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Resumo 
 

Introdução: Toxoplasma gondii, causador da toxoplasmose, é um protozoário 

intracelular que apresenta várias vias de transmissão, dentre elas a 

transfusional. Objetivo: Investigar por métodos sorológicos e moleculares, a 

infecção por T. gondii em doadores de sangue para avaliar o risco de 

transmissão via transfusional. Casuística e métodos: Foram selecionados 750 

indivíduos aptos à doação de sangue. Estes indivíduos foram submetidos a 

uma entrevista sobre seus hábitos de vida e a uma coleta de sangue periférico. 

Com o ensaio imunoenzimático (ELISA) foi investigada a presença de 

anticorpos anti-T. gondii das classes IgM e IgG, e por Nested PCR e qPCR a 

parasitemia. As amostras positivas nos métodos moleculares foram submetidas 

à genotipagem pelo método Multilocus Nested PCR RFLP. Os doadores com 

resultados moleculares positivos e sorologias não reagentes foram 

reconvocados para investigar a soroconversão por ELISA e imunofluorescência 

indireta (IFI). Além destes, os receptores dos hemocomponentes com suspeita 

molecular de parasitemia foram rastreados. Destes, foram separadas alíquotas 

de sangue periférico, antes da transfusão e após a transfusão (±20 dias), as 

quais também foram analisadas pelos métodos sorológicos (ELISA e IFI) e 

moleculares (Nested PCR, qPCR e Mulitplex Nested PCR RFLP). Resultados: 

Trezentos e cinquenta e sete (47,6%) doadores apresentaram resultado 

reagente e 393 (52,4%) apresentaram resultado não reagente para a pesquisa 

de anticorpos anti-T. gondii da classe IgG. Vinte e sete (3,6%) apresentaram 

resultado reagente para IgM e 723 (96,4%) não reagente. As variáveis 



xi 

 

associadas a infecção por T. gondii foram: média de idade avançada (P < 

0,0001), consumo de leite cru (P = 0,001), consumo de carne crua e mal 

passada de bovino e suíno (P = 0,003), residir na zona rural (P = 0,004), 

presença frequente de vetores mecânicos na residência (barata, rato e mosca 

P = 0,02; ratos, P = 0,03), menor grau de escolaridade (1º grau incompleto, P < 

0,0001 e 1º grau completo, P = 0,002) e a baixa renda familiar (P = 0,002). 

Nenhuma amostra foi positiva pela qPCR, mas 40 (11%) apresentaram 

resultado positivo pela Nested PCR e sorologia reagente. Entretanto, estas 

amostras ao serem submetidas a genotipagem, não apresentaram 

amplificações. Os quatro casos rastreados também não apresentaram 

resultados positivos nas análises moleculares e nenhum doador reconvocado 

apresentou soroconversão. Conclusão: Concluímos que a população de 

doadores de sangue estudada está exposta a vários fatores de riscos 

associados a infecção por T. gondii e, é provável que a elevada frequência de 

anticorpos anti-T. gondii da classe IgG encontrada neste trabalho esteja 

relacionada a esta exposição. Os resultados demonstram que não há 

evidências moleculares de parasitemia nos doadores estudados, portanto o 

risco de transmissão desta infecção via transfusional é baixo ou nulo para esta 

região. Além disto, o insucesso da genotipagem e a não ocorrência de 

soroconversão dos doadores reanalisados sugerem que a positividade, 

encontrada em algumas amostras analisadas por Nested PCR, tratavam-se de 

resultados falso-positivos.  

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, Toxoplasmose, Técnicas de Diagnóstico 

Moleculares, Sorologia. 
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Abstract 
 
Introduction: Toxoplasma gondii, which causes toxoplasmosis, is an 

intracellular protozoan that has several transmission routes, among them the 

transfusion. Objective: To investigate by serological and molecular methods 

the T. gondii infection in blood donors to assess the risk of transmission via 

transfusion. Methods: We selected 750 individuals able to donate blood. These 

individuals were submitted to an interview about their lifestyle habits and a 

collection of peripheral blood. The immunosorbent assay (ELISA) was used to 

investigate the presence of anti-T. gondii IgM and IgG classes, and the Nested 

PCR and qQPCR, the parasitaemia. Positive samples in the molecular methods 

were submitted for genotyping by the Multilocus Nested PCR RFLP method. 

Donors with positive molecular result and no positive serology were recalled to 

investigate seroconversion by ELISA and Indirect Immunofluorescence (IIF). In 

addition, recipients of blood components with molecular suspected parasitemia 

were screened. Of these, aliquots were separated from peripheral blood prior to 

transfusion and after transfusion (± 20 days), which were also analyzed by 

serological methods (ELISA and IIF) and molecular (PCR, qPCR Mulitplex 

nested PCR and RFLP). Results: Three hundred and fifty-seven (47.6%) 

donors had positive result and 393 (52.4%) showed no positive result for the 

presence of anti-T. gondii IgG class. Twenty-seven (3,6%) showed positive 

result for IgM and 723 (96.4%) non-reactive. The variables associated with 

infection by T. gondii were: advanced age (P < 0.0001), consumption of raw 

milk (P = 0.001), consumption of raw and underare beef and pork meat (P = 

0.003), to reside in the countryside (P = 0.004), frequent presence of 
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mechanical vectors in the residence (cockroach, mouse and fly P = 0.02; mice, 

P = 0.03), lower education (1st grade incomplete, P <0.0001 and 1st grade 

complete, P = 0.002) and low family income (P = 0.002). No sample was 

positive by qPCR, but 40 (11%) were positive by Nested PCR and positive 

serology. However, these samples did not show amplification when undergoing 

to genotyping. The four cases screened did not show positive results to 

molecular analysis and no recalled donor presented seroconversion. 

Conclusion: We concluded that the studied population of blood donors is 

exposed to various risk factors associated with infection by T. gondii, and it is 

likely that the high frequency of anti-T. gondii IgG class found in this study is 

related to this exposure. The results show that there is no molecular evidence of 

parasitaemia in the studied donors, thus the risk of transmission of this infection 

via blood transfusion is low or zero in this region. In addition, the failure of 

genotyping and the non-occurrence of seroconversion of reanalyzed donors 

suggest that the positivity found in some samples analyzed by Nested PCR, 

were related to false-positive results. 

 

Keywords: Toxoplasma gondii, Toxoplasmosis, Technical Molecular 

Diagnostics, Serology. 
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1.1 Toxoplasma gondii 
 

Toxoplasma gondii (T. gondii), causador da toxoplasmose, foi 

descrito, pela primeira vez, em 1908 por Splendore no Brasil e pelos 

pesquisadores Nicolle e Manceaux no Norte da Africa.(1,2) Trata-se de um 

protozoário, intracelular obrigatório que possui estágios evolutivos em forma de 

arco, a qual foi responsável pela atribuição do nome Toxoplasma.(2)  

T. gondii é um parasito oportunista que pertence ao filo 

Apicomplexa.(3) É um organismo eucarionte composto pelas seguintes 

estruturas: conóide, micronemas, roptrias, acidocalcisome, membrana interna, 

aparelho de Golgi, vacúolos, núcleo, mitocôndria, complexo basal, retículo 

endoplasmático, grânulos densos, apicoplasma e endossomo,(4) como ilustrado 

na figura 1.  

 

Figura 1. Estrutura do T. gondii Adaptado de Blader e colaboradores (2015). (4) 
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Este protozoário apresenta os estágios evolutivos oocisto 

esporulado, taquizoíto e cisto de bradizoíto como formas infectantes para o 

homem (Figura 2).(5)  

 

Figura 2. Estágios evolutivos do T. gondii. A letra A corresponde ao estágio de 

oocisto; a letra B ao estágio de taquizoíto; a letra C ao estágio de cisto de 

bradizoíto. Adaptado de Robert-Gangneux e Dardé (2012).(5) 

  

Os oocistos apresentam morfologia elipsoides, possuem 

aproximadamente 13 micrômetro (µm) de diâmetro e são formados por duas 

camadas incolores. No seu interior contém dois esporocistos com quatro 

esporozoítos e são encontrados no meio ambiente (Figura 2A).(6) O taquizoíto é 

o estágio evolutivo que apresenta rápida multiplicação. Exibi morfologia em 

arco, sendo a região anterior pontiaguda e a região posterior arredondada. 

Mede em torno de 6 µm de diâmetros e são encontrados temporariamente 

livres em líquidos corpóreos (Figura 2B).(6,7) Os bradizoítos são encontrados 

dentro de cistos teciduais. Apresentam reprodução lenta por endodiogenia e 

difere ligeiramente dos taquizoítos. Dentre as diferenças encontradas estão: a 

posição nuclear na região posterior e a resistência às ações proteolíticas das 

enzimas (Figura 2C).(6)  

O ciclo do T.gondii é do tipo heteroxeno, tendo os felinos como 

hospedeiro definitivo e vários mamíferos e aves como hospedeiro intermediário 

A B C 
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(Figura 3).(6,8) O hospedeiro definitivo é infectado, principalmente, por ingestão 

de cisto de bradizoítos, os quais podem ser encontrados em tecidos de 

hospedeiros intermediários. Após a contaminação, os parasitos invadem os 

enterócitos e se multiplicam, assexuadamente, para formação de merozoítos, 

os quais sofrem diferenciações para os gametas masculinos e femininos. Estes 

são responsáveis pela reprodução sexuada. Após a fecundação dos gametas, 

ocorre a formação dos oocistos não esporulados, os quais são liberados 

juntamente com as fezes do animal. No meio ambiente, em condições 

favoráveis, os oocistos sofrem esporulação com formação de dois esporocistos 

com quatro esporozoítos cada.(5) 

Os hospedeiros intermediários são infectados ao ingerirem estes 

oocistos esporulados. Os esporozoítos são liberados dos oocistos e os 

mesmos penetram nas células do epitélio intestinal, onde sofrem diferenciação 

em taquizoítos. Estes, replicam-se rapidamente por endodiogenia, rompem a 

célula hospedeira e disseminam pelos sistemas do hospedeiro infectado. Com 

o desenvolvimento das respostas imunológicas, os taquizoítos diferenciam-se 

em bradizoítos dentro de cistos teciduais e podem permanecer viáveis por 

longos períodos sem causar danos aparentes ao hospedeiro infectado.(9) 

O ser humano pode ser infectado pelas vias vertical ou pós natal. A 

transmissão pela via vertical ocorre, principalmente, quando a mãe adquiri a 

primo-infecção durante o período gestacional, ou quando passa por períodos 

de reagudização.(10) A transmissão via pós natal ocorre, geralmente, por meio 

da ingestão de alimentos ou água contaminada com os oocistos esporulados, 

ou pelo consumo de carne crua ou mal passada de animais com cistos de 
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bradizoítos.(5) Além destas possibilidades, há a transmissão via transplante de 

órgãos sólidos(10) e por transfusão de hemocomponentes.(11,12) 

 

 

 

Figura 3. Ciclo biológico do T. gondii adaptado de Ferguson (2009).(9) 

. 

1.2 Infecção por T. gondii e Toxoplasmose humana 
 

A infecção por T. gondii é mundialmente disseminada e a 

soroprevalência varia entre os países e dentro do mesmo país.(5) Estima-se 

que a prevalência de infecção por T. gondii no Brasil seja elevada, chegando 

atingir 50% de crianças do ensino fundamental, e entre 50 a 80% das mulheres 

com idade fértil.(13) Com relação a população de doadores de sangue, Vaz e 

colaboradores (2008)(14) encontraram 60% de resultados reagente para 

Hospedeiro definitivo Meio ambiente 

Hospedeiro intermediário 

Fase crônica 

Fase 
aguda 
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anticorpos anti-T. gondii da classe IgG no Paraná, e Coêlho e colaboradores 

(2003)(15) encontraram 75% para os doadores do Recife.  

