesquisa Veterindria
Brasileira 34(12):1186-1190. Departamento de Parasitologia e Microbiologia, Instituto de
Biologia, Universidade Federal de Pelotas, Campus Universitario s/n, Pelotas, RS 96010-
900, Brazil. E-mail: plinio-vet@hotmail.com

Studies of Toxoplasma gondii infection in pigs are important because they are part of the
human food chain. The main routes of transmission of this agent are: carnivorism, fecal-
-oral and congenital. Six isolates of T. gondii from pigs of rustic farms were evaluated for vi-
rulence and pathogenicity. Tachyzoites suspension used in the tests was obtained by aspi-
ration or by washing the peritoneal cavity of mice that had developed ascites. Each sample
of living tachyzoites was inoculated into groups of five mice with inoculum of 10, 102, 103,
10% 10° and 10°intraperitoneally. Half of the isolates (3/6) were lethal and caused clinical
signs in Swiss albino mice. The minimum lethal dose was 10* tachyzoites by inoculum. The
death of mice that had acute infection occurred between 12 and 26 days post-inoculation.
The other three isolates were not pathogenic or virulent for mice. All isolates of the area
studied had a high ability to form cysts, what could increase the risk for infection through

ingestion of infected animal tissues.

INDEX TERMS: Toxoplasma gondii, isolates, swine, artisanal handling.

RESUMO.- Estudos com Toxoplasma gondii em suinos sdo
relevantes porque seus produtos e subprodutos fazem par-
te da cadeia alimentar do ser humano. As principais vias de
transmissdo deste agente sdo o carnivorismo, fecal-oral e
congénita. Seis isolados de Toxoplasma gondii de suinos de
criacdo artesanal foram avaliados quanto a patogenicidade
e viruléncia em camundongos suicos albinos. A suspensio
de taquizoitos utilizada nos testes foi obtida através da
puncdo ou lavagem da cavidade peritoneal de camundon-
gos que apresentaram ascite. Cada amostra foi inoculada

t Recebido em 30 de abril de 2014.

Aceito para publicagdo em 13 de novembro de 2014.

% Laboratdrio de Parasitologia, Departamento de Microbiologia e Para-
sitologia, Universidade Federal de Pelotas (UFPel), Campus Universitario,
Capado do Ledo s/n, Pelotas, RS 96010-900, Brasil. *Autor para correspon-
déncia: plinio-vet@hotmail.com

3 Laboratério Regional de Diagndstico, Faculdade de Veterinaria, UFPel,
Pelotas, RS.

* Instituto Federal Tecnol6gico, Campus Concoérdia, Rodovia SC-283 Km
8, Cx. Postal 58, Concordia, SC 89700-000, Brasil.

1186

em grupos de cinco camundongos, com inéculo de 10?, 107,
103, 10% 105 e 10°taquizoitos vivos, via intraperitoneal. Dos
isolados, 50% (3/6) foram letais e causaram sinais clinicos
nos camundongos. A dose minima letal foi de 103 taquizo-
itos. A morte dos animais que apresentaram infeccdo agu-
da ocorreu entre 12 e 26 dias ap6s a inoculacdo. Todos os
isolados da regido estudada apresentam alta capacidade de
formar cistos, o que pode aumentar o risco de infeccdo pela
ingestdo de tecidos dos animais infectados pelos mesmos.

TERMOS DE INDEXACAO: Toxoplasma gondii, isolado, suinos,
criacdo artesanal.

INTRODUCAO

Toxoplasma gondii, protozoario cosmopolita, intracelular
obrigatério, é agente de uma das infecg¢des parasitarias
mais comuns do homem, dos animais domésticos e selva-
gens (Dubey 2010). As principais formas de infec¢do ocor-
rem por via oral, através da ingestdo de carne mal cozida
contendo cistos, de alimentos e dgua contaminados com
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oocistos eliminados nas fezes de gatos infectados, ou ainda
pela via transplacentaria (Dubey & Jones 2008).

Os suinos sdo hospedeiros intermediarios com grande
importancia para a manutengao de T. gondii na natureza,
seus produtos e subprodutos sdo uma importante fonte de
infeccdo para o homem (Jongert et al. 2008). A maioria dos
suinos se infecta com o protozoario apds o nascimento, por
ingestao de oocistos no ambiente contaminado ou ingestao
de tecidos de animais infectados (Kijlstra et al. 2008). Nas
criagdes artesanais, a possivel ingestdo de roedores, pas-
saros, visceras de animais de abate doméstico e alimentos
ou agua contaminados, aumenta o risco de infec¢do (Dubey
2009).

