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RESUMO 

 

Toxoplasma gondii é um parasito mundialmente distribuído, afetando todos os animais 

homeotérmicos, incluindo humanos. Estudos indicam que a América do Sul, especialmente o 

Brasil, abriga a maior diversidade genética do parasito, com cepas altamente virulentas e 

genótipos atípicos. Esta diversidade está associada ao ciclo silvestre do parasito, embora dados 

sobre essa população animal ainda sejam escassos. O objetivo do trabalho foi realizar o 

isolamento e caracterização molecular das cepas de T. gondii encontradas, e verificar a 

ocorrência de anticorpos anti-T. gondii em exsudato cárneo de tecidos de animais marinhos 

monitorados pelo Projeto de Monitoramento de Praias da Bacia de Santos (PMP-BS), no litoral 

sul de Santa Catarina. Dos animais que vieram a óbito (n=372), após necropsia, amostras de 

tecidos (cérebro, pulmão, coração, fígado e musculatura esquelética) formaram um “pool” que 

foi utilizado para o bioensaio em camundongos, visando o isolamento do parasito. Desses 

tecidos, foram obtidas amostras de exsudato cárneo para a pesquisa de anticorpos contra o 

parasito, realizada por meio da Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI), utilizando 

conjugado anti-IgY de galinha e "cut-off" de 1:2. Soros de galinhas, positivos e negativos para 

T. gondii, foram usados para comparação. Detectaram-se anticorpos contra T. gondii em 125 

(33,6%) das amostras analisadas, incluindo 79 (21,2%) Spheniscus magellanicus (Pinguins-de-

Magalhães), 20 (9,1%)  Larus dominicanus (Gaivotões), cinco (1,3%) Sula leucogaster  

(Atobás-pardos), dois (0,5%) Trinta-Réis-de-Bicos-Vermelhos, um (0,2%) Phalacrocorax 

brasilianus (Biguá), uma Pardela-preta e uma Pardela-sombria. A presença de anticorpos indica 

contato com o parasito, por meio de alimentos contaminados. Para o bioensaio, camundongos 

inoculados com o produto da digestão péptica dos tecidos foram observados por até 45 dias 

pós-inoculação para identificar sinais clínicos de toxoplasmose, sendo então eutanasiados. Dos 

camundongos que morreram naturalmente e dos eutanasiados, coletou-se sangue para pesquisa 

de anticorpos (RIFI; ≥ 16) e órgãos (cérebro, pulmão e coração). Fragmentos de cérebro foram 

avaliados por “squash” para pesquisa de cistos, e o restante foi armazenado a -20°C para 

extração de DNA, PCR e genotipagem por RFLP, usando marcadores SAG1, 5’-SAG2, 3’-

SAG2, SAG3, BTUB, GRA6, c22-8, c29-2, L358, PK1, Alt. SAG2 e Apico. Dos camundongos 

eutanasiados também se pesquisou a presença do parasito em lavado intraperitoneal e “imprint” 

de pulmão.  Dos 90 bioensaios, 38 foram positivos para T. gondii (detecção de cistos e/ou 

taquizoítos e/ou anticorpos). Um isolado de gaivotão (TgLdBr4) e um de toninha (TgPbBr1) 

apresentaram o genótipo #170 da plataforma ToxoDB. Os outros quatro genótipos (TgLdBr1, 

TgLdBr2, TgLdBr3 e TgLdBr5) isolados não corresponderam a nenhum da plataforma, 



indicando serem novos genótipos. A pesquisa revelou grande diversidade genética de T. gondii 

em animais marinhos no Sul do Brasil, destacando a importância de mais estudos para elucidar 

a epidemiologia do parasito nesse ambiente. 

Palavras-chaves: Toxoplasmose, animais marinhos, PCR-RFLP, RIFI. 



ABSTRACT 

 

Toxoplasma gondii is a parasite distributed worldwide, affecting all homeothermic animals, 

including humans. Studies indicate that South America, especially Brazil, harbors the greatest 

genetic diversity of the parasite, with highly virulent strains and atypical genotypes. This 

diversity is associated with the sylvatic cycle of the parasite, although data on this animal 

population are still scarce. The objective of the study was to isolate and molecularly 

characterize the T. gondii strains found, and to verify the occurrence of anti-T. gondii antibodies 

in meat exudate from tissues of marine animals monitored by the Santos Basin Beach 

Monitoring Project (PMP-BS), on the southern coast of Santa Catarina. From the animals that 

died (n=372), after necropsy, tissue samples (brain, lung, heart, liver, and skeletal muscle) 

formed a “pool” that was used for the bioassay in mice, aiming at the isolation of the parasite. 

From these tissues, samples of meat exudate were obtained for the investigation of antibodies 

against the parasite, performed through the Indirect Immunofluorescence Reaction (IFAT), 

using chicken anti-IgY conjugate, and a cut-off of 1:2. Sera from chickens, positive and 

negative for T. gondii, were used for comparison. Antibodies against T. gondii were detected 

in 125 (33.6%) of the analyzed samples, including 79 (21.2%) Spheniscus magellanicus 

(Magellanic penguins), 20 (9.1%) Larus dominicanus (gulls), five (1.3%) Sula leucogaster 

(brown boobies), two (0.5%) Red-billed terns, one (0.2%) Phalacrocorax brasilianus 

(cormorant), one Black Shearwater and one Sombre Shearwater. The presence of antibodies 

indicates contact with the parasite through contaminated food. For the bioassay, mice inoculated 

with the product of peptic digestion of tissues were observed for up to 45 days post-inoculation 

to identify clinical signs of toxoplasmosis, and were then euthanized. From mice that died 

naturally and from those euthanized, blood was collected for antibody testing (IFAT; ≥ 16) and 

organs (brain, lung, and heart). Brain fragments were evaluated by “squash” to search for cysts, 

and the remainder was stored at -20°C for DNA extraction, PCR and genotyping by RFLP, 

using markers SAG1, 5’-SAG2, 3’-SAG2, SAG3, BTUB, GRA6, c22-8, c29-2, L358, PK1, 

Alt. SAG2 and Apico. From euthanized mice, the presence of the parasite was also investigated 

in intraperitoneal lavage and lung imprint. Of the 90 bioassays, 38 were positive for T. gondii 

(detecting cysts and tachyzoites and antibodies). One isolate from a gull (TgLdBr4) and one 

from a porpoise (TgPbBr1) presented genotype #170 from the ToxoDB platform. The other 

four genotypes (TgLdBr1, TgLdBr2, TgLdBr3, and TgLdBr5) isolated did not correspond to 

any of the platforms, indicating that they are new genotypes. The research revealed the great 



genetic diversity of T. gondii in marine animals in southern Brazil, highlighting the importance 

of further studies to elucidate the epidemiology of the parasite in this environment. 

 

Keywords: Toxoplasmosis, marine animals, PCR-RFLP, RIFI. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Toxoplasma gondii é um dos parasitos mais estudados mundialmente dada sua 

importância na medicina humana e veterinária, e que infecta uma ampla gama de hospedeiros, 

como seres humanos, animais domésticos e silvestres (Almeria; Dubey, 2021; Dubey, 2022). 

Estima-se que um terço da população mundial já tenha sido infectada por T. gondii, considerado 

um grande problema de saúde única, ocasionando grandes prejuízos ao sistema público de saúde 

e na produção animal (Aguirre et al., 2019; Dubey, Jitender P. et al., 2020; Ybañez; Ybañez; 

Nishikawa, 2020).  

Os felídeos domésticos e selvagens, únicos hospedeiros definitivos, são capazes de 

eliminar milhões de oocistos durante um curto período quando infectados (Almeria; Dubey, 

2021; VanWormer et al., 2016). Esses oocistos podem atingir águas costeiras e estuários por 

meio do escoamento de áreas agrícolas, urbanas e efluentes de água e esgoto não tratados 

(Fayer; Dubey; Lindsay, 2004; VanWormer et al., 2016). Já foi observado que oocistos podem 

esporular e se manterem viáveis por até 24 meses no ambiente marinho e por pelo menos 18 

meses em água contendo ácido sulfúrico a 2% em temperatura de 4°C. Além disso, resistem a 

soluções detergentes ou desinfetantes, como hipoclorito de sódio, principalmente por suas 

características morfológicas que conferem resistência (Lindsay et al., 2003; Lindsay; Dubey, 

2009; Shapiro et al., 2019).  

Anteriormente, a estrutura molecular de T. gondii foi dividida em três genótipos clonais, 

denominados tipos I, II e III, encontrados principalmente na Europa e América do Norte. 

Atualmente, já foi observada que a estrutura molecular do parasito é mais complexa, 

especialmente pela circulação de cepas não clonais e bastante diversas, principalmente nas 

Américas Central e do Sul. Em relação à virulência das cepas circulantes nessas regiões, de 427 

isolados, 61% tiveram alta virulência para camundongos. Em ambientes naturais, o ciclo 

silvestre de T. gondii pode favorecer o desenvolvimento de genótipos altamente virulentos 

(Howe; Sibley, 1995; Shwab et al., 2014; Shwab et al., 2018).  

Nos animais marinhos a forma de infecção mais frequente ainda não foi completamente 

elucidada. Acredita-se que animais de hábitos filtradores possam reter os oocistos presentes em 

águas marinhas, servindo como fonte de infecção ao serem ingeridos por outros animais e até 

mesmo humanos. Diversos trabalhos já confirmaram a retenção e bioacumulação de oocistos 

de T. gondii em sardinhas e anchovas (Massie et al., 2010), crustáceos (Lindsay et al., 2004; 
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Esmerini; Gennari; Pena, 2010; Bigot-Clivot et al., 2016), ostras e mexilhões (Lindsay et al., 

2004; Esmerini; Gennari; Pena, 2010).  

A pesquisa e detecção de T. gondii em animais silvestres atualmente são realizadas, 

normalmente, por meio da sorologia, quando em animais de cativeiro, e exames post-mortem 

em animais de vida livre. Esses animais desempenham um papel fundamental na manutenção 

e transmissão de T. gondii. Mesmo limitado, novos genótipos têm sido frequentemente 

encontrados nesses animais no Brasil. Embora análises sorológicas sejam feitas com maior 

frequência, análises moleculares para identificar os genótipos circulantes nesse ambiente ainda 

são necessárias (Dubey et al., 2003; Vitaliano et al., 2014). 

Visto que T. gondii tem a capacidade de infectar as mais diversas espécies de animais e 

humanos, além de apresentar uma ampla diversidade genética que está intimamente relacionada 

à virulência das cepas, investigar sua presença no ambiente marinho pode ser uma importante 

ferramenta para elucidar o fluxo de parasitos “terrestres” no meio aquático. 

 

2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Toxoplasma gondii 

 

Toxoplasma gondii foi descrito pela primeira vez por Splendore (1908) e Nicolle e 

Manceaux (1908).  No Brasil, Splendore (1908) identificou o protozoário em um coelho de 

laboratório mas acreditou tratar-se do gênero Leishmania. Nicolle e Manceaux (1908), na 

Tunísia, encontraram o protozoário em tecidos de um roedor silvestre da espécie Ctenodactylus 

gundi, classificando-o como Leishmania gondii. No entanto, os mesmos pesquisadores em 

1909, reclassificaram-no como Toxoplasma gondii com base na morfologia dos taquizoítos (do 

grego toxo = arco e plasma = vida) (Dubey, 2008). 

T. gondii é um protozoário intracelular obrigatório, de distribuição mundial classificado 

no Filo Apicomplexa, Classe Sporozoasida, Subclasse Coccidiasina, Ordem Eimeriorina e 

Família Sarcocystidae (Dubey, 2022). Tem os felídeos como os únicos hospedeiros definitivos, 

onde ocorre o ciclo enteroepitelial sexuado, e são capazes de infectar todos os animais 

endotérmicos, inclusive os próprios felídeos, como hospedeiros intermediários (Bowman, 

2020; Dubey, 2022). 