Por se tratar de um parasito oportunista, capaz de infectar vários 

tipos celulares, as manifestações clínicas da toxoplasmose são diversas, 

dependem do local afetado e do estado imunológico do hospedeiro.(10) Os 

primeiros casos da toxoplasmose humana foram descritos por Jankû (1923) e 

Torres (1927). Tais pesquisadores relataram casos em crianças com 

complicações neurológicas.(16) No início da década de 40, foram relatados os 

primeiros casos de toxoplasmose em adultos sem alterações neurológicas. Em 

1940, Pinkerton e Weinman relataram o encontro de Toxoplasma em biopsias 

de um jovem de 22 anos e em 1941, Pinkerton e Henderson conseguiram isolar 

de dois adultos com pneumonia atípica o T. gondii nos tecidos.(16)   

A infecção em imunocompetentes, normalmente, é assintomática na 

maioria dos casos e raramente necessita de tratamento.(10) As manifestações 

mais frequentes são inespecíficas como linfadenopatia cervical, febre, fadiga, 

dores musculares, dor de garganta e dor de cabeça.(17) Complicações como 

miocardite, pneumonia, hepatite e encefalite podem surgir, mas não é 

comum.(10) 

Nos indivíduos imunocomprometidos a doença pode ser grave e 

levar o indivíduo ao óbito. Estima-se que 10% dos pacientes com síndrome da 

imunodeficiência adquirida (SIDA) nos Estados Unidos e 30% na Europa 

morrem de toxoplasmose.(17) De acordo com os estudos de Passos e 

colaboradores,(18) a taxa de mortalidade por toxoplasmose nos anos de 1988 e 

1991 foi de 25,4% nos pacientes com SIDA do Estado de São Paulo.  
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Além destes, as gestantes também constituem um grupo importante 

devido ao risco da transmissão vertical. Os fetos podem apresentar 

complicações como hidrocefalia, microcefalia, calcificação intracraniana, 

retinocoroidite, retardo mental, entre outros.(8)  

1.3 Diagnóstico da infecção por T. gondii  
 

O diagnóstico da infecção por T. gondii pode ser realizado por 

métodos indiretos e diretos. Os métodos indiretos, os quais baseiam-se na 

detecção de anticorpos específicos, são rotineiramente utilizados.(5,19,20) O 

emprego destes métodos permitem determinar o processo infeccioso e 

inferirem nas fases da doença (aguda e crônica) por meio da detecção das 

diferentes classes de anticorpos. Usualmente, utiliza-se  a imunoglobulina da 

classe IgM como marcador de infecção recente/aguda e IgG para infecção 

crônica.(19–21) Em casos duvidosos, a verificação da soroconversão ou a 

presença de elevada concentração de anticorpos da classe IgG também são 

estratégias utilizadas para identificar a fase aguda da infecção. (20)  

Embora existam várias vantagens dos métodos indiretos, alguns 

fatores como a sensibilidade, a permanência da IgM por longos períodos na 

circulação e o estado imunológico do hospedeiro, podem influenciar nos 

resultados destas análises.(5,13,20–24) Diante destas dificuldades, os métodos 

diretos, cujos quais baseiam-se na identificação do parasito ou de seu material 

genético, vem sendo utilizados para determinarem, com mais precisão e 

rapidez, os estágios recentes da infecção.(25,26)  
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Os métodos moleculares são amplamente empregados para 

ajudarem a detectar fase recente de infecção.(27,28) Há relatos que estes 

métodos são capazes de detectar o T. gondii em sangue periférico antes da 

circulação dos anticorpos, (25,29,30) o que demonstra a sua elevada sensibilidade 

quando comparada aos métodos sorológicos.  

 

1.4 Transfusão de sangue 

O processo de transferência de hemocomponentes de um indivíduo 

(doador) para outro indivíduo (receptor) é denominado transfusão de 

sangue.(31) Este processo é empregado na rotina médica para corrigir diversas 

situações, tais como o tratamento da anemia ferropriva, da anemia 

megaloblástica, da anemia hemolítica, da anemia auto-imune, etc.(32) 

Embora haja uma ampla aplicabilidade, a transfusão sanguínea 

apresenta riscos de transmissão de doenças infecciosas (bacteriana, viral e 

parasitária).(33) Para evitar riscos de contaminação dos receptores de 

hemocomponentes por microrganismos patogênicos, algumas estratégias são 

utilizadas durante o processo de seleção do doador. Tais estratégias incluem a 

seleção clínica e epidemiológica do doador; a triagem sorológica;(34) o uso de 

filtros de leucócitos e a autotransfusão.(35) 

Além destas, as agências transfusionais brasileiras seguem normas 

estipuladas pela Resolução da Diretoria Colegiada (RDC); da ANVISA, Nº 

1.353 de 2011(36) para selecionarem doadores sanguíneos. Nesta Resolução, 

todos os doadores potenciais de sangue passam por uma seleção inicial, na 

qual é realizada uma entrevista sobre os hábitos cotidianos. Não devem 
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apresentar nenhuma enfermidade infecciosa aguda e nenhum antecedente de 

doença infecciosa transmissíveis pelo sangue. 

Após a triagem inicial, é obrigatória a utilização de métodos altamente 

sensíveis, determinados pela ANVISA para a realização de exames 

laboratoriais nos testes de hepatite B e C, HIV I e II, Doença de Chagas, Sífilis, 

HTLV-I e II. A triagem sorológica para malária é obrigatória para regiões 

endêmicas e a triagem para citomegalovírus somente para indivíduos 

submetidos a transplante de órgãos e recém-nascidos.(36) Embora estas 

triagens sejam realizadas, existem relatos de transmissão de patógenos após 

transfusões sanguíneas.(37) Entre 1985 a 1997 foram registrados 946 de casos 

de infecções pelo HIV pós-transfusional em pacientes hemofílicos na Romênia, 

13.249 nos Estados Unidos e 2.364 na França.(37) 

Estes achados podem estar relacionados a infecções em estágio 

precoce com impossibilidade dos testes de triagem em detectar a presença do 

patógeno e/ou anticorpos.(35) Para aumentar a sensibilidade, a ANVISA(38) 

autorizou a realização de testes de amplificação de ácidos nucleicos para a 

detecção dos vírus HIV e HCV pelas agências transfusionais brasileiras. 

Os métodos de amplificação de ácidos nucleicos empregados no 

diagnóstico de doenças infecciosa vêm mostrando constante aprimoramento. 

(39) Para a infecção bacteriana por Mycobacterium tuberculosis o método de 

amplificação mostrou 96,9% de sensibilidade e 100% de especificidade,(40) para 

HCV a especificidade encontrada foi de 99% e a capacidade de detecção da 

viremia 89 – 95%.(41)  
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1.5 Transmissão do T. gondii via transfusional 

Apesar dos avanços dos métodos laboratoriais e o contínuo 

aprimoramento dos procedimentos envolvidos na transfusão de 

hemocomponentes, sabe-se que ainda há riscos de transmissão transfusional 

de doenças infecciosas e parasitárias. Os primeiros casos de possíveis 

transmissões transfusionais do T. gondii foram descritos por Siegel e 

colaboradores (1971)(11) e Nelson e coautores (1989).(42) Entretanto, estes 

estudos investigaram a infecção por este parasito utilizando métodos indiretos 

destinados à detecção de anticorpos específicos (IgM e IgG), e não a presença 

do parasito. 

 Com os avanços dos métodos de biologia molecular, a detecção e 

caracterização do T. gondii em líquidos corpóreos e em tecidos de humanos 

sintomáticos e de animais laboratoriais vem sendo utilizados com sucesso.(43–

45) Considerando a possibilidade de detectar e caracterizar o genótipo do 

parasito em amostras clínicas, por métodos moleculares, este trabalho 

dedicou-se a investigar a infecção por T. gondii em doadores de sangue. 
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1.6 Objetivo geral 

 

Detectar com o uso de métodos sorológicos a infecção por T. gondii, 

bem como caracterizar o genótipo deste protozoário por métodos moleculares 

em doadores de sangue. 

1.7 Objetivos específicos  
 

 Determinar a soroepidemiologia da infecção por T. gondii em doadores 

de sangue da região noroeste paulista. 

 Avaliar o risco de transmissão transfusional a partir de doadores de 

sangue com evidência sorológica para infecção por T. gondii, utilizando 

métodos moleculares. 

 Investigar o risco de transmissão transfusional do T. gondii utilizando 

métodos moleculares em amostras de receptores de hemocomponentes 

com suspeita de parasitemia. 
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Os resultados deste trabalho estão apresentados na forma de três manuscritos. 

 

Manuscrito 1 

Título: Soroepidemiologia da infecção por Toxoplasma gondii em doadores de 

sangue 

Autores: Fabiana Nakashima, Octávio Ricci Júnior, Valquíria Pardo de Sousa, 

Marcos Paulo Miola, Cinara de Cássia Brandão de Mattos, Luiz Carlos de 

Mattos. 

 

Manuscrito 2 

Título: Investigação molecular de Toxoplasma gondii em doadores de sangue 

com evidência sorológica de infecção 

Autores: Fabiana Nakashima, Octávio Ricci Júnior, Valquíria Pardo de Sousa, 

Marcos Paulo Miola, Cinara de Cássia Brandão de Mattos, Luiz Carlos de 

Mattos 

 

Manuscrito 3 

Título: Avaliação molecular do risco da transmissão via transfusional do 

Toxoplasma gondii 

Autores: Fabiana Nakashima, Octávio Ricci Júnior, Valquíria Pardo de Sousa, 

Marcos Paulo Miola, Cinara de Cássia Brandão de Mattos, Luiz Carlos de 

Mattos 
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2.1 Manuscrito 1 
 

Soroepidemiologia da infecção por Toxoplasma gondii em doadores de 

sangue 

 

Fabiana Nakashima1, Octávio Ricci Júnior2; Valquíria Pardo de Sousa1; Marcos 

Paulo Miola1; Cinara de Cássia Brandão de Mattos1, Luiz Carlos de Mattos1 

 

1Laboratório de Imunogenética da Faculdade de Medicina de São José do Rio 

Preto – FAMERP 

2Diretor do Hemocentro de São José do Rio Preto - Fundação Faculdade 

Regional de Medicina de São José do Rio Preto (FUNFARME) 

 

Resumo 

Toxoplasma gondii é um protozoário de ampla distribuição mundial causador 

da toxoplasmose. A prevalência da infecção por este parasito varia entre as 

diferentes populações e está associada, principalmente, com a exposição dos 

seres humanos com os fatores de riscos. Este trabalho teve por objetivo 

investigar a soroepidemiologia da infecção por T. gondii entre doadores de 

sangue. Foram selecionados 750 doadores de sangue do Hemocentro de São 

José do Rio Preto-SP. Após a obtenção do termo de consentimento, livre e 

esclarecido, os participantes responderam a um questionário sobre seus 

hábitos de vida e foram submetidos à coleta de sangue periférico. A presença 

dos anticorpos anti-T. gondii da classe IgG foi determinada pelo método de 
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ELISA. Trezentos e cinquenta e sete (47,6%) doadores apresentaram resultado 

reagente e 393 (52,4%) apresentaram resultado não reagente. As variáveis 

associadas a infecção por T. gondii foram: idade (P < 0,0001), consumo de 

leite cru (P = 0,001), consumo de carne crua e/ou mal passada de bovino e 

suíno (P = 0,003), residir na zona rural (P = 0,004), presença frequente de 

vetores mecânicos na residência (barata, rato e mosca P = 0,02; ratos, P = 

0,03), menor grau de escolaridade (1º grau incompleto, P < 0,0001 e 1º grau 

completo, P = 0,002) e a baixa renda familiar (P = 0,002). Mediante aos dados 

obtidos, concluímos que a população de doadores de sangue do Hemocentro 

de São José do Rio Preto está exposta à vários fatores de riscos associados a 

infecção por T. gondii e, sendo assim, é provável que a elevada frequência de 

anticorpos anti-T. gondii da classe IgG encontrada neste trabalho esteja 

relacionada a esta exposição.  