0 isolamento do parasito por bioensaio em camundon-
gos utilizando tecidos de suinos tem sido realizado a partir
de varios tecidos, como cérebro, coracdo, lingua e diafrag-
ma (Garcia et al. 2006, Velmurugan et al. 2009, Bezerra et
al. 2012). Genétipos Tipo I, Tipo 1l e atipicos de T. gondii ja
foram identificados nesses hospedeiros (Santos et al. 2005,
Garcia et al. 2006, Belfort-Neto et al. 2007, Velmurugan et
al. 2009, Bezerra et al. 2012).

Estudos realizados em diferentes regides e hospedeiros
confirmaram que os isolados de T. gondii do Brasil sdo bio-
légica e geneticamente diferentes daqueles da América do
Norte e Europa, apresentando uma alta diversidade genéti-
ca (Pena et al. 2008, Andrade et al. 2013).

Amostras de T. gondii tém sido diferenciadas através da
patogenicidade, entendida pela capacidade do agente, uma
vez instalado, de produzir sinais clinicos e pela viruléncia,
sendo esta a capacidade do agente de produzir efeitos gra-
ves ou fatais (Pereira 2004). A patogenicidade varia com o
hospedeiro, estagio do parasito, via de inoculagido e dose
infectante. Assim, para conhecer realmente a patogenici-
dade devem ser ministradas quantidades conhecidas do
agente (Dubey 1978, Willians et al. 1978).

Cepas de T gondii sdo tidas como virulentas quando a
inoculagdo via intraperitoneal de menos de 100 taquizo-
ftos provocam sinais clinicos agudos em camundongos,
levando-os a morte em aproximadamente uma semana;
avirulentas, quando a inoculagdo de doses maiores, como
103 ou 10* taquizoitos, ndo causa sinais clinicos significa-
tivos e formagdo de cistos no cérebro (Johnson 1997). A
viruléncia, quando determinada pelo isolamento, sem o
conhecimento da dose infectante pode levar a resultados
imprecisos (Andrade et al. 2013).

O objetivo deste estudo foi avaliar a patogenicidade e
viruléncia de amostras de T gondii procedentesde suinos
de criagdo artesanal, naturalmente infectados, do sul do Rio
Grande do Sul.

MATERIAL E METODOS

Foram analisadas amostras de sangue e tecidos (encéfalo e cora-
¢do) de 12 suinos criados artesanalmente e abatidos para consu-
mo humano. Quatro isolados (97, 98, 99, 100) utilizados foram
descritos por Cademartori et al. (2014) e as demais oito amostras
foram coletadas em seis municipios do Rio Grande do Sul (Capdo
do Ledo, Cerrito, Morro Redondo, Piratini, Pelotas e Sdo Lourengo
do Sul), situados entre os paralelos 31°21” e 31° 46”S e os meri-
dianos 53° 06” e 51° 58”W.

As amostras foram obtidas e identificadas no momento do
abate dos animais nas propriedades, acondicionadas e transpor-
tadas em caixas térmicas até o Laboratério de Parasitologia da
Universidade Federal de Pelotas (UFPel).

Os soros provenientes das amostras de sangue foram exami-
nados para detec¢do de anticorpos IgG para Toxoplasma gondii
através da Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta (RIFI), confor-
me técnica descrita por Camargo (1974), utilizando antigeno co-
mercial (Wama Diagnostica, Sdo Carlos, SP) (cepa ME49) e o con-
jugado IgG anti-suino (Sigma Chemical® Co., St Louis, MO, USA).
Foi utilizado o ponto de corte de 1:64 (Millar 2008). Em todas as
reagoes, foram incluidos soros controle positivo e negativo, pre-
viamente conhecidos.

Para o isolamento, obten¢do de taquizoitos e avaliagdo da pa-
togenicidade e viruléncia das amostras de T gondii, foram utili-
zados camundongos suicos albinos (Mus musculus), fémeas, com
aproximadamente dois meses de idade, provenientes do Biotério
Central da Faculdade de Medicina Veterinaria, UFPel.