Os felídeos se infectam após a ingestão de qualquer uma das três estruturas de T. gondii 

e o período pré-patente (PPP) varia, de acordo com a quantidade da forma ingerida, sendo de 

três a 10 dias após a ingestão de bradizoítos e de 18 a 19 dias após ingestão de oocistos 

esporulados e taquizoítos, respectivamente (Dubey, 2022). Nesses animais, ocorre o ciclo 
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enteroepitelial com uma fase assexuada (esquizogonia) e sexuada (gametogonia), culminando 

com a eliminação de oocistos não infectantes contendo um esporonte durante o período de uma 

a três semanas (Jones; Dubey, 2010). Para infectarem novos hospedeiros, os oocistos 

eliminados necessitam, obrigatoriamente, passar pelo processo de esporulação no ambiente, 

que pode levar de um a cinco dias, conforme condições adequadas de temperatura e umidade 

(20°C e 65%, respectivamente) (Lindsay et al., 1997; Dubey, 2004). Nesse processo são 

formados no oocisto dois esporocistos contendo quatro esporozoítos cada, que ao serem 

ingeridos, eclodem, invadem as células do epitélio intestinal de seus hospedeiros, e realizam o 

ciclo assexuado por endodiogenia, formando estruturas de rápida multiplicação, denominadas 

taquizoítos. Essas estruturas têm a capacidade de migrar para outros sítios e dar origem a cistos 

teciduais contendo bradizoítos localizados, principalmente, no cérebro, olhos, musculaturas 

esquelética e cardíaca e, menos frequente, nos pulmões e rins (Dubey, 2004; Bowman, 2020; 

Dubey, 2022). 

A infecção pode ocorrer por vias distintas, dentre elas: pela via fecal-oral, com a 

ingestão de água ou alimentos contaminados com oocistos esporulados eliminados por felídeos; 

por carnivorismo, com a ingestão de tecidos de animais homeotérmicos, contaminados com 

cistos teciduais contendo bradizoítos, ou por taquizoítos; e pela forma transplacentária, com a 

migração ativa de taquizoítos através da placenta (Dubey, 2020, 2022). Além disso, também 

pode ocorrer a transmissão via transfusão sanguínea e pelo coito, relacionada a indivíduos 

durante a fase aguda  (Alvarado-Esquivel et al., 2015, 2018; Assoni et al., 2024; Flegr; 

Klapilová; Kaňková, 2014; Hlaváčová et al., 2021) 

A patogenicidade da infecção nos hospedeiros depende de diversos fatores, como a 

susceptibilidade de cada espécie, virulência da cepa do parasito e a forma de infecção, visto que 

a ingestão de oocistos pode ocasionar quadros clínicos mais graves quando comparada à 

ingestão de cistos teciduais (Hill; Dubey, 2002; Dubey, 2004). A infecção por T. gondii em 

imunocompetentes não ocasiona manifestações clínicas, porém, em casos de infecção durante 

a gestação e em hospedeiros imunossuprimidos as manifestações clínicas podem ser 

consideradas severas (Rostami et al., 2020). 

Estima-se que um terço da população humana mundial já tenha sido infectado com o 

parasito (Dubey, 2022). No Brasil, algumas populações de determinadas regiões já atingiram a 

prevalência de até 80% (Dubey et al., 2012) Além disso, o Brasil é considerado o país com a 

maior prevalência da infecção em mulheres grávidas (61.2%; 58.2-64.1%) e a América do Sul 

apresenta a mais alta prevalência para o mesmo grupo dentre os demais continentes (95% IC, 

56.2%; 50.5-62.8%) (Dubey et al., 2012; Rostami et al., 2020; Almeria; Dubey, 2021). Ainda, 
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na América do Sul já foram detectadas cepas de maior virulência causando formas clínicas 

graves em indivíduos hígidos (Carme et al., 2009).  

Pelo fato de ser considerada uma das mais importantes zoonoses no mundo, o interesse 

no diagnóstico em animais se dá nas espécies que compartilham do mesmo ambiente ou servem 

de fonte de alimento ao ser humano (Sogorb et al., 1972). Isolados de T. gondii de amostras 

animais e humanas foram agrupados em três linhagens clonais denominadas tipos I, II e III, 

predominantes nos EUA e na Europa. A linhagem do tipo II tem sido a mais presente em 

animais e humanos nessas regiões (Howe; Sibley, 1995; Ajzenberg et al., 2002; Fekkar et al., 

2011; VERMA et al., 2015; Vilares et al., 2017). No entanto, isolados da América do Sul 

indicam uma maior variabilidade genética quando comparados aos dos EUA e Europa, 

contribuindo para os registros de linhagens atípicas e genótipos recombinantes, especialmente 

no Brasil (SHWAB et al., 2014; Silva et al., 2014).  

Uma grande diversidade genética foi observada por Pena et al (2008), que classificaram 

quatro genótipos, denominados BrI, BrII, BrIII e BrIV, como linhagens clonais brasileiras. 

Estudos sugerem que os animais silvestres apresentam uma maior diversidade genética do 

parasito que os animais domésticos e/ou de produção (Velmurugan; Su; Dubey, 2009; Dubey, 

J. P. et al., 2011; Khan et al., 2011). Contudo, até o presente momento, há pouca informação 

acerca dos genótipos circulantes entre os animais silvestres no Brasil, notadamente os marinhos. 

Desta forma, esforços são necessários para que sejam determinados os genótipos circulantes e 

o papel da infecção nesses animais, bem como a implicação zoonótica dessa situação (Gerhold 

et al., 2017).  

 

2.2 DIAGNÓSTICO 

 

O diagnóstico da infecção por T. gondii é baseado na utilização de diversos métodos, 

como sorológicos, moleculares, histopatológicos ou a associação dos mesmos, levando em 

consideração as particularidades da espécie em estudo (Dubey, 2022). 

 

2.2.1 Métodos sorológicos 

 

Os testes sorológicos são os mais utilizados em estudos epidemiológicos do parasito. 

Ainda que inúmeros métodos estejam disponíveis, o achado de uma amostra positiva significa 

apenas que houve um contato prévio entre o hospedeiro e o parasito, além de uma alta titulação 

não possuir correlação com a severidade dos sinais clínicos observados (Dubey, 2022).  
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Dentre as metodologias disponíveis para o diagnóstico em animais silvestres, 

evidenciam-se o Teste de Aglutinação Modificado (MAT), Reação de Imunofluorescência 

Indireta (RIFI), Hemaglutinação Indireta (HI), Teste de Aglutinação em Látex e Ensaio de 

Imunoabsorção Enzimática (ELISA). 

Em comparação com MAT, ELISA e RIFI são mais rápidos e menos trabalhosos, 

porém, necessitam, obrigatoriamente de equipamentos e reagentes como leitor de microplacas, 

microscópio de fluorescência e conjugados espécie-específicos que não estão disponíveis 

comercialmente para testes em animais silvestres (Sharma et al., 2019). 

O MAT é o teste mais amplamente utilizado para o diagnóstico nos animais silvestres 

em virtude de sua alta sensibilidade e especificidade, facilidade de execução por não necessitar 

de equipamentos e conjugados espécie-específicos, além do baixo custo (Dubey; Desmonts, 

1987; Su; Dubey, 2020; Dubey, 2022). Embora não tenha sido validado para a detecção de 

anticorpos em animais marinhos, tem sido frequentemente utilizado para tal.  

Para esses testes, o soro sanguíneo é a amostra de eleição. Contudo, nem sempre é 

possível a colheita de amostras de soro viáveis de animais selvagens vivos ou suas carcaças. 

Assim, a detecção de anticorpos pode ser realizada em amostras substitutas, como plasma, 

sangue total, fluído cavitário, ou exsudato cárneo (meat juice), não sofrendo interferências pelo 

processo de hemólise (Bachand et al., 2019; Sharma et al., 2019). 

Em estudo que avaliou a presença de anticorpos contra T. gondii (MAT e ELISA) em 

exsudato colhido do coração e diafragma de carcaças ovinas em abatedouro e, comparando com 

o bioensaio em camundongos, foi observada correlação significativa entre altas titulações no 

MAT e a probabilidade de isolamento a partir de amostras do coração (Villena et al., 2012). 

Em títulos acima de 1:16, foi possível isolar T. gondii em 65% dos casos. Abaixo disso, o 

isolamento apresentou falhas em 95% dos casos, sugerindo que o fluído colhido de amostras 

do coração pode ser utilizado para a triagem e seleção de animais que terão amostras colhidas 

para o bioensaio (Villena et al., 2012).  

Segundo Marciano (2013), o diagnóstico a partir de amostras de exsudato cárneo 

desempenha um importante papel para o monitoramento de T. gondii, influenciando 

diretamente na prevenção da infecção em seres humanos. 

A fim de determinar a concordância entre a titulação de anticorpos em amostras de soro 

e exsudato cárneo, Wallander et al (2015) utilizaram suínos infectados experimentalmente com 

T. gondii como modelo e observaram que todos os infectados testaram positivo nas diferentes 

amostras de exsudato (coração, diafragma e músculo esquelético), assim como o grupo controle 

permaneceu negativo. Também foi observada maior correlação entre os anticorpos detectados 
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no soro e exsudato do coração, sugerindo que a titulação a partir do “exsudato cárneo (meat 

juice) depende do tipo de músculo escolhido para a análise. 

Gazzonis et al (2020) avaliaram o exsudato cárneo colhido de amostras de coração ou 

diafragma de ovinos e caprinos pelo MAT, utilizando 1:2 como ponto de corte. De um total de 

278 animais, foram detectados anticorpos contra T. gondii em 79 (28,4%) deles. Desses, 18 

(22,8%) testaram positivo na técnica de nested-PCR. A redução do número de animais positivos 

no diagnóstico molecular pode ser justificada em virtude da distribuição não uniforme dos 

cistos nos tecidos dos hospedeiros associada a uma pequena quantidade de amostra processada 

em relação ao tamanho do hospedeiro. 

 

2.2.2 Isolamento do agente 

 

O isolamento de T. gondii pode ser feito in vitro, por meio do cultivo celular ou pelo 

bioensaio em camundongos. O último sendo considerado o protocolo padrão adotado 

mundialmente com a finalidade de caracterização de cepas e avaliação da virulência, devido à 

susceptibilidade da espécie ao parasito e facilidade de manejo (Dubey, 2022). 

A técnica é baseada na maceração e digestão péptica do tecido (para liberar os 

bradizoítos presentes nos cistos teciduais) em que se busca detectar o parasito, com posterior 

inoculação em camundongos, os quais serão avaliados diariamente quanto à manifestação de 

sinais clínicos sugestivos da toxoplasmose na espécie, como pelagem arrepiada, apatia, ascite, 

letargia, secreção ocular, pneumonia, encefalite, entre outros (Su; Dubey, 2020; Dubey, 2022). 

No entanto, a quantidade de cistos inoculados durante o processo é desconhecida, 

principalmente pelo fato de que o número de cistos de T. gondii nos tecidos animais pode ser 

pequeno e nem sempre distribuído uniformemente. Em média, a distribuição é de um cisto a 

cada 25-250 g de tecido (DUBEY et al., 2012; Dubey, 2022). 

Dessa forma, o isolamento por meio do bioensaio em camundongos é parte essencial 

para o diagnóstico e caracterização molecular do parasito, tornando bastante dificultosa a 

obtenção da genotipagem completa sem o seu uso (Cunha et al., 2016), uma vez que o bioensaio 

também funciona como um amplificador da infecção, obtendo-se assim DNA em quantidade e 

necessária para uma efetiva genotipagem (Su; Dubey, 2020; Dubey, 2022). 