 

Palavras-chave: Toxoplasma gondii; doadores de sangue; fatores de risco; 

epidemiologia. 

 

Introdução 

T. gondii é um protozoário intracelular obrigatório causador da 

toxoplasmose.(1,2)  No homem, a doença é de grande importância clínica devido 

as severas consequências que podem ser desenvolvidas entre os indivíduos 

imunocomprometido ou imunossuprimido e fetos.(3,4) Estima-se que 10% dos 

pacientes com Síndrome da Imunodeficiência Adquirida (SIDA) nos Estados 

Unidos e 30% na Europa morram de toxoplasmose.(5) Em São Paulo, o estudo 
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de Passos e colaboradores (2000)(6), encontrou a taxa de mortalidade por 

toxoplasmose de 25,4% em pacientes com SIDA. Em fetos, a infecção por T. 

gondii pode ser grave levando ao desenvolvimento da Tétrade de Sabin, que é 

caracterizada por hidrocefalia, retinocoroidite, calcificações cerebrais, retardo 

mental ou perturbações neurológicas.(7) 

A transmissão desta infecção para os seres humano envolve as formas 

de oocisto esporulado, cisto de bradizoíto e taquizoíto.(8) Os oocistos são 

eliminados juntamente com as fezes dos gatos, as quais podem contaminar 

alimentos e a água de consumo humano. Os cistos de bradizoítos podem ser 

encontrados contaminando carnes de consumo humano ou órgãos sólidos 

utilizados para o transplante. E os taquizoítos podem ser encontrados 

temporariamente livres em líquidos corpóreos, e portanto podem ser 

transmitidos via transplacentária em gestantes pelo consumo de leite cru, de 

animais infectados, ou por transfusão de hemocomponentes contaminados.(2–4) 

A infecção por T. gondii é amplamente disseminada e a soroprevalência 

varia entre os países e dentro do mesmo país.(3) Estima-se que a prevalência 

de infecção por T. gondii no Brasil seja elevada, chegando atingir 50% de 

crianças do ensino fundamental, e entre 50 a 80% das mulheres com idade 

fértil.(4) Com relação a população de doadores de sangue, Vaz e colaboradores 

(2008)(9)  encontraram 60% de resultados reagente para anticorpos anti-T. 

gondii da classe IgG no Paraná e Coêlho e colaboradores encontraram 75% 

para os doadores do Recife. Segundo Studenicova e colaboradores (2006),(11) 

a prevalência da toxoplasmose na população humana está associada à 

exposição aos fatores de risco desta população. Portanto, o conhecimento 
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sobre as possíveis rotas de infecção envolvidas dentro de uma determinada 

população são de grande importância epidemiológica. Dessa forma, esta 

pesquisa teve por objetivo determinar a soroepidemiologia da infecção por T. 

gondii em doadores de sangue da região noroeste paulista. 

 

Material e Métodos 

 

Aspecto ético e seleção dos participantes 

Este trabalho foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da 

Faculdade de Medicina de São José do Rio Preto - FAMERP (parecer 

006/2011). Foram selecionados 750 indivíduos aptos a doação de sangue do 

Hemocentro de São José do Rio Preto-SP. Após a obtenção da assinatura do 

termo de consentimento livre e esclarecido, os participantes responderam um 

questionário de caráter epidemiológico e foram submetidos à coleta de sangue 

periférico para a investigação da infecção por T. gondii por meio sorológico. 

 

Sorologia 

Para investigar a presença de anticorpos específicos anti-T. gondii da 

classe IgG foi utilizado o método de ELISA (DiaSorin, Itália).  

 

Dados epidemiológicos investigados 

O questionário respondido pelos participantes incluía dados 

epidemiológicos básicos como idade, gênero, hábitos alimentares (consumo de 

leite cru, carne cura ou mal passada, higienização adequada de legumes e 
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verduras), condições habitacionais (zona em que residem, presença frequente 

de vetores mecânicos, presença de animais domésticos), condições 

socioeconômicas (nível de escolaridade e renda familiar) e histórico de 

transfusão. 

 

Análise estatística 

O software GraPhPad InStat 3.0 foi utilizado para realizar as análises 

estatísticas. Para investigar a associação entre a infecção por T. gondii e os 

potenciais fatores de riscos foram realizadas as análises univariáveis utilizando 

o teste X2 clássico e o teste T student.  

 

Resultados 

Participantes 

A relação dos dados epidemiológicos e as frequências de resultados 

reagentes para a pesquisa de anticorpos anti-T. gondii para a classe IgG 

obtidos entre os 750 doadores aptos à doação de sangue encontram-se na 

tabela 1. A média de idade dos participantes foi de 34,3 (mediana 33; intervalo 

de 16 a 65 anos). Quinhentos e dez (68%) dos indivíduos selecionados eram 

do sexo masculino e 240 (32%) eram do sexo feminino. A diferença entre as 

médias de idade do sexo masculino (34.80±11.60) e feminino (32.85±10.71) foi 

estatisticamente significante (P = 0,028; teste T-student = 2,21; Grau de 

liberdade = 748; Intervalo de confiança de 95% = 0.2159-3.696). A faixa etária 

de 30 à 39 anos foi a mais frequente encontrada entre os doadores de sangue 

de São José do Rio Preto-SP. 
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Pesquisa de anticorpos específicos anti-T. gondii  

Em relação a sorologia para a pesquisa dos anticorpos anti-T. gondii da 

classe IgG, 357 (47,6%;  de idade = 37.1±10.8) apresentaram resultado 

reagente e 393 (52,4%;  de idade = 31.7±11.6) não reagente. A prevalência 

de infecção por T. gondii encontrada neste trabalho foi de 47,6%.  

 

Fatores de risco envolvidos na infecção por T. gondii 

Foi possível identificar sete variáveis associadas com o resultado 

sorológico reagente para a pesquisa de anticorpos anti-T. gondii da classe IgG 

na população estudada. São elas:  de idade, consumo de leite cru, consumo 

de carne bovina e suína crua ou mal cozida, zona habitacional, presença de 

vetores mecânicos, nível de escolaridade e renda familiar, conforme ilustrado 

na tabela 2. 

 

Discussão 

Este trabalho buscou investigar a soroepidemiologia da infecção por T. 

gondii em doadores de sangue da região noroeste paulista. De acordo com os 

resultados observou-se que a taxa de infecção para a região noroeste paulista 

entre os doadores de sangue é elevada (47,6%). Este achado é semelhante 

aos trabalhos realizados com gestantes para a mesma região,(12–14) mesmo 

quando o método de triagem utilizado foi diferente.(12) 

Ao comparar com outros trabalhos realizados em diferentes partes do 

mundo, a taxa de infecção, encontrada neste trabalho, é maior do que os 
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doadores de sangue de Durango-México, Taiwan, Tailândia, de várias regiões 

Irã, Arábia Saudita, Nova Zelândia, Zona urbana Karnatak da Índia, 

Eslováquia,(11,15–24) mas é menor do que os doadores de Quênia,(25) do Paraná 

no Brasil(9) e do Recife no Brasil.(10)  

Variações relacionadas à taxa de infecção por T. gondii são esperadas 

para as diferentes populações do mundo, pois a disseminação das formas 

infectantes do parasito é ampla e depende dentre muitos fatores dos hábitos 

alimentares, dos  hábitos culturais, da umidade e temperatura do meio 

ambiente, da profissão e do método laboratorial utilizado para determinar a 

infecção.(15–17,19,21–24) 

 Considerando os fatores ambientais, São José do Rio Preto fica 

localizada no sudeste do Brasil, na região noroeste do estado de São Paulo 

(IBGE, 

http://www.cidades.ibge.gov.br/xtras/perfil.php?lang=&codmun=354980&search

=sao-paulo%7Csao-jose-do-rio-preto) e apresenta o clima tropical (CEPAGRI, 

http://www.cpa.unicamp.br/outras-informacoes/clima_muni_559.html), o que 

favorece a sobrevivência de oocistos no meio ambiente,(3) aumentando as 

chances do contato destas formas do parasito com novos hospedeiros.  

Para os doadores pesquisados neste trabalho, o hábito de consumir 

carne bovina e suína mal passada ou crua demonstrou associação com a 

soropositividade para a pesquisa de anticorpos anti-T. gondii da classe IgG. 

Este achado indica que a infecção por cistos de bradizoítos ocorre entre os 

doadores de sangue da região noroeste paulista, sendo assim, uma importante 

via de transmissão. A associação do consumo de carne crua com a infecção 

http://www.cidades.ibge.gov.br/xtras/perfil.php?lang=&codmun=354980&search=sao-paulo%7Csao-jose-do-rio-preto
http://www.cidades.ibge.gov.br/xtras/perfil.php?lang=&codmun=354980&search=sao-paulo%7Csao-jose-do-rio-preto
http://www.cpa.unicamp.br/index.html
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por T. gondii também foi encontrada entre os doadores de sangue de Taiwan 

(porco), Eslováquia e Egito.(11,16,26) Em contraste, Alvarado-Esquivel  e 

colaboradores (2007),(15) que encontraram baixa frequência de infecção entre 

os doadores de sangue do México (7,4%), não encontraram esta associação, o 

que ajuda a reforçar a compreensão de que, realmente, os hábitos alimentares 

estão envolvidos na prevalência de infecção deste protozoário em diferentes 

regiões do mundo. 

 Este trabalho identificou o consumo de leite cru como potencial fator 

de risco para infecção por T. gondii entre os doadores de sangue da região 

noroeste paulista. Os resultados obtidos apontam para a possível associação 

entre o resultado positivo para pesquisa de anticorpos da classe IgG e o 

consumo de leite cru. Portanto, este achado sugere que a infecção por 

taquizoítos também ocorre entre os doadores de sangue desta região. 

Considerando que a presença desta forma infectante no leite de vários 

hospedeiros intermediários já foi detectada,(27) pode-se inferir que se trata de 

uma rota importante de transmissão entre os doadores da região noroeste 

paulista.  

Foi possível observar também que residir na zona rural está associado à 

infecção por T. gondii entre os doadores pesquisados neste trabalho. Esta 

associação também foi encontrada entre os doadores do Irã(17) e do Iraque.(28) 

De acordo com Suhad e colaboradores (2013)(28) a pavimentação da zona 

urbana contribui para a redução da sobrevida dos oocistos no meio ambiente e, 

assim, resulta na diminuição da exposição da população desta forma infectante 

eliminada pelas fezes dos gatos. Como o clima da região noroeste paulista 



23 

 

favorece a sobrevida do oocisto no meio ambiente, residir em zona rural, a qual 

é constituída em grande parte por solo sem pavimento, pode contribuir com o 

aumento da frequência de infecção devida a maior exposição ao ambiente 

contaminado por oocistos. Em contraste aos nossos resultados, o estudo 

Studenicova e colaboradores (2006)(11) não encontrou esta associação com os 

doadores da Eslováquia.  