No bioensaio em camundongos, encéfalo e coragdo de suinos
que apresentaram sorologia positiva para T gondii, foram tritu-
rados, homogeneizados e preparados por digestdo péptica, con-
forme descrito por Dubey (1998). Fragmentos de 25g de encéfalo
e 25g de coragdode cada suino foram triturados e homogeneiza-
dos com 125 volt (v/v) de solugdo salinaestéril e5vol de pepsina
acida.A mistura foi incubada em banho-maria a 37°C, por uma
hora. O homogeneizado foi filtrado através de duas camadas de
gaze e centrifugado a 1200g por 10 minutos. Apés a centrifuga-
¢do, o sobrenadante foi descartado e adicionou-se ao sedimento
solucdo neutralizadora (1,2% bicarbonato de sédio, pH 8,3). O
material foi centrifugado a 1200g, por 10 minutos, e o sobrena-
dante descartado. O sedimento foi ressuspendido com 5ml de
solugdo, contendo 1000 UI penicilina e 100pg de estreptomicina
por 1ml de solucdo salina estéril. Duas doses delml do homoge-
neizado dos tecidos foram inoculados intraperitonealmente, em
cinco camundongos para cada suino analisado, com intervalo de
24 horas.

Os animais foram observados diariamente e, aqueles que so-
breviveram a infecgdo, foram sacrificados 60 dias pés-inoculagio
(pi), para pesquisa de anticorpos e cistos teciduais. Por¢des de
coragdo, pulmdes e encéfalo desses camundongos, foram utili-
zadas para inocular novos animais experimentais (repassagem),
buscando a obtenc¢do de taquizoitos (fase aguda), em um maximo
de quatro passagens. Todos os animais utilizados no bioensaio fo-
ram analisados quanto a presenca de cistos teciduais através de
avaliagdo histopatolégica.

Foram realizadas avaliacdes de patogenicidade e viruléncia
do parasito para camundongos, somente dos isolados que causa-
ram infecgdo aguda nos animais experimentais. A suspensdo de
taquizoitos foi obtida através da puncdo e/ou lavagem da cavi-
dade peritoneal dos camundongos. Os taquizoitos obtidos foram
suspensos em solugdo salina estéril e padronizados por contagem
em camara de Neubauer. Cada amostra de 1ml foi inoculada em
grupos de cinco camundongos, com in6culos de 10, 102,103,104,
10° e 10° taquizoitos vivos, via intraperitoneal. O grupo controle
recebeu apenas 1ml de solugdo salina estéril, e os camundongos
foram observados diariamente.

Fragmentos de pulmdo, cérebro, figado e bago dos camundon-
gos que morreram pela infec¢do, ou que foram eutanasiados, fo-
ram fixados em formalina 10%, cortados com 5p de espessura, co-
rados com hematoxilina-eosina e observados microscopicamente
para a pesquisa de taquizoitos ou cistos do parasito.

A pesquisa foi realizada com a aprovagio da Comisséo de Etica
em Experimentagdo Animal da Universidade Federal de Pelotas
(CEEA n2 2300).
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RESULTADOS

Dos 12 suinos analisados, oito (67%) foram soropositivos
para Toxoplasma gondii. Estes eram provenientes dos mu-
nicipios de Piratini, Cerrito, Capdo do Ledo e Pelotas. Das
oito amostras soropositivas, o parasito foi isolado, por meio
do bioensaio em camundongos, em seis delas (75%). Des-
ses seis isolados, um (16,7%) foi obtido durante a passa-
gem suino/camundongo (suino 97) e os demais apds pas-
sagens camundongo/camundongo: um isolado (16,7%) na
primeira passagem (suino 98), outro na segunda passagem
(suino 99) e os outros trés (50%) foram obtidos na quarta
passagem (suinos 100, 101 e 102).

Em relacdo a patogenicidade dos isolados obtidos, em
trés deles(97, 98 e 100) foram observados sinais clinicos
de toxoplasmose aguda (Quadro 1) enquanto nos outros
trés (99, 101 e 102) foi observado a forma cronica da do-
enca, diagnosticada pela presenca de cistos do parasito nos
tecidos.

Em relacdo a patogenicidade, realizada somente com
os isolados que levaram a um quadro clinico da doenga,
observou-se que o isolado 100 foi capaz de causar sinais
clinicos e morte dos animais experimentais com menor
inoculo (103taquizoitos) e os isolados 97 e 98 provocaram
a morte dos camundongos com indculo 100 vezes maior
(10°taquizoitos). O tempo decorrido entre a inoculagio e o
surgimento dos sinais clinicos de todos os isolados variou
de 9 a 18 dias e o periodo entre a inoculagdo e a morte dos
camundongos variou de 12 a 26 dias (Quadro 2).

