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RESUMO 
 
 
 
OSSANI, Renata Arruda. Frequência de anticorpos 
contra Toxoplasma gondii em rebanhos ovinos com 
aptidão leiteira e detecção do agente em amostras de 
leite da mesorregião Oeste de Santa Catarina. 90 f. 
Dissertação (Mestrado em Ciência Animal – Área: 
Parasitologia Animal) – Universidade do Estado de Santa 
Catarina. Programa de Pós-Graduação em Ciência 
Animal, Lages, 2014.           
 
A toxoplasmose ovina apresenta implicações sanitárias 
importantes por causar desordens reprodutivas nesta 
espécie e por ser uma zoonose. Os objetivos do 
presente trabalho foram determinar a ocorrência de 
anticorpos contra Toxoplasma gondii e detectar o agente 
no leite de rebanhos ovinos leiteiros na região Oeste de 
Santa Catarina. De março a julho de 2013, foram 
colhidas 298 amostras de sangue de ovinos leiteiros em 
duas propriedades em Chapecó, SC. As amostras foram 
processadas pela RIFI (≥1:64). Do total, 37 (12,4%) 
foram positivas para T. gondii com títulos de 1:64 (32) e 
1:256 (cinco). Para a pesquisa da presença do agente 
no leite, foram coletadas 128 amostras de sangue das 
ovelhas em período de lactação, que foram processadas 
pela RIFI (≥1:64) das quais 42 (32,8%) foram positivas, 
com títulos 1:64 (26), 1:256 (12), 1:1024 (três) e 1:4096 
(um). Para a pesquisa do parasito no leite foram 
empregadas as técnicas do bioensaio em camundongos 
(22 amostras de leite de oito ovelhas com títulos de 
anticorpos  contra  T. gondii  ≥256) e   da PCR,    para   a  
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pesquisa de T. gondii nos cérebros dos camundongos 
inoculados no bioensaio e também  diretamente do  leite  
(108 amostras obtidas de 42 ovelhas soropositivas (≥64) 
em diferentes períodos de lactação - 40, 90 e 120 dias). 
Foram utilizados os primers SAG2R4 e SAG2F4. Das 42 
ovelhas lactantes e soropositivas para T. gondii foi 
possível detectar DNA do parasito no leite de 30,95% 
(13/42) dos animais. No bioensaio não foi possível o 
isolamento, entretanto DNA do agente foi detectado no 
cérebro dos camundongos inoculados com leite de oito 
ovelhas (uma amostra do 45º dia de lactação e sete na 
coleta do dia 90). Diretamente do leite, DNA do parasito 
foi detectado em amostras da segunda coleta (90 dias 
de lactação) em cinco animais. As amostras positivas na 
PCR foram sequenciadas e os resultados confirmaram 
identidade  ≥97% com o antígeno de membrana gene 
P22 de T. gondii. Verificou-se que a ocorrência de 
anticorpos contra T. gondii em ovinos com aptidão 
leiteira, do Oeste de Santa Catarina é menor quando 
comparada com a observada em ovinos de corte no 
Estado e que o DNA de T. gondii está presente no leite 
de ovelhas, representando uma possível via de 
transmissão para o ser humano, por meio do consumo 
do leite “in natura” e/ou derivados, além da possibilidade 
da transmissão via lactogênica para cordeiros. 
 
Palavras-chave: Toxoplasma gondii; Ovinos leiteiros; 
RIFI; Santa Catarina; leite; PCR. 
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ABSTRACT 
 
 
 

OSSANI, Renata Arruda. Frequência de anticorpos 
contra Toxoplasma gondii em rebanhos ovinos com 
aptidão leiteira e detecção do agente em amostras de 
leite da mesorregião Oeste de Santa Catarina. 90 f. 
Dissertação (Mestrado em Ciência Animal – Área: 
Parasitologia Animal) – Universidade do Estado de 
Santa Catarina. Programa de Pós-Graduação em 
Ciência Animal, Lages, 2014. 
 