Neste trabalho, observou-se que a presença frequente de vetores 

mecânicos (baratas, moscas e ratos) na residência está associada com o 

resultado reagente para infecção por T. gondii. Sabe-se que os vetores barata 

e rato frequentam ambientes que podem estar contaminados com fezes de 

gatos com oocistos e, consequentemente, carregam os oocistos em seus 

tegumentos para dentro da casa do hospedeiro humano, aumentando assim, 

as chances de infecção. Já as moscas, podem veicular os oocistos em suas 

patas após pousarem em superfícies contaminadas e posteriormente pousar 

em alimentos de consumo cru, como por exemplo; as frutas. Dessa maneira, 

aumenta as chances de contado do ser humano com esta forma infectante do 

protozoário. 

 Embora os resultados tenham sugerido que a transmissão por oocisto 

ocorra entre os doadores pesquisados, neste trabalho não foi observada 

associação entre a presença do gato como animal doméstico com a sorologia 

reagente para anticorpos anti-T. gondii da classe IgG. É possível que os 

cuidados higiênicos adotados pelos proprietários destes animais estejam 

contribuindo com a redução do contato com as fezes contaminadas. Todavia, 

as fezes contaminadas liberadas livres no meio ambiente podem ser 
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encaminhadas para dentro da casa dos hospedeiros humanos por vetores 

mecânicos e, por isso, esta via de transmissão continua sendo importante entre 

os doadores de sangue da região noroeste paulista.  

 Concordando com os resultados obtidos neste trabalho, Zarkovic e 

colaboradores (2007)(24) também não encontraram associação com a presença 

de gato entre os doadores da Nova Zelândia, mas encontraram com a 

presença do cão. O cão também é um hospedeiro intermediário do T. gondii e 

não elimina formas infectantes para o homem, porém este animal pode 

carregar em suas patas, ou pelos, os oocistos liberados por gatos no meio 

ambiente para dentro da casa de seus proprietários, elevando assim, as 

chances de contato destas formas com os hospedeiros humanos. 

 Com estes achados é possível compreender que as três formas 

infectantes do protozoário (taquizoítos, cistos de bradizoítos e oocistos 

esporulados) são de grande importância para a disseminação desta infecção 

entre os doadores de sangue da região noroeste paulista. 

Além disso, o presente trabalho também constatou que a taxa de 

soropositividade diminui com o aumento do grau de escolaridade, assim como 

outras publicações já relataram,(15,16,21,23,26) e com o aumento da renda familiar 

que também foi observado no trabalho de Chiang e colaboradores (2012).(16) 

Acreditamos que o maior grau de escolaridade colabore com a diminuição da 

transmissão por T. gondii, pois este fator está associado ao maior nível de 

conhecimento sobre as principais fontes de contaminação de doenças. Assim, 

indivíduos com estes conhecimentos melhoram seus hábitos higiênicos, 

favorecendo a diminuição do contato de formas infectantes deste parasito com 
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estes indivíduos. Concordando com esta afirmação, Alvarado-Esquivel e 

colaboradores (2007)(15) especularam que o maior grau de escolaridade está 

relacionado com as boas práticas de higienização sanitária, as quais favorecem 

a diminuição da disseminação destes parasitos.  

 Também foi possível observar neste trabalho que a média de idade entre 

os doadores de sangue com sorologia reagente é maior que os indivíduos com 

sorologia não reagente. Este resultado também foi encontrado por outros 

autores que também investigaram este fator com a infecção por T. gondii. 

(11,15,17,19–21,24,28,29) Este achado é compreensivo, pois quanto maior a idade do 

hospedeiro, maiores as chances de exposição aos fatores de risco associados 

a esta infecção. 

 

Conclusão 

A população de doadores de sangue da região noroeste paulista está 

exposta às várias fontes de infecção por T. gondii. É possível que a elevada 

frequência, encontrada neste trabalho, esteja relacionada a esta exposição.  
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Tabela 1. Dados epidemiológicos dos 750 doadores aptos à doação de sangue 
selecionados do Hemocentro de São José do Rio Preto-SP 

  Geral   IgG Reagente 

  Número % Número % 

Número 750 100 357 47,6 

 de idade ± Desvio Padrão 34,3±11.4   37,1±10,8   

Faixa etária Total % Número % 

16-17 6 0,8 2 0,6 

18-19 71 9,5 13 3,4 

20-24 115 15,3 35 9,8 

25-29 92 12,3 41 11,5 

30-39 229 30,5 120 33,6 

40-49 151 20,1 97 27,2 

50-59 78 10,4 43 12,0 

> 59 8 1,1 6 1,7 

Gênero Total % Número % 

Sexo Masculino 510 68,0 254 71,1 

Sexo Feminino 240 32,0 103 28,9 

Hábitos alimentares Total % Número % 

Consumo de Leite Cru 301 40,1 165 46,2 

Consumo de Carne Crua ou mal passada 283 37,7 130 36,4 

Higienização adequada dos legumes e verduras 715 95,3 340 95,2 

Condições habitacionais Total % Número % 

Zona urbana 714 95,2 331 92,7 

Zona rural 36 4,8 26 7,3 

Presença de vetores mecânicos na residência 214  28,5  101  28,3  

Presença de animal domestico 678 90,4 322 90,2 

Condições socioeconômicas Total % Número % 

Nível de escolaridade         

1º grau completo 68 9,1 45 12,6 

1º grau incompleto 118 15,7 77 21,6 

2º grau completo 304 40,5 141 39,5 

2º grau incompleto 25 3,3 12 3,4 

Superior completo 136 18,1 51 14,3 

Superior incompleto 97 12,9 29 8,1 

Não responderam 2 0,3 2 0,5 

Renda familiar         

1 salário 30 4,0 23 6,4 

2 salário 116 15,5 64 17,9 

3 salários 177 23,6 81 22,7 

4 salários 125 16,7 49 13,7 

Acima de 4 salários 289 38,5 133 37,3 

Não responderam 13 1,7 7 2,0 

Histórico de transfusão 33 4,4 21 5,9 
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Tabela 2. Análise univariável entre as variáveis de risco e o resultado 

sorológico reagente e não reagente para anticorpos anti-T. gondii da classe IgG 

Características IgG Reagente 
IgG Não 
reagente  P*(a) IC** 95% 

 ±DP ±DP   

 de idade 37,1±10,8 31,7±11.6 <0.0001 -7,0 a -3,8 

Mediana 36 30 
    

Faixa etária 

 Número % Número % P(b) OD*** IC 95% 

18-19 13 18,3 58 81,7 <0,0001 0,2 0,1 a 0,4 

20-24 35 30,4 80 69,6 <0,0001 0,4 0,3 a 0,7 

40-49 97 64,2 54 35,8 <0,0001 2,3 1,6 a 3,4 

Hábitos alimentares 

 Número % Número % P(b) OD IC 95% 

Consumo de leite cru        

Sim 165 54,8 136 45,2 
0,001 1,6 

1,2 a 2,2 
Não 192 42,8 257 57,2 

 
Consumo de carne        

Bovino e/ou suíno 20 74,1 7 25,9 0,003 3,8 1,5 a 9,3 

Condições habitacionais 

 Número % Número % P(b) OD IC 95% 

Zona        

Rural 26 72,2 10 27,8 
0,004 3,0 

1,4 a 6,3 

Urbana 331 46,4 383 53,6 
 

Presença de vetores 
mecânicos 

       

Barata/mosca/ratos 13 76,5 4 23,5 0,02 4,0 1,3 a 12,8 

Ratos 11 78,6 3 21,4 0,03 4,481 1,2 a 16,6 

Condições socioeconômicas 

 Número % Número % P(b) OD IC 95% 

Renda familiar        

1 salário 23 76,7 7 23,3 0,002 3,8 1,6 a 9,0 

4 salários 49 39,2 76 60,8 0,05 0,7 0,4 a 1,0 

Nível de escolaridade        

1º grau completo 45 66,2 23 33,8 0,002 2,3 1,4 a 3,9 

1º grau incompleto 77 65,2 41 34,7 <0,0001 2,4 1,6 a 3,6 

Superior completo 51 37,5 85 62,5 0,01 0,6 0,4 a 0,9 

Superior incompleto 29 29,9 68 70,1 0,0003 0,4 0,3 a 0,7 

*P = Valor P determinado pelo testes T de student (a) e pelo qui-quadrado (b); 
**IC = Intervalo de confiança; ***OD = Odds Ratio 
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2.2 Manuscrito 2 
 

Investigação molecular de Toxoplasma gondii em doadores de sangue 

com evidência sorológica de infecção 
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Paulo Miola1; Cinara de Cássia Brandão de Mattos1, Luiz Carlos de Mattos1 

 

1Laboratório de Imunogenética da Faculdade de Medicina de São José do Rio 

Preto – FAMERP 

2Diretor do Hemocentro de São José do Rio Preto - Fundação Faculdade 

Regional de Medicina de São José do Rio Preto (FUNFARME) 

 

Resumo 

 

 T. gondii, causador da toxoplasmose, é um protozoário de ampla 

disseminação mundial que pode ser transmitido por várias vias, dentre elas a 

transfusional. Para avaliar o risco de transmissão deste parasito via transfusão 

de hemocomponentes, este trabalho buscou investigar, por métodos 

moleculares, a presença de parasitemia por T. gondii em doadores de sangue 

com evidência sorológica de infecção. Para esta finalidade, foram selecionados 

750 indivíduos aptos à doação de sangue do Hemocentro de São José do Rio 

Preto-SP. A infecção por T. gondii foi determinada pelo método ELISA, por 

meio da pesquisa de anticorpos específicos anti-T. gondii das classes IgM e 

IgG. A determinação da possível parasitemia foi realizada pelos métodos 
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moleculares Nested PCR e qPCR, tendo como alvo o gene B1 do parasito. As 

amostras consideradas positivas na Nested PCR foram submetidas à 

genotipagem pelo método Multilocus Nested PCR RFLP para os marcadores 

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

SAG2, APICO e CS3. Das 750 amostras analisadas, 362 (48,3%) 

apresentaram resultado sorológico reagente. Destas, nenhuma amostra 

apresentou curva de amplificação pela qPCR, mas 40 (11%) apresentaram 

resultado positivo pela Nested PCR. As amostras, consideradas positivas na 

Nested PCR, ao serem submetidas a genotipagem, pelo método Multilocus 

Nested PCR RFLP, não apresentaram amplificações específicas para nenhum 

marcador pesquisado do parasito. Diante da concordância dos resultados, 

entre qPCR e a genotipagem, concluímos que não há evidências moleculares 

de parasitemia nos doadores estudados, sendo assim, o risco de transmissão 

desta infecção via transfusional é baixo ou nulo para esta região. Além disso, o 

insucesso da genotipagem sugere que a positividade, encontrada em algumas 

amostras analisadas por Nested PCR, trata-se de resultados falso-positivos.  

 

Palavras-chave: Toxoplasma gondii, transmissão por T. gondii, análises 

moleculares, sorologia, infecção por T. gondii. 