 

2.2.3 Caracterização molecular 
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Os estudos de diagnóstico e caracterização molecular de T. gondii estão relacionados à 

técnica de polimorfismo de comprimentos de fragmentos de DNA gerados por enzimas de 

restrição (PCR – RFLP, Restriction Fragment Lenght Polymosphism) (Wendte; Gibson; Grigg, 

2011).  

Essa técnica é considerada de alta resolução, semelhante ao sequenciamento, além de 

possibilitar a diferenciação entre alelos atípicos e identificação de eventuais combinações entre 

alelos de arquétipos distintos (Su; Zhang; Dubey, 2006).  

Há um crescente interesse na caracterização da diversidade genética do parasito e, em 

estudos epidemiológicos, faz-se necessária a análise dos isolados individualmente, de forma a 

estabelecer a fonte de infecção (Ajzenberg et al., 2002; SU et al., 2010). 

Os dados dos genótipos obtidos por meio de RFLP são disponibilizados como referência 

na plataforma online ToxoDB (http://toxodb.org), importante banco de dados na área. O uso da 

técnica em estudos futuros relacionados à epidemiologia molecular e populações estimula a 

construção de um banco de dados que torna possível o entendimento acerca da dinâmica de 

transmissão de T. gondii  (SU et al., 2010). 

 

2.3 Toxoplasma gondii EM ANIMAIS MARINHOS 

 

A presença de T. gondii em animais marinhos é intrigante por uma série de fatores. Os 

felídeos são os únicos hospedeiros definitivos capazes de eliminar nas fezes uma alta 

quantidade de oocistos extremamente resistentes no ambiente. No entanto, o período de 

eliminação é curto e a pesquisa por oocistos nos mais distintos ambientes é difícil, 

especialmente pelas técnicas diagnósticas não realizarem a diferenciação entre os que estão 

viáveis ou não. Ainda, a maior parte desses animais marinhos têm como base da alimentação 

outros animais aquáticos de “sangue-frio”, nos quais o parasito não consegue realizar sua 

multiplicação, sugerindo que a infecção em animais marinhos pode ser originada da 

contaminação do ambiente marinho por oocistos, além de servir, inclusive, como indicador de 

contaminação ambiental (Conrad et al., 2005; Dubey, et al., 2020; Dubey, 2022). 

Acredita-se que em águas costeiras os oocistos possam chegar por meio do escoamento 

de áreas agrícolas e efluentes de esgoto (Fayer; Dubey; Lindsay, 2004). Para realizar a infecção, 

os oocistos precisam realizar o processo de esporulação, que ocorre no ambiente. Em água do 

mar artificial, com salinidades de 15 e 32 partes por trilhão (ppt), a taxa de esporulação de 

oocistos foi de 67-76% no período de três dias e infectantes aos camundongos após inoculação 

via oral. Os oocistos esporulados sobreviveram por pelo menos seis meses  (Lindsay et al., 
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2003). Em água do mar artificial com 15 ppt de salinidade, os oocistos de T. gondii 

sobreviveram por até 24 meses, sendo infectantes aos camundongos pelo mesmo período 

quando armazenados a 4°C, enquanto os mantidos em temperatura ambiente mantiveram a 

infectividade entre o 15° e 18° mês (Lindsay; Dubey, 2009). Sua característica hidrofílica 

associada à água salgada, que torna a carga de superfície do oocisto neutra, facilita a aderência 

às partículas. Essa propriedade desempenha um papel determinante na ocorrência de retenção 

ou bioacumulação de oocistos em invertebrados (SHAPIRO et al., 2009; VANWORMER et 

al., 2016). 

Bigot-Clivot et al.  (2016) avaliaram a exposição de crustáceos (Gammarus fossarum) 

a diferentes concentrações de oocistos de T. gondii (200, 2.000 e 20.000 

oocistos/gamarídeo/dia) durante 21 dias e, posteriormente, depuração por cinco dias. A partir 

do 14° dia de exposição, foi detectado DNA do parasito em gamarídeos expostos a todas as 

concentrações e após o período de depuração. 

De moluscos bivalves, Esmerine, Gennari e Pena (2010) analisaram ostras e mexilhões 

comercializados no município de Santos, SP, Brasil, dos quais dois grupos de ostras (2/60) 

foram positivas na nested-PCR. Ainda no Brasil, em pools de ostras produzidas no estado do 

Maranhão, Silva et al. (2020) também detectaram T. gondii por meio da nested-PCR (2/80 

pool). Na China, pela  PCR, a partir de tecidos do trato gastrointestinal de peixes, crustáceos e 

moluscos comercializados, Zhang et al. (2014) detectaram amostras positivas para T. gondii em 

2.5% (4/160) da espécie Procambarus clarkii (Lagostim-vermelho), em 0.8% (1/122) de 

Hypophthalmichthys molitrix (Carpa prateada) e em 0.6% (1/165) de Macrobranchium 

nipponense (Camarão oriental).  

A temperatura parece ser um fator limitante para que não ocorra a multiplicação dos 

parasitos nos animais pecilotérmicos. Yang et al. (2020) demonstraram, em estudo in vitro, que 

houve invasão e multiplicação de T. gondii em células de peixes nas temperaturas de 30°C, 

32°C e 35°C, enquanto em 27°C a invasão e multiplicação foi inibida. Ainda não há evidências 

suficientes que comprovem a multiplicação do parasito no tecido de peixes em ambientes 

naturais. No entanto, Massie et al (2010), em estudo experimental, expuseram duas espécies de 

peixes migratórios e de hábitos filtradores, Engraulies mordax (anchovas) e Sardinops sagax 

(sardinhas), a diferentes concentrações de oocistos de T. gondii. Os peixes foram eutanasiados 

após duas (sardinhas e anchovas) e seis a oito horas (apenas anchovas) de exposição para 

colheita e análise do trato gastrointestinal. Setenta e cinco por cento das anchovas e 60% das 

sardinhas foram positivas pela técnica de PCR duas horas após a exposição. De seis a oito horas 

após, 50% das anchovas foram positivas. Os peixes expostos a altas concentrações de oocistos 
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(100.000 oocistos/L) foram utilizados para alimentação dos camundongos em bioensaio, dos 

quais 30% manifestaram sinais clínicos compatíveis com a toxoplasmose e testaram positivo 

para o gene B1 (PCR). Foi sugerido que os peixes migratórios de hábitos filtradores possam 

atuar como vetores mecânicos, contribuindo para a expansão do parasito no ambiente marinho. 

Marino et al. (2019) analisaram amostras de brânquias, intestino e pele/músculo de 

1.293 peixes de 17 espécies distintas comercializadas para consumo humano em Sicília, Itália. 

Os animais foram separados em grupos de três, cinco, seis, oito ou 10 unidades de acordo com 

tamanho e peso. No geral, dos 147 grupos formados, 21.8% foram positivos na qPCR, das quais 

12 de 17 espécies testaram positivas, sendo a espécie Boops boops  (Boga-boga) com maior 

número de amostras positivas, evidenciando o risco de infecção por meio do consumo, 

principalmente ao ser humano. No Brasil, também ocorrem espécies da mesma família, 

Sparidae, ainda não analisadas para esse fim (Devlin; Nagahama, 2002). 

Os estudos de soroprevalência têm sido os mais utilizados em aves e mamíferos 

marinhos, evidenciando uma ampla distribuição de T. gondii nessas espécies nas Américas, 

Europa e Ásia (Alvarado-Esquivel; Sánchez-Okrucky; Dubey, 2012) (Tabelas 1 e 2). 

Poucos dados estão disponíveis na literatura acerca do isolamento e genotipagem de T. 

gondii parasitando espécies de aves e mamíferos marinhos, presentes na Tabela 3. Isso se dá 

pela dificuldade na obtenção de amostras viáveis, livres de autólise, visto que o tempo máximo 

entre a coleta da amostra e o processamento para o bioensaio é de uma semana, desde que os 

tecidos sejam mantidos sob refrigeração a 4°C (Gibson et al., 2011; Dubey, Jitender P. et al., 

2020; Su; Dubey, 2020). 

Diversos casos de toxoplasmose clínica nesses animais já foram relatados e a 

enfermidade tem sido considerada uma das doenças emergentes mais importantes, podendo 

ocasionar a morte e encalhe desses animais (van Bressem et al., 2009; Gonzales-Viera et al., 

2013; Bigal et al., 2018; Costa-Silva et al., 2019). Alguns casos estão sumarizados na Tabela 

4. 

Ainda há diversas lacunas a serem preenchidas em relação ao ciclo do parasito no 

ambiente marinho e as formas em que esses animais, muitos deles ocupando diferentes nichos, 

são expostos (Acosta et al., 2019; Costa-Silva et al., 2019; Dubey, Jitender P. et al., 2020). 

Assim, estudos da infecção por T. gondii em aves e mamíferos marinhos, no litoral Sul 

de Santa Catarina, para determinar a prevalência, isolar o agente e caracterizar os genótipos 

circulantes do parasito irão contribuir para a epidemiologia da toxoplasmose nessas espécies 

animais.  
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Tabela 1 - Pesquisa de anticorpos contra Toxoplasma gondii em aves marinhas ao redor do mundo 

Nome popular (Espécie) Origem N Positivos (%) Teste Cutoff Referência 
Cormorão-das-galápagos 
(Phalacrocorax harrisi) 

Equador 
(Galápagos) 

258 6 (2,3) MAT1 1:50 (Deem et al., 2010) 

Larus ribundus (Guincho-
comum)  

Itália 18 4 (22,2) RIFI2 1:20 (Nardoni et al., 2019) 

Larus michahellis 
(Gaivota-de-patas-

amarelas) 
Espanha 479 109 (22,8) MAT 1:25 (Cabezón et al., 2016) 

Larus hyperboreus  
(Gaivota-hiperbórea)  

 
Noruega 27 0 (0) DAT3 1:40 (Prestrud et al., 2007) 

Pinguim-das-Galápagos 
(Spheniscus mendiculus) 

Equador 
(Galápagos) 

298 7 (2,3) MAT 1:50 (Deem et al., 2010) 

Pinguim-de-Magalhães 
(Spheniscus magellanicus) 

Brasil 100 28 (28) MAT 1:20 (Gennari et al., 2016b) 

Pinguim-de-Magalhães 
(Spheniscus magellanicus) 

Chile 132 57 (43,2) MAT 1:20 (Acosta et al., 2019) 

Pinguim-de-Magalhães 
(Spheniscus magellanicus) 

Brasil 145 18 (12,4) MAT 1:20 (Acosta et al., 2019) 

Pinguim-de-Humboldti 
(Spheniscus humboldti) 

República Tcheca 4 2 (50) LAT4 NA (Bártová et al., 2018) 

Atobá-grande  
(Sula dactylatra) 

Brasil 23 8 (34,8) MAT 1:5 (Gennari et al., 2016a) 

Atobá-pardo  
(Sula leucogaster) 

Brasil 19 9 (47,4) MAT 1:5 (Gennari et al., 2016a) 

1Teste de Aglutinação Modificado (MAT) 

2Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI) 

3Teste de Aglutinação Direta (DAT) 

4Teste de Aglutinação em Látex (LAT) 
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Tabela 2 - Pesquisa de anticorpos contra Toxoplasma gondii em mamíferos marinhos ao redor do mundo 

 

Nome popular/Espécie Origem 
N° 

analisado 

N° 

positivo (%) 
Teste Cutoff Referência 

Golfinho-nariz-de-garrafa-

comum (Tursiops truncatus 

truncatus) 

Canadá 8 8 (100) MAT 1:25 (Dubey et al., 2009) 

Golfinho-nariz-de-garrafa-

comum (Tursiops truncatus 

truncatus) 

Europa 6 3 (50) MAT 1:40 
(van de Velde et al., 

2016) 

Golfinho-nariz-de-garrafa-

comum (Tursiops truncatus 

truncatus) 

Itália 4 3 (75) RIFI 1:40 (Profeta et al., 2015) 