Ovine toxoplasmosis has important implications by 
causing reproductive disorders in this species and for 
being a zoonosis. This study aimed to determine the 
occurrence of antibodies against Toxoplasma gondii and 
to detect the agent in the dairy sheep flocks in western of 
state of Santa Catarina. From March to July 2013, 298 
blood samples were collected from dairy sheep on two 
farms in Chapecó, SC. Samples were processed by IFI 
(≥1: 64). From the total, 37 (12.4%) were positive for T. 
gondii with titers of 1:64 (32) and 1: 256 (five). For the 
animals selection, which were studied looking for the 
presence of the agent in the milk, 128 blood samples 
from sheep in lactation period were collected, which were 
processed by IFI (≥1: 64) of which 42 (32.8%) were 
positive, with titers 1:64, (26) 1 256 (12), 1: 1024 (three) 
and 1: 4096 (one). For the detection of parasites in milk, 
techniques of mouse bioassay were employed (22 milk 
samples from eight sheep with antibody titers against T. 
gondii ≥256) and PCR, for the detection of T. gondii in 
the brains of mice inoculated bioassay and also directly 
from milk (108 samples from 42 seropositive sheep (≥64) 
in  different  lactation   periods -  40, 90  and  120   days).  
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SAG2R4 SAG2F4 primers were used. In 42 ewes in 
lactation period and seropositive for T. gondii it was 
possible to detect DNA of the parasite in the milk of 
30.95% (13/42) of the animals. The isolation was 
impossible in bioassay, however the agent DNA was 
detected in mice brains inoculated with milk from eight 
sheep (a sample of the 45th day of lactation and seven in 
the collection of 90th day). The parasite DNA was 
detected directly from the milk in samples of the second 
collection (90 days of lactation) in five animals. Positive 
PCR samples were sequenced and the results confirmed 
≥97% identity with the membrane antigen P22 gene of T. 
gondii. The results showed that the occurrence of 
antibodies against T. gondii in dairy sheep in western of 
state of Santa Catarina is lower when compared with that 
observed in steak sheep in the state and that the DNA of 
T. gondii is present in the milk of sheep, representing a 
possible source of infection to humans through the 
consumption of milk "in natura" and / or derivatives, 
besides the possibility of lactogenic transmission to 
lambs.   
 

Key-words: Toxoplasma gondii; Dairy sheep; IFI; Santa 
Catarina; milk; PCR 
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1 INTRODUÇÃO 
 
 
O Toxoplasma gondii, agente causador da 

toxoplasmose, é um parasito intracelular obrigatório e 
possui uma ampla distribuição mundial. Por acometer 
animais e o ser humano, tem grande importância na 
saúde pública, por se tratar de uma zoonose, e na 
medicina veterinária, pois acarreta perdas econômicas 
no rebanho. 

A ovinocultura no Brasil possui alto potencial de 
crescimento já que a produção atual não atende a 
demanda do mercado consumidor, gerando a 
necessidade de melhorias nas técnicas de exploração 
(FAOSTAT, 2012).  

Entre 2004 e 2011 o rebanho ovino brasileiro 
aumentou 14,77%, passando de 15.057.838 cabeças em 
2004 para 17.668.063 cabeças em 2011 (IBGE, 2013).  

No Brasil os primeiros ovinos com aptidão leiteira 
foram trazidos em 1992. A raça introduzida foi a 
Lacaune, da França, que atualmente está bem adaptada 
às condições de clima e alimentação no Sul do Brasil. 
Uma fêmea Lacaune pode produzir 4,5 litros de leite/dia 
no pico da lactação, que ocorre ao redor dos 30 dias 
pós-parto, durando um período de lactação de 
aproximadamente 150 dias. O estado de Santa Catarina 
tem uma população de ovelhas leiteiras estimada em 
2.800 cabeças, com uma produção diária de 4,5 litros de 
leite por ovelha no pico da lactação (Dados Pessoais).  

Apesar do leite cru não ser a principal via de 
transmissão da toxoplasmose, ele pode veicular o 
parasito durante a fase aguda da doença, portanto deve 
ser ingerido somente após a pasteurização ou fervura 
(SUARÉZ-HERNÁNDEZ et al., 2005). 
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Normalmente o leite de ovelha é consumido na 
forma de queijos, iogurte, sorvetes e, em menor 
proporção, na forma de leite fluido. Possui o dobro do 
rendimento na produção de queijo, em comparação com 
o leite de vaca. O iogurte é mais fino, mais leve e em 
torno de 50% mais nutritivo. O leite de ovelha possui alto 
teor de cálcio, muito sólidos totais e é rico em Ácido 
Linoléico Conjugado (CLA), que lhe confere 
propriedades terapêuticas, além de ter um teor reduzido 
de lactose, o que favorece as pessoas que possuem 
intolerância a esta proteína (CASA DA OVELHA, 2013). 