 

Introdução 

Toxoplasmose é uma parasitose causada pelo protozoário denominado 

T. gondii.(1,2) A taxa de infecção por este parasito é elevada em diversas 

regiões do mundo,(3–6) mas a ocorrência da doença é baixa em indivíduos 
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imunocompetentes.(7) A transmissão deste parasito ocorre por três vias 

principais; pela ingestão de água e alimentos crus (legumes, frutas e verduras) 

contaminados por oocistos esporulados, pelo consumo de carne crua ou mal 

cozida de animais contaminados por cistos de bradizoítos e pela via vertical em 

períodos agudos de infecção materna.(2,8) Além destas, foi sugerido por alguns 

autores a transmissão via transfusional.(9,10) 

A infecção por T. gondii é diagnosticada usualmente por métodos 

sorológicos indiretos, os quais investigam a presença dos anticorpos 

específicos contra o parasito.(2,11,12) Dependendo dos resultados destas 

pesquisas, os indivíduos são classificados em perfis sorológicos, sendo estes 

utilizados para determinar as fases aguda ou crônica da doença.(12) A presença 

de imunoglobulinas da classe IgM, normalmente, caracteriza a fase aguda e, a 

presença de IgG a fase crônica.(11) Embora estas pesquisas colaborem com a 

determinação da infecção e com a classificação de suas fases, estes métodos 

dependem da produção de anticorpos do hospedeiro em níveis detectáveis 

pelos métodos laboratoriais disponíveis e, ainda, não permitem evidenciar a 

presença do parasito no sangue periférico. Por estas razões, avaliar o risco de 

transmissão via transfusional utilizando somente os métodos sorológicos como 

parâmetros parece ser insuficiente.  

Considerando as limitações dos métodos sorológicos a Portaria nº 112 

do Ministério da Saúde (2004),(13) determinou a utilização de métodos 

moleculares para a pesquisa do material genético dos vírus HIV e do HCV por 

transfusão de hemocomponentes visando a diminuição do risco transfusional 

dos mesmos. (13) Corroborando com a normativa, os trabalhos de Lajolo e 
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colaboradores (2008)(14) e Stramer e coautores (2004)(15) demonstraram que é 

possível detectar a viremia por métodos moleculares mesmo antes dos 

métodos sorológicos, podendo assim, diminuir os casos de transmissão. 

 A possibilidade de detecção da parasitemia por T. gondii em indivíduos 

imunocompetentes com infecção aguda e crônica por métodos moleculares já 

foi relatada por alguns autores.(16,17) Dessa forma, é possível que a constatação 

da parasitemia em doadores de sangue, por métodos moleculares, forneça 

informações consistentes para avaliar o risco de transmissão deste parasito via 

transfusional. Considerando tais afirmações, este trabalho buscou avaliar o 

risco de transmissão transfusional a partir de doadores de sangue com 

evidência sorológica para infecção por T. gondii, utilizando métodos 

moleculares. 

 

Material e Métodos 

 

Casuística 

Após a aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de 

Medicina de São José do Rio Preto - FAMERP (parecer 006/2011), 750 

indivíduos aptos à doação de sangue do Hemocentro de São José do Rio 

Preto-SP foram selecionados. Depois da obtenção da assinatura do termo de 

consentimento livre e esclarecido pelos participantes, o sangue periférico foi 

coletado em dois tubos, um sem e outro com anticoagulante. O tubo com 

anticoagulante (EDTA) foi utilizado para extração do material genômico para 

detectar a possível parasitemia por T. gondii. O tubo sem anticoagulante foi 
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utilizado para pesquisar a presença dos anticorpos anti-T.gondii das classes 

IgM e IgG. 

 

Pesquisa de anticorpos específicos anti-T. gondii das classes IgM e IgG 

As pesquisas dos anticorpos anti-T. gondii das classes IgM e IgG foram 

realizadas pelo método de ELISA (DiaSorin, Itália), de acordo com as 

instruções do fabricante. De acordo com os resultados encontrados, os 

participantes foram classificados em perfis sorológicos. Os indivíduos com o 

perfil IgM-IgG- foram excluídos das análises moleculares por não apresentarem 

evidências de infecção pelo método sorológico. 

 

Extração do DNA genômico 

O material genômico foi extraído utilizando o protocolo publicado por 

Mattos e colaboradores (2011)(18); utilizando o Pure Link Genomic DNA Mini Kit 

da Invitrogen.  

 

Reação em Cadeia da Polimerase convencional (cPCR) para a pesquisa 

do gene FUT2 

Para avaliar a qualidade do material extraído e verificar a presença de 

fatores inibitórios da PCR, todas as amostras com evidência sorológica de 

infecção (n=362) foram submetidas a pesquisa do gene FUT2 utilizando o 

protocolo descrito por Svensson e colaboradores (2000)(19) com modificações. 

O resultado desta análise foi revelado por eletroforese em gel de agarose a 

2%, corado com brometo de etídio.  
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Nested PCR (nPCR) para a pesquisa do gene B1 do Toxoplasma gondii 

Após a avaliação da qualidade de extração e da verificação da presença 

de fatores inibitórios por meio da cPCR para o gene FUT2, as amostras de 

DNA foram submetidas a pesquisa do gene B1 do parasito por Nested PCR. O 

protocolo desenvolvido com modificações foi publicado por Okay e 

colaboradores (2009)(20). O resultado foi observado por meio da eletroforese 

em gel de agarose a 2%, corado com brometo de etídio.  

 

Genotipagem 

A genotipagem foi realizada pela reação de Multilocus Nested-PCR-

RFLP nas amostras com resultado positivo na Nested PCR durante a triagem 

para o gene B1 do parasito. Este método foi utilizado para pesquisar os 

marcadores SAG1, 5’SAG2, 3’SAG2, SAG3, GRA6, BTUB, c22-8, c29-2, L358, 

PK1, SAG2, APICO e CS3. Esta análise foi realizada em parceria com a 

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia (FMVZ) da Universidade de 

São Paulo (USP) utilizando os protocolos publicados por Su e colaboradores 

(2010)(21) e Pena e colaboradores (2008).(22)  

 

PCR em tempo real (qPCR) 

A PCR em tempo real foi realizado também para pesquisar o gene B1 do 

T. gondii nas 362 amostras com sorologia reagente utilizando o ensaio 

presença/ausência. O mix foi preparado adicionando 4,5 µl de água RNAse 

Free, 10 µl de 2x QuantiTec Probe PCR Mater Mix (Qiagen), 0,5 µl do ensaio 
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XL da IDT (500 nM de cada primer e 250 nM da sonda) da Invitrogen e 5 µl do 

DNA genômico. O ciclo foi realizado no aparelho Step One Plus (Applied) com 

as seguintes temperaturas: uma vez de 50°C por 2 minutos, uma vez de 95°C 

por 15 minutos, 40 vezes 94°C por 15 segundos, 40 vezes de 60 °C por 1 

minuto e uma vez de 50°C por 30 segundos. Os primers e a sonda utilizados 

nesta análise foram publicados por Gunel e coautores (2012).(23) 

 

Resultados 

As características da casuística e os resultados sorológicos encontram-

se na tabela 3. Os resultados das análises moleculares realizadas nas 

amostras com evidências sorológicas de infecção (n=362; 48,3%) encontram-

se na tabela 4. As figuras de 4 a 7 ilustram os padrões de resultados 

encontrados nas análises moleculares. 

 

Discussão 

Considerando o risco da transmissão do parasito T. gondii por 

transfusão de hemocomponentes, o presente trabalho investigou a presença 

deste protozoário em sangue periférico de doadores de sangue com evidência 

sorológica de infecção, utilizando métodos moleculares. 

A viabilidade de transmissão transfusional por T. gondii, já foi sugerida 

por alguns pesquisadores. (9,10) Entretanto, nestes trabalhos a avaliação do 

risco de transmissão transfusional foi baseada nos resultados de análises 

sorológicas indiretas,(9,10) as quais não permitem evidenciar a parasitemia. Para 

investigar a presença de parasitos circulantes, torna-se necessária a utilização 
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de métodos diretos. No entanto, por se tratar de um parasito intracelular 

obrigatório que pode infectar qualquer tipo celular do organismo humano, os 

métodos diretos são de difícil execução e, por isso, não são rotineiramente 

utilizados.(24) 

Há diversos estudos na literatura que detectaram este parasito utilizando 

os métodos moleculares. Contudo, na maioria destes, a casuística foi composta 

por pacientes com manifestações ou com suspeitas clínicas de infecção por T. 

gondii,(20,25,26) o que colabora, parcialmente, com as interpretações 

laboratoriais. Divergente a estas pesquisas, este trabalho investigou por 

métodos moleculares a parasitemia por T. gondii em indivíduos considerados 

saudáveis, sem manifestações ou suspeitas clínicas. 

Inicialmente, para triar a parasitemia foi investigada a presença do gene 

B1 do T. gondii por Nested PCR. As amostras com resultado positivo por esta 

metodologia foram submetidas a genotipagem utilizando o método de 

Multilocus Nested PCR RFLP. Porém, todas as amostras positivas na Nested 

PCR não apresentaram amplificações na genotipagem. Vários fatores podem 

ter influenciado este resultado. Estudos de Alfonso e coautores (2009)(27) e 

Buchbinder e colaboradores (2003),(28) por exemplo, demonstraram que a 

sensibilidade e a reprodutibilidade da PCR dependem, dentre outros fatores, da 

quantidade de parasitos presentes na amostra.(27,28)   

Como a casuística composta por este trabalho tratava-se de 

imunocompetentes, não se esperava elevada parasitemia, mesmo em 

infecções primárias.(28) Assim, é possível que a baixa parasitemia esperada em 

indivíduos imunocompetentes, devido a ativação do sistema imunológico do 
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hospedeiro,(29) tenha colaborado na obtenção dos resultados negativos durante 

a genotipagem, visto que, cada região envolvida nesta análise repete-se uma 

única vez no genoma do parasito e, de acordo com Su e colaboradores 

(2010),(21) a sensibilidade do Multilocus Nested PCR RFLP é de 10 parasitos. 

Portanto, encontrar resultados negativos em amostras com baixo número deste 

protozoário pelo método Multilocus Nested PCR RFLP é esperado. Mesmo 

assim, esta interpretação não descarta a possibilidade de ter ocorrido 

contaminação durante as análises de Nested PCR nesta pesquisa. 

O gene B1 repete-se no genoma do parasito 35 vezes, por isso, é 

considerado um bom alvo para o diagnóstico de infecção por T. gondii.(2) 

Segundo Homan e colaboradores (2000),(30) o número de cópias do alvo dentro 

do genoma, aumenta a sensibilidade do método empregado. Esta afirmação é 

consistente com nossos resultados obtidos através da Nested PCR. No 

entanto, ao submeter as amostras pelo método de PCR em tempo real para a 

mesma região, os resultados encontrados não foram concordantes com a 

Nested PCR. Nenhuma amostra apresentou amplificação na PCR em tempo 

real, mesmo aquele indivíduo classificado com perfil sorológico de transição 

(IgM+IgG+). 

Estes achados concordam com os de Chiang e coautores (2012)(31) que 

pesquisaram parasitemia em 1783 doadores de sangue de Taiwan por qPCR 

utilizando também o sistema TaqMan para o elemento repetitivo 529. 

Entretanto, discordam dos achados de Zainodini e colaboradores (2014)(32) e 

Mahmoudvand e colaboradores (2015)(33), os quais conseguiram detectar a 
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parasitemia em doadores de sangue utilizando a qPCR pelo sistema SYBR 

Green, pesquisando as regiões SAG1 e B1 do parasito, respectivamente.  

Esta discordância, de certa forma, é esperada, pois o princípio de 

detecção da fluorescência utilizado nestes trabalhos é diferente. O sistema 

SYBR Green, utilizados por estes autores, não apresenta especificidade tão 

boa quanto o sistema TaqMan, o qual envolve uma sonda específica da região 

alvo(34). O sistema SYBR Green pode anelar em qualquer amplificado de dupla 

fita, seja o alvo ou não.(34) É provável que, os diferentes resultados entre este 

trabalho e dos autores que utilizaram o sistema SYBR Green, tenham relação 

com o princípio de detecção da fluorescência e os alvos pesquisados. 