Golfinho-nariz-de-garrafa-

comum (Tursiops truncatus 

truncatus) 

Itália 8 2 (25) MAT 1:10 (Pretti et al., 2010) 

Golfinho-nariz-de-garrafa-

comum (Tursiops truncatus 

truncatus) 

Itália 10 1 (10) MAT 1:20 
(Terracciano et al., 

2020) 

Golfinho-nariz-de-garrafa-

comum (Tursiops truncatus 

truncatus) 

México 63 55 (87,3) MAT 1:25 

(Alvarado-Esquivel; 

Sánchez-Okrucky; Dubey, 

2012) 
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Golfinho-nariz-de-garrafa-

comum (Tursiops truncatus 

truncatus) 

EUA - 

Flórida 
86 8 (9,3) HAI 1:64 

(Bernal-Guadarrama et 

al., 2014) 

 
EUA - 

Carolina do Sul 
79 12 (15,2)  HAI 1:64 (Schaefer et al., 2009) 

Golfinho-nariz-de-garrafa-

do-mar-negro (Tursiops truncatus 

ponticus) 

Filipinas 7 1 (14,3) LAT  (Obusan et al., 2019) 

Golfinho-estriado (Stenella 

coeruleoalba) 
Europa 9 4 (44.4) MAT 1:40 

(van de Velde et al., 

2016) 

Golfinho-estriado (Stenella 

coeruleoalba) 
Itália 27 11 (40,7) RIFI 1:40 (Profeta et al., 2015) 

Golfinho-estriado (Stenella 

coeruleoalba) 
Itália 8 4 (50) RIFI 1:40 (Di Guardo et al., 2010) 

Golfinho-estriado (Stenella 

coeruleoalba) 
Itália 16 1 (6,3) MAT 1:10 (Pretti et al., 2010) 

Golfinho-estriado (Stenella 

coeruleoalba) 
Itália 15 5 (33.3) MAT 1:20 

(Terracciano et al., 

2020) 

Leão-marinho-da-Califórnia 

(Zalophus californianus) 
México 4 2 (50) MAT 1:25 

(Alvarado-Esquivel; 

Sánchez-Okrucky; Dubey, 

2012) 

Leão-marinho-da-Califórnia 

(Zalophus californianus) 

EUA - 

Califórnia 
1630 536 (32,9) RIFI 1:40 

(Carlson-Bremer et al., 

2015) 
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Lobo-marinho-antártico 

(Arctocephalus gazella) 
Antártica 21 12 (57,1) MAT 1:40 (Jensen et al., 2012) 

Lobo-marinho-antártico 

(Arctocephalus gazella) 
Antártica 165 4 (2,4) MAT 1:25 

(Rengifo-Herrera et al., 

2012) 

Elefante-marinho-do-Sul 

(Mirounga leonina) 
Antártica 48 11 (22,9)  MAT 1:40 (JENSEN et al., 2012) 

Elefante-marinho-do-Sul 

(Mirounga leonina) 
Antártica 13 10 (76,9) MAT 1:25 

(Rengifo-Herrera et al., 

2012) 

 

 

Tabela 3 - Detecção e caracterização molecular de Toxoplasma gondii em aves e mamíferos marinhos ao redor do mundo 

 

Nome popular (Nome 

científico) 
Origem 

N° 

analisado 

N° 

positivo (%)  
Teste Genótipo Referência 

Aves 

Guincho-comum (Larus 

ridibundus) 
Itália 18 

4 

(22,2%) 
PCR NI 

(Nardoni et 

al., 2019) 

Gaivota-de-patas-amarelas 

(Larus michahellis) 
Turquia 1 1 

(100%) 

Bioensaio 

+ PCR 
Tipo II 

(Karakavuk 

et al., 2018) 

Gaivota-de-patas-amarelas 

(Larus michahellis) 
Turquia 1 

1 

(100%) 

Bioensaio 

+ PCR 
Tipo III 

(Karakavuk 

et al., 2018) 

Corvo-marinho-de-faces-

brancas (Phalacrocorax carbo) 
Turquia 1 1(100%) PCR NI 

(Karakavuk 

et al., 2018) 
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Pernilongo (Himantopus 

himantopus) 
Iraque NI 

1 

(100%) 

PCR + 

Sequenciamento 
NI 

(Al-Aredhi; 

Al-Mayali, 2020) 

Pardela-sombria (Puffinus 

puffinus) 
Brasil  2 0 (0%) 

Isolamento 

e diagnóstico 

molecular direto 

NI 
(Silva et al., 

2018) 

Gaivota-de-patas-amarelas 

(Larus michahellis) 
Turquia 2 

2 

(100%) 

Isolamento 

e RFLP 

Tipo II, ToxoDB 

#1 ou #3 (1, 

TgBirdTr_Izmir2); 

ToxoDB #2 (1, 

TgBirdTr_Izmir3) 

(Karakavuk 

et al., 2018) 

Corvo-marinho-de-faces-

brancas (Phalacrocorax carbo) 
Turquia 1 

1 

(100%) 

Isolamento 

e RFLP 
NI 

(Karakavuk 

et al., 2018) 

Gaivotão (Larus 

dominicanus) 
Brasil 21 

5 

(23,8%) 

PCR + 

sequenciamento 
NI 

(Sato et al., 

2024) 

Pardela-sombria (Puffinus 

puffinus) 
Brasil 8 

2  

(25%) 

PCR + 

sequenciamento 
NI 

(Sato et al., 

2024) 

Mamíferos 

Golfinho-nariz-de-garrafa 

(Tursiops truncatus) 
Canadá 1 

1 

(100%) 

Bioensaio 

+ RFLP 
TgDoCA1 

(Dubey et 

al., 2009) 

Leão-marinho-da-Califórnia 

(Zalophus californianus) 
EUA 1 

1 

(100%) 

Bioensaio 

+ RFLP 
NI 

(Carlson-

Bremer et al., 2015) 

 

 

Tabela 4 - Achados anatomopatológicos em estudo com Toxoplasma gondii em aves e mamíferos marinhos 
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Nome popular/Espécie Origem 
N° 

analisado 
Achados principais Diagnóstico Referência 

Aves 

Pinguim-africano 
(Spheniscus demersus) 

Países Baixos 3 Hepatite, pneumonia, encefalite e taquizoítos IHQ1 e MET2 
(Ploeg; Ultee; 

Kik, 2011) 

Pinguim-de-Humboldti 
(Spheniscus humboldti) 

EUA 4 
Lesões no fígado e baço; pulmões, fígado e 

baço; coração, pulmões, fígado e baço; pulmões, 
fígado e baço 

Histopatologia 
(Ratcliffe; 

Worth, 1950) 

Pinguim-africano 
(Spheniscus demersus) 

EUA 1 Lesões nos pulmões, fígado e baço Histopatologia 
(Ratcliffe; 

Worth, 1950) 

Pinguim-de-Magalhães 
(Spheniscus 

magellanicus) 
EUA 2 

Lesões nos pulmões e fígado em um; lesões nos 
pulmões, fígado e baço 

Histopatologia 
(Ratcliffe; 

Worth, 1950) 

Mamíferos 
Golfinho-nariz-de-
garrafa (Tursiops 

truncatus) 
Brasil 1 Hepatite e cistos teciduais IHQ 

(Costa-Silva et 

al., 2019) 

Golfinho-nariz-de-
garrafa (Tursiops 

truncatus) 
Canadá 2 Encefalite e cistos teciduais 

IHQ. 
Isolamento 

em um e PCR 
positivo em 

outro (Tipo II) 

(Dubey et al., 
2009) 

Golfinho-nariz-de-
garrafa (Tursiops 

truncatus) 
Israel 3 

Lesões e T. gondii presente em fragmentos de 
pulmão e adrenal 

Todos PCR 
positivos. IHQ 

em um 

(Bigal et al., 
2018) 
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Boto-cinza (Sotalia 

guianensis) 
Brasil 1 

Pneumonia intersticial, arterite, adrenalite, 
hepatite e taquizoítos 

IHQ e MET 

(Gonzales-Viera 
et al., 2013; 

Costa-Silva et 

al., 2019) 

Golfinho-estriado 
(Stenella coeruleoalba) 

Itália 3 
Meningoencefalite. Cistos teciduais em encéfalo 

de dois 

Todos PCR 
positivos. IHQ 
em dois (Tipo 

II) 

(Di Guardo et al., 
2010; Traversa et 

al., 2010; Di 
Guardo et al., 

2011) 
Golfinho-estriado 

(Stenella coeruleoalba) 
Itália 1 Meningoencefalite IHQ e PCR 

(Grattarola et al., 
2016) 

Leão-marinho-da-
Califórnia (Zalophus 

californianus) 
EUA 12 

3 fetos abortados. Lesões no cérebro, coração, 
nódulos linfáticos, músculo esquelético, urinário, 

pâncreas, baço. Lesões neurológicas em 11 

IHQ positivo 
em sete; 

Isolamento 
em um; 

Anticorpos 
em seis 

(Carlson-Bremer 
et al., 2015) 

Lobo-marinho-do-Sul 
(Arctocephalus 

australis) 
Brasil 1 

Meningoencefalite e miocardite, presença de 
cistos teciduais 

IHQ e PCR 
(Reisfeld et al., 

2019) 

                    1IHQ: imunohistoquímica; 2MET: microscopia eletrônica de transmissão
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3 HIPÓTESES 

 

Há uma maior diversidade genética de Toxoplasma gondii nas Américas Central e do 

Sul e o ciclo silvestre pode favorecer o desenvolvimento de novos genótipos.  

Animais marinhos são infectados por T. gondii e apresentam propriedades moleculares 

cuja caracterização evidenciará a diversidade de genótipos descritos no Brasil. 

 

4 OBJETIVOS 

4.1 OBJETIVO GERAL 

 

- Contribuir para o entendimento da epidemiologia do Toxoplasma gondii em aves e 

mamíferos marinhos no litoral Sul de Santa Catarina. 

 

4.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

- Verificar a ocorrência de anticorpos contra T. gondii em amostras de exsudato cárneo 

de aves e mamíferos marinhos no litoral Sul de Santa Catarina. 

- Isolar cepas de T. gondii em aves e mamíferos marinhos. 

- Caracterizar os isolados de T. gondii obtidos dos tecidos de aves e mamíferos 

marinhos. 

 

5 METODOLOGIA 

 

5.1 ÁREA DE ESTUDO, AMOSTRAGEM E SELEÇÃO DOS ANIMAIS 

 

5.1.1 Área de estudo 

 

O Projeto de Monitoramento de Praias da Bacia de Santos (PMP-BS) realiza as 

atividades de monitoramento, reabilitação, recolhimento e necropsia da fauna marinha do litoral 

de Santa Catarina ao Rio de Janeiro, contando com várias unidades de estabilização e 

reabilitação em locais estratégicos. A Unidade de Estabilização da Fauna Marinha da UDESC-

CERES é responsável pelo monitoramento do Trecho 1, composto pela costa compreendida 

entre os municípios de Laguna a Imbituba (28°8’37.558” S 48°38’42.367” W e 28°29’48.831” 

S 48°45’41.561” W). Além disso, também realiza necropsias dos animais recolhidos pelo 
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Trecho 2, que corresponde a área entre os municípios de Imbituba e Governador Celso Ramos 

(27°22’4.312” S 48°32’28.594” W e 28°8’14.961” S 48°38’30.046” W) (Figura 1). 

 

Figura 1 - Localização da área de estudo e de atuação da Unidade de estabilização da fauna 

marinha da UDESC-CERES, Santa Catarina, Brasil. 

 
Fonte: elaborado pela autora (2024) 
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5.1.2 Amostragem e seleção dos animais 

 

As amostras necessárias para a execução do presente projeto foram cedidas pela 

Unidade de Estabilização da Fauna Marinha da UDESC-CERES e encaminhadas 

semanalmente ao Laboratório de Parasitologia e Doenças Parasitárias do Centro de Ciências 

Agroveterinárias, da Universidade do Estado de Santa Catarina (CAV/UDESC). 