As alteragdes macroscopicas e histolégicas observadas
sdo apresentadas no Quadro 3. Foram observados cistos
nos tecidos dos camundongos que receberam os indculos
dos isolados 97, 98 e 100 (102 a 10°) e que apresentaram
quadro clinico, bem como naqueles que apresentaram a
forma crénica da doenga e nos quais os isolados ndo foram
quantificados para avaliacdo de patogenicidade. Dos grupos
estudados, foram encontradas estruturas morfologicamen-
te compativeis com cistos de T. gondii em 52,4% (55/105),
destes 54,5%(30/55) no pulmdo e figado, 27,3% (15/55)
no pulméao e 18,2% (10/55) no figado. Nenhum cisto foi
observado no cérebro. As lesdes histologicas encontradas
foram caracteristicas de hepatite multifocal e pneumonia

necrosante, geralmente associadas a presenca de cistos do
parasito nesses 6rgdos (Quadro 3).

DISCUSSAO

Os resultados obtidos no presente estudo podem ser um
indicativo da condi¢do sanitaria e do risco de infeccdo por
Toxoplasma gondii dos suinos das propriedades e da popu-
lacdo na regido estudada, uma vez que, mesmo com o nu-
mero bastante baixo de suinos amostrados, foram encon-
trados animais soropositivos para T gondii em dois tercos
dos municipios avaliados (Damriyasa et al. 2004).

A taxa de isolamento de 75% do parasito pelo bioensaio
em camundongos feito com o tecido dos suinos soropositi-
vos, foi superior a encontrada no Estado de Sao Paulo, de
25%, também em suinos soropositivos (Santos et al. 2005).
0 uso de amostras de suinos de criagdo artesanal, coletadas
no momento do abate, pode ter influenciado a taxa obser-
vada no presente estudo. Esta pode variar de acordo com
detalhes de metodologia utilizados no bioensaio, como nu-
mero de camundongos utilizados por tecido, forma de di-
gestdo dos tecidos e o procedimento de coleta das amostras
(Dubey 2009).

No presente estudo trés isolados (97,98 e 100) demons-
traram ser virulentos, causando mortalidade nos camun-
dongos do bioensaio, enquanto que os isolados 99, 101 e
102 ndo revelaram essa caracteristica. Além disso, o tempo
decorrido desde a inoculagido até a morte dos camundon-
gos (12 a 26 dias) foi similar ao observado por Dubey et al.
(2007) em isolados obtidos de galinhas desta mesma re-
gido (13 a 23 dias). A viruléncia de uma cepa é definida com
base na mortalidade de camundongos infectados e o tempo
entre a inoculagdo e a morte dos animais (Su et al. 2006).
Nos trés isolados que causaram a forma aguda da doenga o
tempo decorrido entre a inoculagdo e a morte, foi inversa-
mente proporcional ao nimero de taquizoitos do inéculo.

A variagdo de patogenicidade e viruléncia dos isolados
de T gondii puderam ser confirmadas, no presente estudo,
pelas diferencas de mortalidade dos camundongos que re-
ceberam diferentes e conhecidas quantidades de taquizoi-
tos de cada um dos isolados. Além disso, 50% dos isolados
causaram infeccdo aguda nos camundongos e os outros

Quadro 1. Frequéncia dos sinais clinicos de toxoplasmose observados em
camundongos inoculados com tecidos de suinos naturalmente infectados
(n=30 camundongos/suino)

Sinais clinicos Identifica¢do do suino* N¢/ % geral
(% de animais) 97 98 99 100 101 102

Ascite 10/30(33,3) 3/30(10) - 5/30(16,7) - - 18/180(10)
Pelos arrepiados 15/30 (50) 15/30 (50) 20/30 (66,7) 20/30 (66,7) - - 70/180 (38,9)
Dispnéia 5/30 (16,7) - - 15/30 (50) - - 20/180(11,1)
Tremores 10/30 (33,3) 10/30 (33,3) - 5/30(16,7) - - 25/180(13,9)
Incoordenagdo  5/30(16,7) 15/30 (50) - - - - 20/180(11,1)
Apatia 10/30(33,3) 333 - 20/30 (66,7) - - 40/180(22,2)
Inani¢do 5/30 (16,7) - 20/30 (66,7) - - 25/180(13,9)

Emagrecimento 5/30 (16,7) 33,3
Desidratagdo 10/30(33,3)
Cianose 15/30 (50)
Diarréia

15/30 (50)
3/30 (10)

- 20/30 (66,7) - -
- 10/30 (333) - -
- 20/30 (66,7) - -
- 5/20(16,7) - -

35/180 (19,4)

20/180 (11,1)

50/180 (27,8)
8/180 (4,5)

* Pool de coragdo e encéfalo para cada suino analisado.
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Quadro 2. Avaliacdo da patogenicidade de isolados de
Toxoplasma gondii, obtidos de suinos, através da inoculagio
em camundongos (n=5 camundongos por isolado) de
diferentes concentragdes de taquizoitos