Concordando com nossos resultados, no Nested PCR, Sarkari e 

colaboradores (2014)(35) também detectaram parasitemia em doadores de 

sangue utilizando o Nested PCR para o gene B1. Segundo o trabalho de 

Teixeira e coautores (2013)(36) a sensibilidade da qPCR e a Nested PCR para a 

detecção deste parasito em líquido amniótico é a mesma (98,3%), mas a 

especificidade é menor (90,2%) para a Nested PCR em relação a qPCR 

(100%). Considerando estes resultados,(36) podemos deduzir que a utilização 

da Nested PCR, aumenta o risco de obtenção de resultados falso-positivos 

quando comparado a qPCR, o que pode ter ocorrido com as amostras deste 

trabalho quando submetidas a esta análise.  

Todavia, por se tratar de um trabalho com amostras de líquido amniótico 

e não de sangue periférico, esta interpretação pode ser tendenciosa e, por isso, 

mais estudos são necessários para avaliar os diferentes métodos moleculares 

na detecção de parasitos em sangue periférico de indivíduos 
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imunocompetentes. Embora a evolução dos métodos moleculares tenha 

colaborado para a detecção de microrganismos importantes para a transfusão 

de sangue,(14,15) os mesmos apresentam limitações relacionadas aos 

parâmetros de sensibilidade e especificidade. É possível que a discordância 

entre os resultados do Nested PCR com o qPCR e a genotipagem, encontrada 

neste trabalho, esteja relacionada a baixa especificidade e ao elevado risco de 

contaminação devido aos procedimentos pós PCR envolvidos neste método. 

 

Conclusão  

De acordo com os resultados encontrados na qPCR e na Multilocus 

Nested PCR RFLP, concluímos que não há evidências moleculares de 

parasitemia entre os doadores de sangue da região noroeste paulista, portanto 

o risco de transmissão é baixo ou nulo para esta região. Além disso, a 

discordância entre os métodos moleculares, sugere elevado risco de 

contaminação e menor especificidade do Nested PCR.  
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Tabela 3. Características da casuística e resultados sorológicos para pesquisa 

de anticorpos anti-T. gondii das classes IgM e IgG 

 

Características 
Gênero N* % ** de 

idade±DP*** 

Mediana 
(anos) 

Mínimo e 
Máximo (anos) 

Masculino 510 68,0 34,8±11,6 34  16 a 65  
Feminino 240 32 32.8±10.7 32  16 a 60  

Total 750 100 34,3±11,4 33  16 a 65  

Sorologia N %  de idade±DP Mediana 
(anos) 

Mínimo e 
Máximo (anos) 

IgM reagente 27 3,6 36,8±11,7 32  19 a 59  
IgM não reagente 723 96,4 34,1±11,3 33  16 a 6  
IgG reagente 357 47,6 37,1±10,8 36  16 a 65  
IgG não reagente 393 52,4 31,5±11,2 30  16 a 64  

*N = Número; **  = média; **DP = Desvio padrão 
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Tabela 4. Resultados das análises moleculares das 362 amostras com 

evidências sorológicas de infecção 

   Nested PCR Genotipagem qPCR 
Perfis Sorológicos Positivo Positivo Positivo 

 N* % N % N % N % 

IgM+IgG- 5 1,4 0 0,0 0 0,0 0 0,0 
IgM-IgG+ 335 92,5 39 97,5 0 0,0 0 0,0 
IgM+IgG+ 22 6,1 1 2,5 0 0,0 0 0,0 

Total 362 100,0 40 100,0 0 0,0 0 0,0 

 *N = Número 
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Figura 4.Perfil eletroforético da PCR convencional obtido durante as pesquisas 

do fragmento de 288 pb referente ao gene B1 do Toxoplasma gondii. Os 

números de 01 a 08 correspondem às amostras de doadores. M representa o 

marcador de 100 pb, CP refere-se ao controle positivo e CN ao controle 

negativo. 
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Figura 5.Perfil eletroforético da Nested PCR obtido durante as pesquisas do 

fragmento de 115 pb do gene B1 do Toxoplasma gondii. Os números de 01 a 

08 correspondem às amostras de doadores. M representa o marcador de 100 

pb, CP refere-se ao controle positivo e CN ao controle negativo 
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 Figura 6.Perfil eletroforético da Nested PCR realizada para amplificar o marcador GRA6 do Toxoplasma gondii. Os números 

21, 22, 25, 29, 30, 35, 41, 42, 50, 79, 81, 100, 138, 185, 187, 188, 189, 192, 195, 197, 207, 219, 223, 267, 319, 322, 328, 329, 

333, 337, 338, 338, 349, 357, 361, 366, 367, 391 correspondem amostras de DNA dos doadores aptos a doação de sangue 

do Hemocentro de São José do Rio Preto. Os controles positivos correspondem as seguintes abreviações: GT1 (cepa I), PTG 

(cepa II), CTG (cepa III), Coug (cepa atípica), MAS (cepa atípica), Tg Cat BR5 (cepa atípica). As abreviações H2O 

correspondem aos controles negativo da reação. 



58 

 

 
 
 

 
Figura 7. Gráfico de amplificação das amostras de doadores aptos a doação de 

sangue do Hemocentro de São José do Rio Preto-SP. As curvas que 

apresentaram amplificação (em vermelho) correspondem aos controles 

positivos (cepa RH). 
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2.3 Manuscrito 3 
 

Avaliação molecular do risco da transmissão via transfusional do 

Toxoplasma gondii  

 

Fabiana Nakashima1, Octávio Ricci Júnior2; Valquíria Pardo de Sousa1; Marcos 

Paulo Miola1; Cinara de Cássia Brandão de Mattos1, Luiz Carlos de Mattos1 

 

1Laboratório de Imunogenética da Faculdade de Medicina de São José do Rio 

Preto – FAMERP 

2Diretor do Hemocentro de São José do Rio Preto - Fundação Faculdade 

Regional de Medicina de São José do Rio Preto (FUNFARME) 

 

Resumo 

T. gondii, causador da toxoplasmose, é um protozoário de ampla distribuição 

mundial. Dentre as várias vias de transmissão deste parasito, pouco se 

conhece sobre a transfusional. Portanto, este trabalho buscou investigar, por 

métodos moleculares, o risco da transmissão deste protozoário por esta via. 

Para tanto, 250 indivíduos aptos à doação de sangue do Hemocentro de São 

José do Rio Preto-SP foram selecionados. Nas amostras, obtidas a partir do 

sangue periférico destes indivíduos, a infecção foi determinada pelo ELISA 

(IgM e IgG) e a parasitema pela Nested PCR e qPCR. As amostras com 

suspeita de parasitemia foram submetidas a Multiplex Nested PCR RFLP, afim 

de caracterizar o genótipo do parasito. Os doadores com resultados 
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discordantes entre as análises sorológicas e moleculares (IgM-IgG-, Nested 

PCR positivo) foram reconvocados para uma nova coleta um ano após a 

primeira análise, para investigar a soroconversão (ELISA e IFI). Além destas 

análises, os hemocomponentes originados a partir das bolsas, com suspeita de 

parasitemia, foram rastreadas para identificar os seus respectivos receptores. 

Destes, foram separadas alíquotas de sangue periférico, antes da transfusão e 

após a transfusão (±20 dias). Estas amostras também foram analisadas pelos 

métodos sorológicos (ELISA e IFI) e moleculares (Nested PCR, qPCR e 

Mulitplex Nested PCR RFLP). Das 250 amostras analisadas, 34 (13,6%) 

apresentaram resultado positivo somente na Nested PCR. Estas foram 

rastreadas, porém somente em quatro casos foram realizados as análises 

sorológicas e moleculares nas amostras pré e pós transfusional. Somente uma 

amostra, oriunda de receptor, apresentou resultado positivo na Nested PCR, 

porém ao ser submetida à genotipagem não observou-se amplificações para 

nenhum marcador. Os resultados moleculares da qPCR, obtidos nesta 

pesquisa, indicam que não ocorreu transmissão transfusional do T. gondii na 

população estudada. Além disso, a não ocorrência de soroconversão de 

doadores com suposta parasitemia, detectada por Nested PCR, ilustra a menor 

especificidade deste método e os risco de contaminações evolvido. 

 

Palavras-chave: 

Toxoplasmose; vias de transmissão por T. gondii; hemocomponentes; riscos 

transfusionais. 
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Introdução 

Toxoplasmose é uma doença parasitária causada pelo agente etiológico 

T. gondii. Trata-se de um protozoário intracelular obrigatório e oportunista, 

capaz de infectar qualquer célula nucleada de vários mamíferos e aves.(1)  Em 

humanos, a taxa de infecção é elevada, porém a frequência do 

desenvolvimento da doença é baixa.(2) Estima-se que um terço da população 

mundial esteja infectada com este parasito.(3) A frequência de infecção está 

associada aos hábitos alimentares, condições ambientais, hábitos culturais, 

condições socioeconômicas, idade do hospedeiro, dentre outros fatores. 

Normalmente, a infecção não está associada as complicações severas em 

indivíduos imunocompetentes, mas pode levar a quadros graves em indivíduos 

imunocomprometidos e os fetos.(2)  

Nos humanos, a transmissão deste parasito pode ocorrer via congênita 

ou após o nascimento; adquirida principalmente pelo consumo de carne crua 

ou mal passada, contaminada por cistos de bradizoítos, e pela ingestão de 

alimentos ou água contaminados por oocistos esporulados. A transmissão 

vertical ocorre quando a gestante se infecta, pela primeira vez, durante a 

gestação ou passa por períodos de reagudização.(3,4) Além destas, o 

hospedeiro humano ainda pode adquirir esta infecção via transplante de órgãos 

sólidos e transfusão de hemocomponentes.(5–8) 

A toxoplasmose não é uma doença infecciosa triada pelas agências 

transfusionais brasileiras.(9) Os riscos de transmissão do T. gondii por esta via 

não estão bem esclarecidos. Os estudos que buscaram avaliar este risco 

basearam-se, principalmente, nos resultados sorológicos indiretos e não na 
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detecção de parasitemia.(6–8) Por se tratar de uma infecção de frequência 

elevada,(1,4) inclusive no Brasil,(10,11) a exclusão de bolsas com diagnóstico 

sorológico reagente para toxoplasmose, com finalidade de diminuir o risco de 

transmissão, pode prejudicar o recrutamento de doadores, bem como a 

qualidade de vida dos pacientes que necessitam destes componentes 

sanguíneos. 

Com os avanços dos métodos de biologia molecular, a detecção e 

caracterização do T. gondii em líquidos corpóreos, em tecidos de humanos 

sintomáticos e animais de laboratório vem sendo utilizados com sucesso.(12–14) 

Considerando a possibilidade de detectar e caracterizar o genótipo do parasito 

em amostras clínicas, por métodos moleculares, este trabalho dedicou-se a 

investigar o risco de transmissão transfusional do Toxoplasma gondii utilizando 

métodos moleculares em amostras de receptores de hemocomponentes com 

suspeita de parasitemia. 

 

Material e Métodos 

 

Doadores de sangue 

Após a aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de 

Medicina de São José do Rio Preto - FAMERP (parecer 006/2011), 250 

doadores de sangue do Hemocentro de São José do Rio Preto-SP foram 

selecionados. Depois da obtenção da assinatura do termo de consentimento 

livre e esclarecido pelos participantes, o sangue periférico foi coletado em dois 

tubos; um sem e outro com anticoagulante.  
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Pesquisa de anticorpos específicos anti-T. gondii das classes IgM e IgG 

Com o soro foi realizada a pesquisa de anticorpos anti-T. gondii das 

classes IgM e IgG pelo método de ELISA (DiaSorin, Itália), seguindo as 

instruções do fabricante. Conforme os resultados, os participantes foram 

classificados em perfis sorológicos (PS). Além do ELISA, o método de 

imunofluorescência indireta (WAMA Diagnóstica, Brasil) também foi realizado 

nos indivíduos com resultado não reagente no ELISA e positivo para Nested 

PCR. 