Dos animais que vieram a óbito na unidade de estabilização ou foram recolhidos sem 

vida na costa, foi realizada a necropsia conforme a técnica já utilizada na unidade e, apenas as 

carcaças correspondentes aos códigos 2 e 3 (Tabela 5) foram utilizadas no estudo. Fragmentos 

de cérebro, coração, fígado, pulmões e musculatura esquelética foram coletados e armazenados 

a 4°C para posterior processamento. 

 

Tabela 5 - Classificação das carcaças de animais marinhos de acordo com os códigos e 

características 

Código Descrição Características 

1 Animal vivo - 

2 Carcaça fresca Aparência normal e poucos danos. Olhos e mucosas 
brilhantes, inchaço ou odor da carcaça ausente, 
vísceras intactas e olhos íntegros 

 

3 Pouca decomposição Carcaça intacta, mas inchaço evidente. Olhos e 
mucosas secos, odor moderado, alteração de coloração 
de órgãos por embebição hemoglobínica, vísceras 
ainda intactas e de consistência normal, intestino 
dilatado pela presença de gás. É possível observar em 
alguns casos a necrofagia dos olhos e tecidos moles. 

 

4 Avançada decomposição A carcaça pode estar intacta, no entanto, colapsada. 
Perda da epiderme, forte odor, ossos destacados e 
vísceras podem ser recolhidas, mas liquefeitas 
frequentemente, grande quantidade de gás em 
intestino. 
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5 Carcaça seca Resquícios de pele cobrindo partes da estrutura óssea 
ou apenas a estrutura óssea, ausência de vísceras. 

Adaptado de Geraci e Lounsbury (2005) e Petrobras (2019). 

 

5.2 ISOLAMENTO DE Toxoplasma gondii 

 

5.2.1 Digestão péptica dos tecidos 

 

Os tecidos coletados dos animais foram pesados e triturados na forma de pool (que 

variou de 10 a 50 gramas, dependendo do tamanho dos animais), para a realização do bioensaio 

por animal e não por órgão, com o objetivo de reduzir o número de camundongos a serem 

utilizados no estudo. 

A técnica de digestão enzimática de tecidos foi realizada de acordo com Dubey (1998). 

O pool de tecidos foi triturado, com o auxílio de um mixer, com solução salina 0,85%. A esse 

material, adicionou-se uma solução digestiva artificial (pepsina 1:10000; NaCl; HCl 37% e 

água destilada q.s.p), incubada em estufa sob agitação a 37°C por 60 minutos. 

Após a incubação, o material foi filtrado através de duas camadas de gaze e centrifugado 

a 1200 g por 10 minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento neutralizado em solução 

de bicarbonato de sódio 1,2% (pH 8,3). Ressuspendeu-se a solução em solução salina 0,85% e 

centrifugada sob as mesmas condições. Novamente, desprezou-se o sobrenadante, e o 

sedimento foi homogeneizado com salina contendo 1000U de penicilina e 100µg de 

estreptomicina/mL. 1  mL do produto da digestão péptica foi inoculado via subcutânea em cada 

camundongo.  

 

5.2.2 Bioensaio em camundongos 

 

Para o bioensaio é recomendada a utilização de três camundongos para cada amostra 

dos diferentes tecidos por animal (Su; Dubey, 2020). Contudo, foram utilizados apenas três 

camundongos por pool de tecidos/animal marinho, visando a redução do número de 

camundongos a serem utilizados no experimento, e alinhá-lo com os princípios éticos dos 3Rs 

(Redução, Refinamento e Substituição) (Ryser-Degiorgis, 2013). No período de 2015 a 2019, 

foi relatado o encalhe de aproximadamente 500 animais marinhos, dentre aves, mamíferos e 

répteis. Utilizou-se a amostragem por conveniência, que embora não permita inferências 
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robustas para a população, é um método frequentemente usado em estudos exploratórios, 

principalmente onde a obtenção de uma amostra aleatória não é possível.  

 

Dessa forma, aplicando a fórmula para o tamanho amostral, dado um nível de confiança 

e uma margem de erro: 𝑛 =  𝑍2. 𝑝 (1 − 𝑝)𝐸2  

Onde: n = tamanho da amostra 

          Z = valor Z para o nível de confiança. 

          p = proporção estimada da população (quando desconhecida, usa-se 0,5 para 

maximizar a amostra). 

         E = margem de erro. 

Assumindo que quiséssemos detectar uma proporção de 50% (p =  0.5) com uma 

margem de erro de 10% (E = 0.1) e um nível de confiança de 95% (Z = 1.96), temos que 

aproximadamente 96 carcaças de animais marinhos seriam necessárias para atingir os critérios 

estabelecidos. No entanto, utilizamos 90 bioensaios (no total, 270 camundongos), para que 

fosse possível a execução do projeto dentro das capacidades do laboratório, a fim de garantir 

que cada bioensaio fosse conduzido com o máximo de controle. 

Cada caixa correspondeu a uma amostra de animal marinho e foi composta por três 

camundongos inoculados. Estes foram ambientados em mini-isoladores em rack ventilado 

(Ventilife, Alesco®) com alimento e água ad libitum, examinados diariamente com o objetivo 

de identificar manifestações clínicas compatíveis com a toxoplasmose, como letargia, pelos 

arrepiados, anorexia, sinais neurológicos, entre outros (Su; Dubey, 2020; Dubey, 2022). Em 

caso de manifestação de sinais clínicos, os animais foram eutanasiados mediante a exposição 

ao isofluorano para verificar a presença de taquizoítos no líquido peritoneal e em imprint do 

pulmão. Os que sobreviveram até 45 dias pós-inoculação foram eutanasiados pelo mesmo 

método e avaliados pela técnica de squash do cérebro para a pesquisa de cistos teciduais. Todos 

os soros dos camundongos foram testados para a pesquisa de anticorpos contra T. gondii pela 

técnica de RIFI com ponto de corte de 1:16. 

 

5.2.3 Pesquisa de Toxoplasma gondii em tecidos de camundongos 
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Foi realizada a necropsia em todos os camundongos utilizados no estudo, com técnicas 

adequadas para a espécie. Amostras de coração, cérebro e pulmão foram colhidas, transferidas 

para microtubos e armazenadas a -20°C para biologia molecular. 

Para a pesquisa de cistos, os fragmentos de cérebro (de 3 a 5 mm²) foram processados 

pela técnica de squash, por meio da compressão do tecido entre lâmina e lamínula e analisados 

em microscopia óptica em 400x. 

 

5.2.4 Sorologia dos camundongos 

 

Para a detecção de anticorpos IgG contra T. gondii foi realizada a técnica de reação de 

imunofluorescência indireta (RIFI) descrita por Camargo (1964). 

As amostras de soro (e controles positivo e negativo) foram diluídas nos microtubos em 

tampão fosfato-salino (PBS) e adicionados 12 µL de cada diluição nas lâminas contendo 

antígenos (taquizoítos de T. gondii). A leitura foi realizada em microscópio epifluorescente 

(Carl Zeiss Microscopy, Alemanha) e foram consideradas positivas somente as amostras que 

apresentaram fluorescência em toda a superfície do taquizoíto com titulação maior ou igual a 

16  (Dubey, 2022). As amostras positivas foram tituladas, em múltiplo de quatro, de 16 a 4096. 

 

5.3 EXTRAÇÃO DE DNA  

 

Foi realizada a extração de DNA das amostras de cérebro e do lavado peritoneal dos 

camundongos, contendo  cistos e taquizoítos, respectivamente. As amostras de cérebro foram 

processadas em gral e pistilo estéreis e homogeneizadas em 1 mL de solução salina estéril. As 

amostras foram distribuídas em microtubos previamente identificados e armazenadas a -20°C. 

A extração foi realizada utilizando kit comercial DNeasy® Blood and Tissue, Qiagen, 

seguindo as recomendações do fabricante. 

 

5.4 ANÁLISE MOLECULAR 

 

5.4.1 PCR 529 pb 

 

Para a detecção de T. gondii foi utilizado como alvo o fragmento não codificante de 529 

pb, com as sequências dos primers (Tox4 5’ CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG-3’ e 

Tox5 5’ CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT-3’) previamente descritos por Homan et 
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al. (2000). O volume final da reação foi de 25 µL, contendo 50 mM MgCl2, 10x Buffer, 10 mM 

dNTP, 20 pmol/µL de cada primer, 5U/µL de Taq DNA polimerase e 2 µL de amostra. 

A amplificação seguiu os seguintes parâmetros no termociclador: 94°C  por 5 minutos, 

35 ciclos a 95°C por 30 segundos, 63°C por 30 segundos, 72°C por 1 minuto, e 72°C por 5 

minutos. Os produtos da amplificação foram submetidos à eletroforese em gel de agarose 1,5% 

corado com SYBRTM DNA Gel Stain (Thermo Fisher Scientific) e visualizados sob luz UV. 

As amostras positivas foram utilizadas nas reações de PCR-RFLP 18SRNA e PCR-

RFLP. 

 

5.4.2 PCR-RFLP 18s rRNA 

 

A triagem dos isolados foi realizada a partir de nested-PCR para a detecção do gene 18s. 

Por meio desse teste, é possível identificar SNPs que distinguem protozoários do filo 

apicomplexa muito semelhantes, como T. gondii, Hammondia hammondii, Neospora caninum 

e Sarcocystis spp. (SU et al., 2010). 

Primeiramente, a amplificação da sequência de DNA-alvo foi realizada por PCR-

Multiplex a partir dos primers externos (25 µM) Tg18s48F (5’- 

CCATGCATGTCTAAGTATAAGC-3’) e Tg18s359R (5’- GTTACCCGTCACTGCCAC-3’), 

seguido de nested-PCR com os primers internos (25 µM) Tg18s58F (5’-

CCATGCATGTCTAAGTATAAGC-3’).  

O produto de n-PCR das amostras positivas foi clivado pelas enzimas de restrição DdeI, 

Hpy188III e MspI. Para clivagem, as amostras foram incubadas a 37°C por uma hora. As 

amostras, após o período de incubação, foram submetidas à eletroforese em gel de agarose 2,5% 

corado com SYBRTM DNA Gel Stain (Thermo Fisher Scientific) e visualizados sob luz UV em 

fotodocumentador. 

 

 

5.5 GENOTIPAGEM MULTILOCUS PCR-RFLP 

 

Para a caracterização genotípica dos isolados encontrados foram utilizados os 

marcadores genéticos presentes na Tabela 6 (Pena et al., 2008; Su; Zhang; Dubey, 2006). A 

PCR Multiplex foi realizada conforme Su et al., (2010) com volume final de 25 µL, 2,5 µL 10 

x tampão de reação, dNTPs 2,5 mM cada, MgCl2 25 mM,  25 µM de cada primer, 5 U/ µL 

Platinum Taq DNA polymerase® (Invitrogen), 2 µL de DNA e água ultrapura autoclavada. Foi 
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utilizada a seguinte programação: 95°C por 4 minutos, 30 ciclos a 94°C por 30 segundos, 55°C 

por 1 minuto, 72°C por 2 minutos. 

A reação nested-PCR foi realizada para cada marcador conforme a reação anterior, e os 

parâmetros do termociclador foram: 95°C por 4 minutos, 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, 

60°C por 1 minuto, 72°C por 1.5 minutos. 