Isolado  Indculo Iniciodos N©de camundon- Morte (no.de

(taqui- sinais clinicos gos com sinais ~ camundongos)
zoitos) (d.p.i) clinicos/mortos d.p.i

97 106 10 5/5 13(1), 14(2), 15(2)

97 10° 13 5/5 16(5)

97 10* 17 5/0 -

97 103 SSN - -

97 10? SSN - -

97 10! SSN - -

98 10¢ 14 3/3 18(1), 21(2)

98 10° 18 2/2 23(1),25(1)

98 10* SSN - -

98 103 SSN - -

98 10? SSN - -

98 10! SSN - -

100 10° 9 5/5 12(1),13(4)

100 10° 11 5/5 12(1),13(1), 16(3)

100 10* 16 5/5 21(5)

100 103 18 5/5 22(4),26(1)

100 102 SSN - -

100 10! SSN - -

d.p.i. = dias pés-inoculagdo.SSN = sem sinais clinicos.

Quadro3. Alteracdes histoldgicas e presenca de cistos
nos orgaos dos camundongos do bioensaio e que receberam
diferentes indculosde taquizoitos deToxoplasma gondii
isolados de suinos (n=5)

Isolado  Indculo Cisto Alteragdes patolégicas

(taquizoitos) Macroscopicas Microscopicas

97 10° P S/A Pneumonia e hepatite

97 10° P S/A Pneumonia

97 10* N S/A Pneumonia

97 103 N S/A S/A

97 102 N S/A S/A

97 10! N S/A S/A

98 10°¢ P S/A Pneumonia

98 10° P S/A Pneumonia

98 10* N S/A S/A

98 103 N S/A S/A

98 10° N S/A S/A

98 10? N S/A S/A

100 10° P  Hepatomegalia, Pneumonia e hepatite
esplenomegalia

100 10° P Hepatomegalia, Pneumonia e hepatite
esplenomegalia

100 10* P S/A Pneumonia e hepatite

100 103 P S/A Pneumonia e hepatite

100 102 N S/A Hepatite

100 10! N S/A S/A

99* P S/A Pneumonia e hepatite

101* P S/A Hepatite

102* P S/A Hepatite

P = presenca de cisto, N = auséncia de cisto, S/A = sem alteragdes, * Ani-
mais do bioensaio.

50% causaram infec¢do cronica, sem alteragdes clinicas ou
morte dos animais. Resultados similares foram observados
por Dubey et al. (2007) ao avaliarem isolados de galinhas
caipiras desta mesma regido (44% causaram infecc¢do agu-
da e morte dos camundongos inoculados). As diferengas de
patogenicidade e viruléncia sdo mais evidentes nos casos

em que ha morte dos camundongos, como o observado no
estagio agudo da doenga, ou nos casos em que os camun-
dongos infectados sobrevivem por mais tempo, como o ob-
servado na forma crénica da doenga (Dubremetz & Lebrun
2012). E importante ressaltar o inéculo minimo de 103 ta-
quizoitos que foi capaz de matar os camundongos. Em um
estudo que avaliou trés isolados de suinos das cidades de
Londrina (PR) e Erechim (RS), foi necessaria uma concen-
tracdo de taquizoitos dez vezes maior que a encontrada
no presente trabalho para observacdo de mortalidade em
camundongos (Mitsuka et al. 1998). Isto pode ser explica-
do pela maior patogenicidade e viruléncia dos isolados do
presente estudo.

O fato de terem sido observadas estruturas morfologi-
camente compativeis com cistos de T. gondii nas amostras
de pulmao e figado dos animais com infec¢io aguda e cro-
nica, tanto nos animais do bioensaio quanto nos diferen-
tes indculos, sugere que estes isolados ndo apresentaram a
caracteristica neurotrépica comum a este parasito (Dubey
et al. 2004). T. gondii foi também observado em ovarios e
musculos das pernas de galinhas nos Estados Unidos com
infec¢do cronica, mas nenhum parasito foi encontrado no
sistema nervoso central destas aves (Jabos & Melton 1966).

Além disso, Dubey et al. (2005) nio observaram estru-
turas compativeis com cistos de T. gondii nos camundongos
sobreviventes, apos 50 dias da inoculagdo. Isto demonstra
diferencas entre a capacidade cistogénica dos isolados, pois
todos os isolados aqui descritos foram capazes de induzir
a formacao de cistos nos animais inoculados. A capacidade
cistogénica dos isolados encontrados neste estudo sugere a
presenca de T gondii nos tecidos de suinos da regido. Aler-
ta-se para o alto risco de infeccdo humana, principalmente
para pessoas que consomem produtos e subprodutos de
suinos de criatérios artesanais.
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