 

Extração do DNA genômico 

Com o sangue periférico coletado com o tubo com anticoagulante 

(EDTA) foi realizado a extração do material genômico utilizando o protocolo 

publicado por Mattos e colaboradores (2011)(15) utilizando o Pure Link Genomic 

DNA Mini Kit da Invitrogen.  

 

Reação em Cadeia da Polimerase convencional (cPCR) para a pesquisa 

do gene FUT2 

Para avaliar a qualidade do material extraído todas as amostras foram 

submetidas a pesquisa do gene FUT2 utilizando o protocolo descrito por 

Svensson e colaboradores (2000)(16) com modificações.  
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Nested PCR (nPCR) para a pesquisa do gene B1 do Toxoplasma gondii 

O protocolo utilizado nesta análise foi publicado por Okay e 

colaboradores (2009).(17)  

 

PCR em tempo real (qPCR) 

O PCR em tempo real foi realizado também para pesquisar o gene B1 

do T. gondii nas 250 amostras utilizando o ensaio presença/ausência. O mix foi 

preparado adicionando 4,5 µl de água RNAse Free, 10 µl de 2x QuantiTec 

Probe PCR Mater Mix (Qiagen), 0,5 µl do ensaio XL da IDT (500 nM de cada 

primer e 250 nM da sonda) da Invitrogen e 5 µl do DNA genômico. O ciclo foi 

realizado no aparelho Step One Plus (Applied) com as seguintes temperaturas: 

uma vez de 50°C por 2 minutos, uma vez de 95°C por 15 minutos, 40 vezes 

94°C por 15 segundos, 40 vezes de 60 °C por 1 minuto e uma vez de 50°C por 

30 segundos. Os primers e a sonda utilizados nesta análise foram publicados 

por Gunel e coautores (2012).(18) 

 

Genotipagem 

A genotipagem foi realizada pelo método de Multilocus Nested-PCR-

RFLP nas amostras com resultado positivo na Nested PCR durante a triagem 

para o gene B1 do parasito. Este método foi realizado em parceria com a 

Faculdade de Medicina Veterinária e Zootecnia (FMVZ) da Universidade de 

São Paulo (USP) utilizando os protocolos publicados por Su e colaboradore 

(2010)(19) e Pena e colaboradores (2008).(20) A realização deste método 

objetivou-se a identificar e comparar os genótipos do parasito entre doador e 
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receptor, permitindo assim, inferir com mais segurança o risco de transmissão 

desta infecção via transfusional.  

 

Rastreamento das bolsas de sangue com resultado positivo na Nested 

PCR  

As bolsas de sangue com resultado positivo na Nested PCR foram 

rastreadas com o objetivo de identificar os pacientes que as receberam. Dos 

receptores, uma alíquota de sangue periférico foi separada antes da transfusão 

(amostra pré-transfusional) e outra aproximadamente 20 dias após a transfusão 

(amostra pós-transfusional). Nestas amostras foram realizadas as análises 

moleculares (Nested PCR, qPCR e genotipagem) para evidenciar a parasitemia 

e definir o genótipo do parasito. Além destas, as análises sorológicas para 

pesquisar os anticorpos anti-T. gondii das classes IgM e IgG também foram 

realizadas. Grande dificuldade foi encontrada nesta etapa devido ao não 

comparecimento dos receptores ao serviço transfusional após a transfusão, o 

que comprometeu a coleta das amostras pós-transfusional. 

 

Rastreamento dos doadores de sangue com resultados discordantes 

entre a Nested PCR e a sorologia  

Uma segunda análise foi realizada para tentar esclarecer os resultados 

discordantes encontrados entre Nested PCR e sorologia em alguns doadores 

de sangue (n=23). Os doadores foram reconvocados para uma nova coleta um 

ano após a doação de sangue. Tais amostras (soro) foram submetidas a 

pesquisa dos anticorpos específicos anti-T.gondii pelos métodos ELISA e 
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Imunofluorescência indireta (IFI) com a finalidade de identificar a 

soroconversão. Além desta, as amostras foram analisadas pelos mesmos 

métodos moleculares já descritos anteriormente. 

 

Resultados 

Das 250 (100%; média de idade 34,3±12; mediana 33 anos; intervalo 16 

a 65 anos) amostras de doadores analisadas, nenhuma apresentou resultado 

positivo na qPCR, mas 34 (13,6%; média de idade 37,6±11,3; mediana 38 

anos; intervalo 20 a 58 anos) foram positivas na Nested PCR. Destas 34, 

nenhum genótipo do T. gondii foi determinado pelo Multilocus Nested PCR 

RFLP. Na tabela 5 encontram-se os resultados das análises sorológicas e 

moleculares dos doadores.  

Mesmo com os resultados discordantes entre as análises moleculares 

(Nested PCR, qPCR e genotipagem), as 34 amostras de doadores com Nested 

PCR positivo foram rastreadas. Dez amostras pré-transfusionais e seis pós-

transfusionais foram analisadas pelos métodos moleculares e sorológicos. Os 

resultados das análises encontram-se na tabela 6.  Em dois casos não foi 

possível realizar a análise sorológica devido à quantidade insuficiente de 

amostra separada. 

Das 16 amostras de receptores analisadas, somente em quatro casos foi 

possível obter as amostras pré e pós transfusionais (tabela 7). Dos 23 

doadores reconvocados, somente sete (30,4%) compareceram para a segunda 

coleta, a qual se destinou à investigar a ocorrência de soroconversão. Destes, 

nenhum participante apresentou resultado reagente no ELISA e na IFI. 
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Discussão 

Este trabalho buscou avaliar o risco de transmissão do T. gondii via 

transfusional por meio de análises moleculares em pacientes que receberam 

hemocomponentes com suspeita de parasitemia. Sabe-se que a parasitemia 

por T. gondii está presente principalmente nas infecções recente, porém pouco 

se conhece sobre a permanência e vitalidade deste parasito na circulação 

sanguínea de humanos.(21) In vitro, estima-se que este parasito sobreviva em 

sangue humano coletado com citrato por um período de 26 a 28 dias a 4 °C. (22) 

Esta constatação apoia a hipótese levantada por alguns pesquisadores de que 

é possível a ocorrência de transmissão via transfusional deste protozoário.(6–8) 

Os estudos que investigaram o risco de transmissão transfusional em 

humanos utilizaram como parâmetro os resultados obtidos dos métodos 

sorológicos indiretos.(6–8) Embora estes métodos sejam úteis no diagnóstico de 

infecção e na caracterização das fases (aguda e crônica) da doença, os 

mesmos não permitem detectar e/ou caracterizar o parasito, o que dificulta a 

comprovação de transmissão por esta via, visto que são várias as fontes 

possíveis de aquisição deste parasito.  

Os métodos moleculares vem sendo amplamente empregados no 

diagnóstico da toxoplasmose em indivíduos com manifestações clínicas da 

doença. (12,14,17,23–25) Estes métodos, além de detectar o DNA do parasito, 

permitem genotipar o mesmo em amostras clínicas e de isolados,(19,20,25) 

inclusive em indivíduos saudáveis assintomáticos.(26–29) Por estas razões, este 

trabalho utilizou a Nested PCR e a qPCR para evidênciar a parasitemia e a 
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genotipagem para caracterizar o genótipo do parasito entre os doadores de 

sangue e seus respectivos receptores.  

Os hemocomponentes originados a partir do sangue de doadores com 

resultado positivo na Nested PCR foram rastreados afim de investigar seus 

respectivos receptores. Nestes, as mesmas análises moleculares e sorológicas 

foram realizadas para detectar a infecção e caracterizar os genótipos do 

possível parasito transmitido. De acordo com o resultado da sorologia, 

evidenciou-se que os quatro casos de receptores analisados, já apresentavam 

resultado positivo para a infecção antes da transfusão do hemocomponente 

supostamente contaminado (amostra pré transfusional).   

Por isso, somente a comparação dos genótipos do T. gondii entre as 

amostras dos doadores e dos receptores poderia esclarecer a dúvida sobre a 

possível transmissão via transfusional. Entretanto, não foi evidênciada a 

presença de parasitemia nestes quatro receptores. O único caso de receptor 

com presença de parasitemia determinada por Nested PCR foi submetida a 

genotipagem, porém não apresentou amplificação para nenhum marcador. Por 

consequência, não foi possível confirmar pelos métodos moleculares a 

ocorrência de transmissão deste protozoário via transfusional nos casos 

analisados. 

Os métodos moleculares, assim como os sorológicos, também 

apresentam limitações e podem produzir resultados não confiáveis.(13,30) Há 

estudos que demonstraram que os parâmetros de sensibilidade e 

especificidade dos métodos moleculares, que são utilizados no diagnóstico da 

toxoplasmose, dependem, principalmente, da qualidade da amostra,(14) do tipo 
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da amostra (sangue total, buff coat, tecido, etc.),(31) da condição imunológica do 

hospedeiro, (32) número de cópias da região alvo pesquisada(19) e do princípio 

utilizado para detecção da reação positiva (eletroforese, sonda).(30)  

Dessa maneira, é possível que as discordâncias entre os resultados da 

Nested PCR com a qPCR e da Nested PCR com a Multiplex Nested PCR 

RFLP, encontradas neste trabalho, estejam relacionadas a um, ou mais, destes 

fatores citados acima. Entretanto, como não foi evidenciada a soroconversão 

em sete doadores, um ano após serem classificados como sorologia não 

reagente e Nested PCR positivo, acreditamos que estes resultados iniciais 

tratavam-se de reações falso-positivas e não de limitações do método. Esta 

interpretação é corroborada com os resultados de Teixeira e colaboradores 

(2013) que descreveram que a Nested PCR apresenta menor especificidade 

que a qPCR.(23)  

Neste trabalho foi observado que os resultados da qPCR mantiveram-se 

negativos para as amostras dos doadores com e sem infecção determinada 

pelos métodos sorológicos (ELISA e IFI). Como a qPCR não necessita de 

procedimentos pós amplificação, o risco de contaminação é menor quando 

comparada a Nested PCR.(13,30) A ausência de parasitemia determinada por 

qPCR utilizando o ensaio TaqMan em doadores de sangue também foi 

encontrada pelo trabalho de Chiang e colaboradores (2012).(26) A ausência de 

parasitemia entre estes doadores de sangue, determinada pelo qPCR, pode 

estar associada ao estado imunológico do hospedeiro, pois trata-se de um 

parasito oportunista. O estudo de Nguyen e colaboradores (1996), por 
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exemplo, demonstrou, experimentalmente, que com o surgimento de anticorpos 

específicos, a parasitemia não é mais detectada por método molecular.(33) 

 Pelo nosso conhecimento, somente dois trabalhos conseguiram detectar 

parasitos na circulação de doadores de sangue utilizando a qPCR com ensaio 

SYBR Green.(27–29) É possível que a discordância dos resultados entre estes 

trabalhos com o presente estudo possa estar associada com o princípio de 

detecção da fluorescência entre estes ensaios. O ensaio TaqMan é 

considerado mais específico devido a necessidade da sonda também ser 

complementar ao alvo pesquisado.(30)  

 Esta característica, apesar de ser um parâmetro necessário para o 

diagnóstico específico, pode apresentar desvantagem quanto a sensibilidade, 

principalmente se considerarmos o número restrito de parasito circulantes em 

indivíduos saudáveis. Portanto, a escolha do método molecular para investigar 

o T. gondii na circulação sanguínea em indivíduos saudáveis deve ser 

criteriosa e vários fatores devem ser considerados, principalmente por se tratar 

de protozoário principalmente tecidual. 