Os produtos obtidos da reação nested-PCR foram clivados por meio da ação de enzimas 

de restrição de acordo com condições específicas de tempo e temperatura para cada marcador 

utilizado. Foram adicionados 3 µL do produto de cada reação a 17 µL do mix de digestão (1x 

CutSmart Buffer, 0.1 µL de cada enzima e água ultrapura autoclavada). A eletroforese foi 

realizada em gel de agarose 2.5-3% a 80-120V por aproximadamente 1.5 horas. O gel foi foto 

documentado e os resultados obtidos comparados com dados presentes na plataforma ToxoDB 

(https://toxodb.org) para a determinação dos genótipos de T. gondii que infectam aves e 

mamíferos marinhos no litoral Sul de Santa Catarina. 

 

5.6 OCORRÊNCIA DE ANTICORPOS EM AMOSTRAS DE EXSUDATO CÁRNEO 

(JUICE MEAT) 

 

De 372 amostras de aves marinhas recebidas, foram colhidas amostras de exsudato cárneo 

ou juice meat, das embalagens contendo os tecidos de cada animal. As amostras foram centrifugadas 

a 1000 g a 4°C por cinco minutos. O sobrenadante de cada amostra foi colhido e utilizado 

posteriormente para a pesquisa de anticorpos (Sharma et al., 2019).  

Para a sorologia foram selecionadas apenas as amostras de aves  devido a possibilidade de 

adoção de conjugado anti-IgY de galinha (Sigma-Aldrich®), espécies similares (aves). A presença 

de anticorpos foi determinada pela técnica de RIFI, com a diluição do conjugado de 1:200 e ponto 

de corte de 1:2, conforme utilizado em outros estudos (Ranucci et al., 2012; Sharma et al., 2019). 

As amostras positivas foram tituladas de 2 a 32. 
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Tabela 6 - Primers para PCR-RFPL multiplex multilocus nested (Mn-PCR-RFPL) 

 

Marcadores Primers PCR-multiplex (primers externos) 

Primers 

PCR-nested 

(primers internos) 

PCR-

nested (pb) 

Enzimas de 

restrição, tampão NEB, 

tempo e temperatura de 

incubação 

SAG1 

SAG1-Fext: 

GTTCTAACCACGCACCCTGAG  

SAG1-Rext2: 

AAGAGTGGGAGGCTCTGTGA 

SAG1-S2: 

CAATGTGCACCTG

TAGGAAGC SAG1-

Rext: 

GTGGTTCTCCGTC

GGTGTGAG 

390 

Sau96I + HaeII 

(digestão dupla) NEB4, 

BSA, 37°C 1 h. 2.5% gel 

5'-

SAG2 
não necessário 

5-SAG2F: 

GAAATGTTTCAGG

TTGCTGC 5-

SAG2R: 

GCAAGAGCGAAC

TTGAACAC 

242 
MboI, NEB4, BSA, 

37°C 1 h. 2.5% gel 
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3'-

SAG2 

3'-SAG2-Fext: 

TCTGTTCTCCGAAGTGACTCC 3'-SAG2-Rext: 

TCAAAGCGTGCATTATCGC 

3-SAG2F: 

ATTCTCATGCCTC

CGCTTC 3-SAG2R: 

AACG 

TTTCACGAAGGCA

CAC 

222 
HhaI, NEB4, BSA, 

37°C 1 h. 2.5% gel 

SAG3 

SAG3-Fext: 

CAACTCTCACCATTCCACCC SAG3-Rext: 

GCGCGTTGTTAGACAAGACA 

P43S2: 

TCTTGTCGGGTGT

TCACTCA P43AS2: 

CACAAGGAGACC

GAGAAGGA 

225 
NciI, NEB4, BSA, 

37°C 1 h. 2.5% gel 

BTUB 

BTUB-Fext: 

TCCAAAATGAGAGAAATCGT BTUB-Rext: 

AAATTGAAATGACGGAAGAA 

Btub-F: 

GAGGTCATCTCGG

ACGAACA BtubR: 

TTGTAGGAACACC

CGGACGC 

411 

BsiEI + TaqI 

(digestão dupla), NEB4, 

BSA, 60°C 1 h. 2.5% gel 

GRA6 

GRA6-Fext: 

ATTTGTGTTTCCGAGCAGGT GRA6-Rext: 

GCACCTTCGCTTGTGGTT 

GRA6-F1: 

TTTCCGAGCAGGT

GACCT GRA6-R1x: 

TCGCCGAAGAG 

TTGACATAG 

344 

MseI, NEB2, BSA, 

37°C 1 h. 2.5% gel 

Observação: usar 0.2 μl/rxn 

of MseI 
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c22-8 

c22-8-Fext: 

TGATGCATCCATGCGTTTAT c22-8-Rext: 

CCTCCACTTCTTCGGTCTCA 

C22-8F: 

TCTCTCTACGTGG

ACGCC C22-8R: 

AGGTGCTTGGATA

TTCGC 

521 

BsmAI (or BCoDI) 

+ MboII (digestão dupla), 

NEB2, BSA, 37°C 30 min, 

55°C 30 min. 2.5% gel 

c29-2 

c29-2-Fext: 

ACCCACTGAGCGAAAAGAAA c29-2-Rext: 

AGGGTCTCTTGCGCATACAT 

C29-2F: 

AGTTCTGCAGAGT

GTCGC C29-2R: 

TGTCTAGGAAAGA

GGCGC 

446 

HpyCH4IV + RsaI 

(digestão dupla), NEB1, 

BSA, 37°C 1 h. 2.5% gel. 

Observação: deve usar 0.2 

μl/rxn de ambas as enzimas 

L358 

L358-Fext: 

TCTCTCGACTTCGCCTCTTC L358-Rext: 

GCAATTTCCTCGAAGACAGG 

L358-F2: 

AGGAGGCGTAGC

GCAAGT L358-R2: 

CCCTCTGGCTGCA

GTGCT 

418 

HaeIII + NlaIII 

(digestão dupla), NEB4, 

BSA, 37°C 1 h. 2.5% gel. 

Observação: usar 0.2 μl/rxn 

of NlaIII 

PK1 

PK1-Fext: 

GAAAGCTGTCCACCCTGAAA PK1-Rext: 

AGAAAGCTCCGTGCAGTGAT 

PK1-F: 

CGCAAAGGGAGA

CAATCAGT PK1-R: 

TCATCGCTGAATC

TCATTGC 

903 

AvaI + RsaI 

(digestão dupla), NEB4, 

BSA, 37°C 1 h. 2.5% gel 
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Alt. 

SAG2 

Alt. SAG2-Fext: 

GGAACGCGAACAATGAGTTT Alt. SAG2-

Rext: GCACTGTTGTCCAGGGTTTT 

SAG2-Fa: 

ACCCATCTGCGAA

GAAAACG SAG2-

Ra: 

ATTTCGACCAGCG

GGAGCAC 

546 

HinfI + TaqI, 

NEB3, BSA, 37°C 30 min, 

65°C 30 min. 2.5% gel 

Apico 

Apico-Fext: 

TGGTTTTAACCCTAGATTGTGG Apico -Rext: 

AAACGGAATTAATGAGATTTGAA 

Apico-F: 

TGCAAATTCTTGA

ATTC TCAGTT 

Apico-R: 

GGGATTCGAACCC

TTGATA 

640 

AflII + DdeI 

(digestão dupla), NEB2, 

BSA, 37°C 1 h. 3% gel. 

Observação: deve usar 0.2 

μl/rxn de ambas as enzimas 
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5.7 COMISSÃO DE ÉTICA 

 

A utilização e/ou transporte de amostras de animais marinhos provenientes do 

PMP-BS foi aprovada pelo Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e dos Recursos 

Naturais Renováveis - Ministério do Meio Ambiente - ABIO 640/2015  (Apêndice A) 

O presente projeto foi submetido à análise e aprovação pela Comissão de Ética no 

Uso de Animais (CEUA) do Centro de Ciências Agroveterinárias da Universidade do 

Estado de Santa Catarina (CAV-UDESC) sendo aprovado sob o protocolo n° 9958171021 

no dia 22 de outubro de 2021 (Apêndice B). 

 

6 RESULTADOS 

 

6.1 CARACTERIZAÇÃO DAS AMOSTRAS 

 

Para o isolamento de T. gondii, foram utilizadas 90 amostras de animais marinhos, 

que correspondeu a 90 bioensaios. Dessas, 84,45% (76/90) pertenciam à classe Aves, 

12,22% (11/90) à classe Mammalia e 3,33% (3/90) à classe Reptilia, conforme a Figura 

2. A classificação e as espécies analisadas estão descritas na Tabela 7. 

 

Fonte: elaborado pela autora (2024) 

Figura 2 - Número de amostras de animais marinhos por classe 

animal. 
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Tabela 7 - Número de amostras analisadas por classificação taxonômica, idade e gênero. 

 

 
N° de 

animais 
Idade Gênero 

Aves    
Ordem Charadriiformes    
Família Laridae    

Larus dominicanus (Gaivotão) 

10 Adulto Fêmea 
9 Adulto Macho 
3 Juvenil Fêmea 
3 Juvenil Macho 
1 Indeterminado Macho 

Sterna hirundo (Trinta-réis-
boreal) 2 

Juvenil Macho 

Ordem Procellariformes    
Família Procellaridae    

Macronectes giganteus (Petrel-
gigante-do-Sul) 1 

Juvenil Fêmea 

Procellaria aequinoctialis 
(Pardela-preta) 

1 Adulto Fêmea 
1 Juvenil Fêmea 

Pachyptila vittata (Faigão-de-
bico-largo) 1 

Adulto Fêmea 

Puffinus puffinus (Pardela-
sombria) 2 

Juvenil Fêmea 

Ordem Suliformes    
Família Phalacrocoracidae    

Phalacrocorax brasilianus 
(Biguá) 

2 Juvenil Fêmea 
3 Juvenil Macho 

Família Sulidae    

Sula leucogaster (Atobá-pardo) 1 Adulto Fêmea 
1 Juvenil Fêmea 

Ordem Sphenisciformes    
Família Spheniscidae    

Spheniscus magellanicus 
(Pinguim-de-Magalhães) 

21 Juvenil Fêmea 
1 Adulto Macho 
12 Juvenil Macho 
1 NI NI 

Mammalia    
Ordem Carnivora    
Família Otariidae    

Arctocephalus australis (Lobo-
marinho-Sul-americano) 

3 Juvenil Fêmea 
1 Juvenil Macho 

Ordem Cetacea    
Família Iniidae    

Pontoporia blainvillei (Toninha) 

1 Adulto Fêmea 
2 Juvenil Fêmea 
2 Juvenil Macho 
1 Filhote Macho 
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1 Juvenil Indeterminado 
Reptilia    
Ordem Testudines    
Família Cheloniidae    

Chelonia mydas (Tartaruga-
verde) 

1 NI NI 
1 Juvenil Indeterminado 

Caretta caretta (Tartaruga-
cabeçuda) 1 

Juvenil Macho 

             NI: Não Informado 

 

 

6.2 BIOENSAIO EM CAMUNDONGOS 

 

Em 38 dos 90 bioensaios realizados, foi possível detectar T. gondii, seja pela 

presença de cistos, taquizoítos e/ou anticorpos (Figura 3). Dos positivos, 92,1% (35/38) 

foram amostras de aves, e 7,9% mamíferos (3/38). Os resultados dos bioensaios, por 

espécie e testes realizados, além da manifestação de sinais clínicos, estão presentes na 

Tabela 8. 

 

Figura 3 - A: Cisto tecidual de T. gondii em sistema nervoso central de camundongo; B: 

Taquizoíto de T. gondii em lavado peritoneal de camundongo. 