 

Conclusão 

De acordo com os resultados encontrados nesta pesquisa, concluímos 

que não há evidências moleculares do risco da transmissão do T. gondii via 

transfusional na população investigada. Além disso, foi observado que o 

Nested PCR pode produzir com maior frequência resultado falso positivo.  
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Tabela 5.Resultados da sorologia, qPCR e genotipagem das 34 amostras 

Nested positiva para o gene B1 do T. gondii 

 

Perfil 

sorológico 

Nested PCR 

positivo 

qPCR positivo Genótipagem 

 N % N %  

IgM-IgG- 23 67,6 0 0,0 Não determinado 

IgM+IgG- 0 0,0 0 0,0 - 

IgM-IgG+ 10 29,4 0 0,0 Não determinado 

IgM+IgG+ 1 2,9 0 0,0 Não determinado 

Total 34 100,0 0 0,0  

N = Número; qPCR = PCR em tempo real. 
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Tabela 6. Resultados das análises moleculares e sorológicas das amostras de 

receptores que foram transfundidos por hemocomponentes com suspeitas de 

parasitemia 

 

Amostras de 
Receptores 

Tipo de amostra 
Nested 
PCR 

qPCR Genótipo Sorologia 

01 Pré transfusional Negativo Negativo - IgM-IgG+ 
02 Pré transfusional Negativo Negativo - IgM-IgG- 
03 Pré transfusional Negativo Negativo - IgM-IgG+ 
04 Pré transfusional Positivo Negativo N/D IgM-IgG- 
05 Pré transfusional Negativo Negativo - N/R 
06 Pós transfusional Negativo Negativo - IgM-IgG- 
07 Pré transfusional Negativo Negativo - IgM-IgG- 
08 Pré transfusional Negativo Negativo - IgM-IgG+ 
09 Pós transfusional Negativo Negativo - IgM-IgG+ 
10 Pré transfusional Negativo Negativo - IgM-IgG+ 
11 Pós transfusional Negativo Negativo - N/R 
12 Pós transfusional Negativo Negativo - IgM-IgG+ 
13 Pré transfusional Negativo Negativo - IgM-IgG- 
14 Pré transfusional Negativo Negativo - IgM-IgG+ 
15 Pós transfusional Negativo Negativo - IgM-IgG+ 
16 Pós transfusional Negativo Negativo - IgM-IgG+ 

N/R = Não Realizado; N/D= Não determinado; qPCR = PCR em tempo real. 
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Tabela 7. Avaliação dos quatros casos de receptores que receberam 

hemocomponentes com resultado Nested PCR positivo 

 

 
Dados do hemoc. 

transfundido 
Análise Pré-transfusional Análise Pós Transfusional 

Hemoc. 

Transfundido 
OS Nested qPCR PS Nested  qPCR PS Nested qPCR 

PT 
*IgM-IgG+ 

e IgM-IgG- 
Pos. Neg. IgM-IgG+ Neg. Neg. IgM-IgG+ Neg. Neg. 

PT IgM-IgG- Pos. Neg. IgM-IgG+ Neg. Neg. IgM-IgG+ Neg. Neg. 

CH IgM-IgG- Pos. Neg. IgM-IgG+ Neg. Neg. IgM-IgG+ Neg. Neg. 

CH IgM-IgG- Pos. Neg. IgM-IgG+ Neg. Neg. IgM-IgG+ Neg. Neg. 

Hemoc.=Hemocomponente; PS=Perfil sorológico; PT=Plaqueta; CH=Concentrado de 

hemácias. Neg=Negativo; Pos=Positivo; qPCR = PCR em tempo real. *Receptor 

recebeu duas bolsas com resultado Nested positivo de doadores diferentes. 
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3. Conclusões 
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1. A prevalência sorológica de infecção entre doadores de sangue da 

região noroeste paulista é elevada. Os fatores de risco associados a 

presença de anticorpos anti-T. gondii da classe IgG foram: a média de 

idade avançada, o hábito de consumir carne bovina e suína mal passada 

ou crua, a ingestão de leite cru, a presença frequente de vetores 

mecânicos (baratas, moscas e ratos) na residência, a baixa condição 

econômica, o baixo nível de escolaridade e residir em zona rural. 

 

2. Considerando os resultados da qPCR, não há evidências moleculares de 

parasitemia entre os doadores analisados, portanto, a transmissão via 

transfusional parece não ocorrer nesta região. 

 

3. Após a obtenção dos resultados não reagente durante a avaliação da 

soroconversão de sete doadores de sangue, que foram classificados 

inicialmente com sorologia não reagente e Nested PCR positivo, 

concluímos que este método produz resultados falso-positivos com 

frequência.   

 

4. Além dos resultados observados durante a investigação da 

soroconversão, o insucesso da genotipagem do T. gondii nas amostras 

positivas para a Nested PCR, apoiou, ainda mais, a interpretação de que 

estes resultados tratavam-se reações falso-positivas, decorrentes, 

provavelmente, de contaminações durante a realização destas análises. 
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Anexo 1 – Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa 

 



95 

 

Anexo 2 – Termo de consentimento livre e esclarecido 
 

FACULDADE DE MEDICINA DE SÃO JOSÉ DO RIO PRETO 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

(Conselho Nacional de Saúde - Resolução CNS 196/96) 

 

Você esta sendo convidado (a) a participar da pesquisa denominada “Investigação sorológica 

e molecular de Toxoplasma gondii em doadores de sangue”, aprovada pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa da FAMERP (parecer 006/2011). O Toxoplasma gondii é o parasita 

causador da toxoplasmose. Essa doença pode ser transmitida aos seres humanos pelo contato 

com fezes contaminadas de gato, pelo consumo de carne crua de animais, por transplante e 

órgãos sólidos e medula óssea. Essa pesquisa tem como objetivo triar pelo sangue periférico a 

presença do T. gondii nos doadores selecionados com e sem sorologia reagente para avaliar 

os riscos da transmissão deste protozoário por meio da doação de sangue. A sua participação 

nessa pesquisa é voluntaria, podendo se retirar a qualquer momento. Para participar como 

voluntario (a) nessa pesquisa será necessário: 

1. Responder um questionário sobre você e seus hábitos de vida. Todas as informações a seu 

respeito serão mantidas em absoluto sigilo. 

2. Autorizar-nos a colher uma amostra de seu sangue para exames da toxoplasmose. A coleta 

de sangue é realizada com a introdução de uma agulha estéril na veia e de acordo com a sua 

sensibilidade, você poderá sentir uma leve ardência no local. O risco da coleta de sangue 

poderá incluir vermelhidão e raramente deixa o local de introdução da agulha inchado e com 

manchas roxas. O seu sangue será utilizado apenas para analises cientificas e fará parte do 

banco de amostra do Laboratório de Imunogenética da FAMERP. Você deve saber que não 

haverá riscos de qualquer tipo de contaminação durante a coleta de seu sangue, pois o 

material utilizado será individual e não contaminado. Esse material é totalmente estéril (seringa, 

agulha, algodão com álcool) e único para cada pessoa. Após a coleta de seu sangue, as 

agulhas, seringas e algodão utilizados serão colocados em saco de lixo e descartados em local 

seguro. Esses procedimentos serão realizados por profissionais com experiência. Você será 

informada (o) de todos os resultados dos exames que serão realizados em seu sangue e eles 

serão mantidos em absoluto sigilo. Se essa pesquisa for encerrada antes do período previsto, 

você também será informado (a). 

Se você tiver qualquer duvida sobre essa pesquisa ou mesmo sobre lesões relacionadas a 

coleta de sangue, entre em contato com o Prof. Dr. Luiz Carlos de Mattos pelo telefone ou pelo 

endereço abaixo indicados. Caso você tenha qualquer dúvida sobre seus direitos como sujeito 

de pesquisa, você também pode entrar em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa da 
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Faculdade de Medicina de São José do Rio Preto, pelo telefone (17) 3201-5813. Você recebera 

uma copia deste formulário de consentimento livre e esclarecido assinado e datado. 

 

Declaração do sujeito da pesquisa 

Eu voluntariamente aceito participar da pesquisa “Investigação sorológica e molecular de 

Toxoplasma gondii em doadores de sangue”. Li e compreendi essa declaração de 

consentimento livre e esclarecido, os riscos descritos, assim como estou ciente que a amostra 

comporá um banco de amostra do Laboratório de Imunogenética da FAMERP, podendo ser 

utilizada para outras pesquisas. Entendo que posso retirar meu consentimento ou retirar-me 

dessa pesquisa a qualquer momento, sem perder nenhum beneficio aos quais tenho direito. 

……….. de ………………… de ………………… 

 

 

--------------------------------------------------- --------------------------------------------------- 

Responsável pela discussão do 

consentimento livre e esclarecido 

 

Assinatura do sujeito da pesquisa ou seu 

representante legal 

  

---------------------------------------------------- 

Pesquisador responsável 

Endereço para contato: 

Laboratório de Imunogenética 

Departamento de Biologia Molecular - Faculdade de Medicina de S J do Rio Preto 

Avenida Brigadeiro Faria Lima, 5416 

São José do Rio Preto - 15090-000 

Fones: (17) 3201-5854 (Faculdade)  
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Anexo 3 – Ficha de dados Epidemiológicos 
 

Data da coleta: Código da amostra: Registro do Doador no Hemocentro: 

Nome: 

Local de Nascimento: Idade: 

Endereço atual: Nº: 

Cidade: Estado: Telefone: 

Você contraiu algumas dessas doenças infecto-parasitárias? 

 Si
m 

Não  Sim Não  Sim Não 

HTLV I/II   Malária   Sarampo   

Sífilis   Citomegalovírus   Catapora   

Chagas   Toxoplasmose   Outras:   

Hepatite viral   Rubéola   Outras:   

Dados clínicos: S N  

Você tem habito de tomar leite cru?   Qual? 

Você carne crua ou mal passada de qualquer 
animal? 

  Qual? 

Você lava bem os legumes e as verduras?    

Você tem o hábito de andar descalço no solo?    

Você tem ou já teve animal doméstico?   Qual? 

Você já recebeu transfusões sanguíneas?    Quando? Por quê? 

Há quanto tempo você é doador de sangue?    

Você já fez algum tipo de cirurgia?   Qual? 

Você faz uso de algum tipo de medicamento?   Qual? Quanto tempo? 

Você viajou nos últimos seis meses?   Onde? 

Você ficou resfriado nos últimos seis meses?    

Você sabe seu tipo sanguíneo e seu fator Rh?   Qual? 

Você teve gravidez anterior?   Quantas? 

Você teve filho prematuro?   Quando? 

Você teve filho com algum tipo de síndrome?    Qual? 

Você teve algum aborto   Quantos? 

Dados ambientais: 

Você mora em zona: ( ) urbana (  ) rural 

Qual tipo de moradia: (  ) alvenaria (  ) madeira (  ) outro especificar 

                            (  ) própria (  ) alugada (  )  cedida (  ) outro especificar 

Tem rede de esgoto: (  ) sim (  ) não  Se não qual tipo?  (  ) fossa (  ) outro especificar 

Você bebe água: (  ) filtrada (  )fervida (  ) torneira  

Qual é o destino do lixo: (  ) coleta pública (  ) outro especificar 

Onde você mora tem: (  ) ratos (  ) baratas (  ) moscas 

Qual é o seu nível de escolaridade?  

Qual é a renda familiar em salários mínimos? (  ) 1 (  ) 2 (  ) 3 (  ) 4 (  ) acima de 4. 

Etnia: Paciente:                                          Pai:                                      Mãe:                         

 
Obs: 