 

 

Tabela 8 - Distribuição de bioensaios positivos de acordo com a espécie de animal 

marinha avaliada, técnica de diagnóstico realizada e manifestação de sinais clínicos 

    

Nome Popular 
(Nome Científico) 

Bioensaios 
Camundongos 

positivos/inocula
dos 

Óbito de 
camundon
gos (dpi) 

Taquizoítos 
Cistos 

teciduais 
RIFI 

Sinais 
clínicos 

PCR 
529pb 

A B 
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dpi: Dias pós-inoculação 

NR: Não realizado  

 

Toninha 
(Pontoporia 

blainvillei) 

B55 3/3 21   + - + - + 

B76 1/3 45   - + + - + 

B83 1/3 45   - - + - - 

Gaivotão (Larus 

dominicanus) 

B08 1/3 45   - - + - + 

B13 1/3 28   NR - + + + 

B15 1/3 45   - - + - + 

B23 3/3 30   + + + + + 

B42 2/3 39   - + + - + 

B44 3/3 45   - + + - + 

B48 3/3 24   + + + + + 

B52 1/3 45   - + + - + 

B54 3/3 45   - + + - + 

B57 3/3 45   + - - - + 

B65 3/3 28   + + + + + 

B66 1/3 45   NR - + - - 

B67 2/3 45   NR - + - + 

B68 2/3 45   NR + + - + 

B75 2/3 45   NR - + - + 

B86 1/3 45   NR - + - - 

Biguá 
(Phalacrocorax 

brasilianus) 

B43 2/3 39   NR + + - + 

B77 3/3 45   NR + + - - 

Pinguim-de-
magalhães 

(Spheniscus 

magellanicus) 

B14 1/3 45   NR - + - + 

B27 2/3 45   NR - + - + 

B28 3/3 45   NR - + - + 

B30 1/3 45   NR - + - + 

B31 3/3 45   NR - + - + 

B36 1/3 45   NR - + - + 

B56 1/3 45   + - + - + 

B60 1/3 45   - + - - + 

B63 3/3 45   - - + - - 

B71 1/3 45   - - + - - 

B72 1/3 45   - + - - - 

B73 1/3 45   - + + - - 

B88 2/3 45   - + - - - 

B89 1/3 45   - - + - - 

B90 2/3 45   - + - - - 

Pardela-sombria 
(Puffinus puffinus) 

B74 1/3 45   - + + - 
 

Atobá-pardo (Sula 

leucogaster) 
B45 1/3 45   - - + - 

+ 

Total de bioensaios 38 - - 06 17 33 04 24 
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6.3 OCORRÊNCIA DE ANTICORPOS EM AMOSTRAS DE EXSUDATO 

CÁRNEO (MEAT JUICE) 

 

Das 372 aves marinhas analisadas no presente estudo, 125 (33.60%) apresentaram 

anticorpos contra T. gondii nas amostras de exsudato cárneo (Tabela 9). As espécies positivas 

foram Spheniscus magellanicus (63,20%; 79/125), Larus dominicanus (27,20%; 34/125), Sula 

leucogaster (4,00%; 5/125), Phalacrocorax brasilianus (1,60%; 2/125), Sterna hirundinacea 

(1,60%; 2/125), Procellaria aequinoctialis (1,60%; 2/125) e Puffinus puffinus (0,80%; 1/125). 

O título de anticorpos dentre as espécies positivas foi de 2 a 32 (Tabela  10).  

A espécie S. magellanicus representou 63,20% do total de aves positivas, com 32,38% 

de positivos dentre o total analisado da espécie. Embora L. dominicanus tenha representado 

apenas 27,20% das aves positivas e, com mais da metade de amostras positivas (53,13%), foi 

a que apresentou maior ocorrência de anticorpos.  

 

Tabela 9 - Ocorrência de anticorpos contra Toxoplasma gondii em amostras de 

exsudato cárneo de aves marinhas de vida livre no litoral Sul de Santa Catarina, Brasil 

 

Espécie (Nome 

popular) 

N° 

amostras 

(%) 

N de 

amostras 

%1 

N° 

positivos 

N° positivos 

%2 
(%)3 Título 

Spheniscus 

magellanicus 

(Pinguim-de-

Magalhães) 

244 65,59 79 32,38% 63,20% 2 a 32 

Larus dominicanus 

(Gaivotão) 
64 17,20 34 53,13% 27,20% 2 a 32 

Sula leucogaster 

(Atobá-pardo) 
15 4,03 5 33,33% 4,00% 2 

Phalacrocorax 

brasilianus (Biguá) 
17 4,57 2 11,76% 1,60% 2 a 16 
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Sterna hirundinacea 

(Trinta-réis-de-bico-

vermelho) 

5 1,34 2 40,00% 1,60% 2 a 8 

Procellaria 

aequinoctialis 

(Pardela-preta) 

7 1,88 2 28,57% 1,60% 4 

Puffinus puffinus 

(Bobo-pequeno) 
6 1,61 1 16,67% 0,80% 4 

Sterna hirundo 

(Trinta-réis-boreal) 
6 1,61 0 0,00% 0,00% 0 

Haematopus paliatus 

(Piru-piru) 
2 0,54 0 0,00% 0,00% 0 

Diomedea 

epomophora 

(Albatroz-real) 

1 0,27 0 0,00% 0,00% 0 

Fregata magnificens 

(Fregata) 
1 0,27 0 0,00% 0,00% 0 

Thalasseus 

acuflavidus (Trinta-

réis-de-bando) 

1 0,27 0 0,00% 0,00% 0 

Thalasseus maximus 

(Trinta-réis-real) 
1 0,27 0 0,00% 0,00% 0 

Macronectes 

giganteus (Petrel-

gigante-do-Sul) 

1 0,27 0 0,00% 0,00% 0 

Pachyptila vittata 

(Faigão-de-bico-largo) 
1 0,27 0 0,00% 0,00% 0 

Total 372 100,00 125  100,00% - 

(%)1 Total de animais da espécie analisados em relação ao total de amostras 

analisadas. 

(%)2 Positivos de cada espécie em relação ao total de amostras analisadas da espécie. 

(%)3 Positivos de cada espécie em relação ao total de animais positivos. 
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Tabela 10 - Distribuição dos títulos analisados pela RIFI para anticorpos contra 

Toxoplasma gondii em amostras de exsudato cárneo de aves marinhas do litoral Sul de 

SC, Brasil 

Titulação N° de animais (%) 
2 47 (37,60) 
4 27 (21,60) 
8 23 (18,40) 
16 16 (12,80) 
32 12 (9,60) 

Total 125 (100) 
 

 

6.4 ANÁLISE E CARACTERIZAÇÃO MOLECULAR 

Na n-PCR 18s, as amostras dos bioensaios 30, 67 (RIFI positivas) e 90 (cistos) 

apresentaram bandas de altura compatível com Sarcocystis spp.  

Para a genotipagem, foram excluídas as amostras com resultado diferente de T. gondii, 

totalizando 27 amostras submetidas a esse teste. Oito amostras não apresentaram resultado 

para nenhum dos marcadores. Não foi possível definir os genótipos em 13 amostras dos 

bioensaios devido à ausência de resultados em alguns marcadores. A caracterização genotípica 

está descrita na Tabela 11. 

 

Tabela 11 - Caracterização genotípica dos isolados de Toxoplasma gondii obtidos de 

animais marinhos no litoral Sul de Santa Catarina. 

1Gaivotão (Larus dominicanus); 2Toninha (Pontoporia blainvillei). nd: não detectado 

 

 

Isolado 

Marcadores 

Genótipo 
SAG1 

5’+3’ 
SAG

2 

alt. 
SAG

2 
SAG3 BTUB GRA6 

c22-
8 

c29-
2 

L358 PK1 Apico 

TgLdBr1 
(B23)1 

II ou 
III 

I I III I III u-1 I I u-1 I - 

TgLdBr2 
(B44)1 u-1 I II III nd III III III nd III III - 

TgLdBr3 
(B48)1 I I II III I III I I I III I - 

TgLdBr4 
(B54)1 

II ou 
III 

III III III I III III III III III III #170 

TgPbBr1 
(B55)2 

II ou 
III 

III III III I III III III III III III #170 

TgLdBr5 
(B65)1 I nd I III I III II I nd I III - 
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7 DISCUSSÃO 

 

O presente estudo amplia o conhecimento acerca da ocorrência de T. gondii em 

animais marinhos no litoral Sul do Brasil. A detecção do parasito no ecossistema marinho 

evidencia a conexão entre os ambientes terrestre e aquático, o que sugere que a 

contaminação por escoamento de fezes de felídeos, hospedeiros definitivos, possa 

impactar a fauna marinha de forma significativa. 

A detecção de T. gondii em 42,2% (38/90) das amostras avaliadas por meio do 

bioensaio em camundongos destaca a contaminação do ambiente marinho pelo parasito, 

resultando na infecção dos animais analisados.  

Dentre os infectados, as aves foram a classe de maior ocorrência (35/90) no 

estudo, com predominância das espécies Spheniscus magellanicus (Pinguins-de-

Magalhães) (15/90), Larus dominicanus (Gaivotões) (16/90) e Phalacrocorax brasilianus 

(Biguás) (2/90). O maior número de aves positivas pode estar relacionado a composição 

da amostra, formada principalmente por aves (76/90). Além disso, ao longo dos anos de 

2021 a 2023, as aves marinhas representaram a maioria dos animais acompanhados pelo 

PMP-BS, principalmente por pinguins-de-Magalhães (S. magellanicus) (Comunica Bacia 

de Santos, 2021, 2022, 2023).  

No Brasil, estima-se a presença de pelo menos 100 espécies de aves marinhas, 

dentre residentes ou migratórias, o que equivale a aproximadamente um quarto das 

espécies de aves marinhas conhecidas mundialmente (Nunes et al., 2023).  

O contato das aves marinhas com o parasito, determinado por meio de testes 

sorológicos, tem sido amplamente relatado. Em relação a sorologia do exsudato cárneo, 

foi possível detectar anticorpos contra T. gondii em 33,60% (125/372) das aves 

analisadas, com as espécies S. magellanicus  e L. dominicanus concentrando o maior 

número de positivos.  

Anticorpos contra T. gondii foram detectados em amostras de soro, pela técnica 

de RIFI, utilizando o anti-IgY de galinha assim como no presente estudo,                                                                                

em duas amostras de S. magellanicus e L. dominicanus (Sato, 2022). Além disso, outros 

estudos detectaram a presença de anticorpos em aves marinhas, utilizando a técnica de 

MAT, em 28% (28/100) e 12,4% (18/145) de (Pinguins-de-Magalhães) (ponto de corte 

de 1:20), e 47,4% Sula leucogaster (9/19) (Atobá pardo) (Gennari et al., 2016a, 2016b; 

Acosta et al., 2019). A ocorrência de anticorpos contra o parasito nessas espécies de aves 
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marinhas foi similar ao encontrado no presente estudo, 31,1% para Spheniscus 

magellanicus (Pinguim-de-Magalhães) e 38,5% para Sula leucogaster (Atobá-pardo). 

A utilização do exsudato cárneo como matriz para a detecção de anticorpos tem 

sido bastante explorada pela facilidade de obtenção de amostras (carne para consumo e 

animais silvestres), especialmente das espécies em que não é possível a obtenção de soro 

sanguíneo (Bachand et al., 2019; Sharma et al., 2019). Embora o MAT seja o mais 

amplamente utilizado para essa finalidade, já foi observado que o uso de ELISA ou RIFI 

em amostras de exsudato cárneo apresenta excelente concordância (Ranucci et al., 2012; 

Sharma et al., 2019). 

O ponto de corte utilizado no presente estudo, 1:2, menor que usualmente utilizado 

para pesquisa de anticorpos em outras matrizes, é necessário, visto que o soro sanguíneo 

tem uma maior concentração de anticorpos que o exsudato cárneo (Račka et al., 2015; 

Wallander et al., 2015; Sharma et al., 2019). 

No Brasil, o DNA de T. gondii foi identificado em 23,8% (5/21) de Larus 

dominicanus (Gaivotão) e 25% (2/8) de Puffinus puffinus (Bobo-pequeno), a partir de 

amostras de tecido digeridas com pepsina, no qual a espécie L. dominicanus foi a mais 

afetada (Sato et al., 2024). Na Itália, em aves do mesmo gênero (Larus ribundus), 22,2% 

(4/18) foram positivas pata T. gondii na PCR (Nardoni et al., 2019).  

Esses achados corroboram com os obtidos no presente estudo, em que 61,5% 

(16/26) dos gaivotões foram positivos no bioensaio. Na região do mediterrâneo, em 

animais do mesmo gênero, dois isolados de Larus michahellis (Gaivota-de-patas-

amarelas) foram identificados por microssatélites e classificados em tipos II e III 

(Karakavuk et al., 2018). Ainda no Mediterrâneo, um isolado proveniente de um 

indivíduo da mesma espécie foi classificado como tipo II (Gamble et al., 2019). 

Essas aves têm sido frequentemente utilizadas como bioindicadores da saúde do 

ecossistema marinho, e como dependem desse habitat para sua sobrevivência, sofrem 

efeitos diretos das alterações climáticas e poluição (Dias et al., 2019; Martini; Mangini; 

Lange, 2022). As aves domésticas e selvagens também atuam como sentinelas da 

contaminação ambiental por T. gondii, desempenhando um importante papel na 

manutenção do ciclo como hospedeiros intermediários (Nardoni et al., 2019; Dubey, J. P. 

et al., 2020).  

A dieta de L. dominicanus é generalista, composta por presas, dentre elas peixes 

e bivalves, assim como descarte de pescado e resíduos antropogênicos (Branco; Fracasso; 

Barbieri, 2009; Silva-Costa; Bugoni, 2013). S. magellanicus e Puffinus puffinus embora 
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sejam aves migratórias, têm dieta bastante semelhante à das gaivotas, contendo peixes, 

moluscos, cefalópodes e crustáceos (Baldassin et al., 2010; Pinto; Siciliano; Di Beneditto, 

2007; Petry et al., 2008; Vanstreels et al., 2020) 

Ainda que os mamíferos correspondam a uma porção menor da amostra, em três 

dos 11 animais avaliados foi detectado T. gondii. Os positivos são da espécie Pontoporia 

blainvillei popularmente conhecidos como toninha.  A detecção em mamíferos marinhos, 

embora em menor proporção, mesmo assim alta (27,3% - 3/11), destaca a capacidade do 

parasito em infectar as mais diversas espécies de hospedeiros 

Até o momento, não há relatos da infecção por T. gondii em toninhas.  

No entanto, já foi realizado o isolamento e detecção de anticorpos do parasito em 

amostras de Golfinho-nariz-de-garrafa (Tursiops truncatus), pertencentes à mesma ordem 

que a Toninha, e por meio da genotipagem, foi possível defini-las como genótipo tipo II 

e um unique. (Alvarado-Esquivel; Sánchez-Okrucky; Dubey, 2012; Bernal-Guadarrama 

et al., 2014; Dubey et al., 2008, 2009, 2009; Profeta et al., 2015; Schaefer et al., 2009; 

SHWAB et al., 2014; Terracciano et al., 2020; van de Velde et al., 2016).  A dieta de 

ambos é similar, composta por cefalópodes, peixes e crustáceos (Cremer; Pinheiro; 

Simões-Lopes, 2012; Milmann et al., 2016; Neri et al., 2022; Teixeira et al., 2022; Wells 

et al., 2022). 

Como hospedeiros intermediários, as aves e mamíferos marinhos podem se 

infectar por meio da ingestão de oocistos esporulados presentes na água ou 

bioacumulados em peixes e bivalves filtradores, além de cistos teciduais em outros 

hospedeiros paratênicos.  

O aumento da população humana e animal em áreas costeiras juntamente com a 

degradação de paisagens naturais para uso comercial, urbano e agrícola e tratamento 

ineficaz de efluentes favorecem o fluxo de patógenos e contaminantes, por meio do 

escoamento de águas superficiais, para o ambiente marinho (Shapiro et al., 2010; 

VanWormer et al., 2016; Cantrell et al., 2020). Os oocistos de T. gondii tem a capacidade 

de se aderirem a debris, biofilme, planctons e microplásticos, favorecendo a sua dispersão 

em meio aquático (Shapiro et al., 2012, 2014; Zhang et al., 2022). Além disso, os oocistos 

têm grande resistência ambiental e conseguem manter sua viabilidade em água do mar 

por até 24 meses, possibilitando a bioacumulação por peixes, moluscos e crustáceos e, 

consequentemente, a infecção em animais marinhos (Lindsay et al., 2003, 2004; Lindsay; 

Dubey, 2009; Esmerini; Gennari; Pena, 2010; Massie et al., 2010; Cong et al., 2021; 

Marangi et al., 2022). 
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Na PCR 18S, três amostras foram identificadas como Sarcocystis spp.. Uma 

oriunda de Larus dominicanus (Gaivotão) e uma de Spheniscus magellanicus (Pinguim-

de-Magalhães), cujos camundongos do bioensaio foram eutanasiados com 45 dpi, 

apresentaram titulação de anticorpos de 16 e foram positivos para o fragmento 529 pb de 

T. gondii. É possível que se trate de uma coinfecção entre T. gondii e Sarcocystis spp.  

Assim como T. gondii, Sarcocystis spp. tem sido um achado frequente em animais 

marinhos, muitas vezes relatado na forma de coinfecção, especialmente em mamíferos 

(O’Byrne et al., 2021). Já nas aves marinhas, a coinfecção ainda não foi relatada. Nos 

mamíferos, a associação entre esses protozoários tem sido frequentemente documentada. 

Em 62 (42,1%; 62/147) mamíferos marinhos encalhados foi identificada a coinfecção 

entre T. gondii e Sarcocystis neurona, relacionada a elevada mortalidade nos casos de 

encefalite (Gibson et al., 2011). Ainda, em lontras nos EUA, já foi detectada a coinfecção 

e transmissão transplacentária de T. gondii e S. neurona, considerada uma das principais 

causas de morte nesses animais (Lindsay et al., 2001; Conrad et al., 2005; Shapiro et al., 

2016; Miller et al., 2020).  

A terceira amostra positiva, também oriunda de Pinguim-de-Magalhães (90), 

embora tenha apresentado cistos cerebrais nos camundongos do bioensaio, estes 

morfologicamente distintos do usualmente encontrado para T. gondii, foi positiva 

somente na PCR 18s, enquanto a sorologia e PCR 529 pb resultaram negativos. O gênero 

Sarcocystis forma cistos teciduais em seus hospedeiros intermediários, principalmente 

em músculo esquelético e sistema nervoso central (Dubey et al., 2001). Em Spheniscus 

magellanicus (Pinguins-de-Magalhães) já foram detectados anticorpos contra T. gondii, 

no entanto o parasito não foi isolado por bioensaio, tampouco positivo para a PCR (Acosta 

et al., 2018). No mesmo estudo, foi realizada a detecção molecular do gênero Sarcocystis, 

que apontou grande semelhança a Sarcocystis falcatula (Acosta et al., 2018). Outras aves 

marinhas já foram analisadas para a pesquisa de Sarcocystis, apresentando diversas 

espécies. Em Larus dominicanus (Gaivotão) e Phalacrocorax brasilianus (Biguá) foram 

identificados S. falcatula, S. halieti e Sarcocystis sp., em Pufinus puffinus (Bobo-

pequeno) S. halieti, e em Sula leucogaster (Atobá-pardo) S. falcatula (Sato et al., 2022). 

Com a dieta bastante generalista, as diferentes espécies de aves marinhas 

analisadas podem se infectar pela ingestão de cistos teciduais em animais infectados, ou 

oocistos presentes no meio aquático e/ou animais filtradores, visto que os oocistos se 

mantêm viáveis nesse ambiente (Lindsay et al., 2004; Lindsay; Dubey, 2009; Massie et 

al., 2010; Bigot-Clivot et al., 2016). Os gaivotões, segunda espécie de maior ocorrência, 
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por ter uma vida longa podem atuar como sentinelas, indicando uma possível 

contaminação do ambiente marinho, assim como a manutenção do ciclo de T. gondii nesse 

meio (Miotto et al., 2017; Moura et al., 2018; Ebert; Branco; Barbieri, 2020). 

No presente estudo, até o momento, foi possível caracterizar dois isolados a partir 

de amostras de Gaivotão (L. dominicanus) e Toninha (Pontoporia blainvillei). O genótipo 

encontrado em ambas as espécies corresponde ao #170 da plataforma ToxoDB (Tabela 

13) e é considerado atípico, ou seja, difere da linhagem clonal.  

O genótipo #170 foi isolado primeiramente em uma cabra nos EUA, e durante o 

bioensaio não mostrou ser virulenta aos camundongos (Dubey, J.P. et al., 2011). O 

mesmo genótipo foi obtido em uma alpaca, também nos EUA, e não foi virulenta aos 

camundongos no bioensaio, visto que todos os inoculados permaneceram assintomáticos 

(Dubey et al., 2014). Em fazendas localizadas em Maryland, EUA, três isolados de 

galinhas-caipiras foram caracterizados como #170 (Ying et al., 2017). 

O isolado de Gaivotão (TgLdBr4), no presente estudo, não apresentou virulência 

aos camundongos, visto que se mantiveram assintomáticos até o momento da eutanásia, 

assim como relatado em outros estudos que detectaram o mesmo genótipo (Dubey, J.P. 

et al., 2011; Dubey et al., 2014; Ying et al., 2017). No entanto, a titulação de anticorpos 

variou entre 256 e 1024, o que sugere que a alta titulação pode não estar relacionada à 

manifestação de sinais clínicos. Embora seja o mesmo genótipo, o isolado de Toninha 

mostrou ser virulento aos camundongos, que foram a óbito em 21 dpi e apresentaram 

taquizoítos em lavado peritoneal e imprint de pulmão, além da titulação de anticorpos de 

64 e 256.  

A diferença de manifestação clínica entre os bioensaios pode estar relacionada à 

dose infectante de parasitos presente no inóculo, que não é uniforme, dado não ser viável 

quantificar o parasito nos tecidos utilizados para o bioensaio (Dubey, 2022). 

Dos seis isolados obtidos no presente estudo, em quatro não foram encontrados 

genótipos correspondentes na plataforma ToxoDB, o que sugere que estes são genótipos 

ainda não descritos.  

O isolado TgLdBr1, de Gaivotão, levou a óbito um camundongo aos 18 dpi, 

enquanto os restantes manifestaram sinais clínicos, como apatia, pelagem suja e eriçada 

com 29 dpi, e então eutanasiados. Na sorologia, a titulação foi de 256. Já o isolado 

TgLdBr2, também de Gaivotão, aparentemente não foi virulenta aos camundongos, visto 

que não apresentaram sinais clínicos. Já os camundongos do isolado TgLdBr3 

apresentaram sinais clínicos, eutanasiados com 25 dpi, com a presença de taquizoítos. 
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Esses animais apresentaram a titulação de anticorpos de 256, enquanto o animal 

reinoculado veio a óbito com 13 dpi, com titulação de 64. 

Os achados no presente trabalho confirmam a presença de Toxoplasma gondii no 

ambiente marinho do sul de Santa Catarina, e a sua grande diversidade genética na 

América do Sul, especialmente Brasil. 

 

8 CONCLUSÃO 

 

Os dados obtidos no presente estudo evidenciam a ocorrência de Toxoplasma 

gondii em diferentes espécies de aves e mamíferos marinhos. 

A infecção desses animais está relacionada a seus hábitos alimentares, que indica 

a contaminação do ambiente marinho e, possivelmente, a bioacumulação em animais 

filtradores que fazem parte da dieta. 

Os resultados contribuem para o estudo da epidemiologia e da diversidade 

genética de T. gondii.  

Novos estudos são necessários para avaliar o impacto da infecção pelo parasito 

nessa população animal, assim como o papel das espécies migratórias na sua dispersão. 
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