Considerando-se a relevância da enfermidade, 
tanto nos animais, quanto na saúde pública, e a carência 
de dados referentes à infecção toxoplásmica em ovinos 
com aptidão leiteira na região Oeste do estado de Santa 
Catarina, realizou-se o presente estudo, com os 
objetivos de estimar a soroprevalência da infecção por T. 
gondii, através da reação de imunofluorescência indireta 
(RIFI), e a detecção do agente em amostras de leite, por 
meio do bioensaio em camundongos e da PCR. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 
 
 
O Toxoplasma gondii, única espécie existente no 

seu gênero, é um parasito de ampla distribuição 
mundial, que infecta animais endotérmicos e seres 
humanos, causando a doença chamada de 
toxoplasmose (AMENDOEIRA et al., 1999). Os 
hospedeiros definitivos são os felídeos, sendo que estes 
eliminam os oocistos nos fezes, uma das formas 
infectantes do doença (DUBEY e JONES, 2008). 

A primeira descrição do T. gondii foi na Tunísia, 
no ano de 1908, por  Nicole e Manceaux em um roedor 
(Ctenodactylus gondi) e no mesmo ano, no Brasil, por 
Splendore, em um coelho (Oryctolagus cuniculus). A 
descrição dos sinais clínicos, lesões e formas típicas da 
toxoplasmose, ocorreu em 1942, nos Estados Unidos 
por Olason e Monlux, em um ovino. 

É um protozoário de ciclo de vida heteroxeno 
facultativo e pode infectar todas as espécies de animais 
homeotérmicos, incluindo mamíferos, aves e o ser 
humano. Apresenta alta prevalência em muitas áreas do 
mundo, tendo importância nas medicinas humana e 
veterinária (TENTER et al., 2000). 

O T. gondii pertence ao Filo Apicomplexa, Classe 
Sporozoea, Subclasse Coccidia, Ordem Eucoccidiida, 
Família Sarcocystidae e Subfamília Toxoplasmatinae 
(MONTOYA e LIESENFELD, 2004). No seu ciclo 
evolutivo, o T. gondii apresenta três formas principais, 1) 
taquizoítos, de rápida multiplicação e que ocorrem na 
infecção aguda; 2) bradizoítos, localizados em cistos 
teciduais e presentes na infecção crônica e 3) os 
oocistos, produto final da reprodução sexuada que 
ocorre somente no trato digestivo dos felídeos, seus 
hospedeiros definitivos (MILLER et al., 1972) sendo 
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então eliminados para o meio juntamente com suas 
fezes onde, após esporulação, tornam-se infectantes. 

Os oocistos resistem a grandes variações de 
temperatura. Vários autores relatam viabilidade de 
oocistos após a exposição a -21°C por no mínimo 28 
dias, 30°C por 107 dias, 40°C por 24 horas (DUBEY et 
al., 1970; FRENKEL et al., 1972) e 50°C por uma hora 
(DUBEY, 1998). Os oocistos também demostraram 
resistência ao etanol 95% e ao ácido acético 5% por 
uma hora (FRENKEL et al., 1972), formalina 10% por 48 
horas, ácido sulfúrico 63% e dicromato 7% por 30 
minutos (DUBEY et al., 1970), lauril sulfato de sódio 
0,1% por 24 horas e amônia líquida 5,5% por uma hora 
(ITO et al., 1975). 

Após a ingestão pelos hospedeiros intermediários, 
a parede do oocisto ou do cisto se rompe por ação 
enzimática liberando as formas infectantes (esporozoítos 
e bradizoítos, respectivamente) no trato digestório. Eles 
então penetram nas células epiteliais do intestino onde, 
após multiplicação, transformam-se em taquizoítos. A 
disseminação ocorre pelo rompimento das células 
infectadas e consequente invasão das células vizinhas. 
A infecção distribui-se praticamente por todo organismo 
através da circulação sanguínea, se difundindo de uma 
célula a outra ou, ainda, o parasita pode ser 
disseminado por macrófagos, linfócitos ou granulócitos, 
além de circular na corrente sanguínea na sua forma 
livre. 

Os taquizoítos são encontrados somente em 
células nucleadas, com maior afinidade pelos sistemas 
muscular e nervoso, onde se multiplicam com rapidez 
até destruí-las. 

Com o avanço da infecção, o hospedeiro começa 
a desenvolver resposta imune que atua sobre a 
multiplicação dos taquizoítos que passam a se dividir 
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mais lentamente, sendo então denominados bradizoítos 
e que se encontram confinados num cisto no interior da 
célula parasitada, protegidos contra a ação do sistema 
imune e de drogas. É a infecção latente ou crônica, que 
pode se perpetuar por vários anos (SWANGO et al., 
1989). 

A forma evolutiva de taquizoítos já foi encontrada 
e relatada na saliva, urina e no leite de caprinos (VITOR 
et al., 1991), no sêmen de bovinos (SCARPELLI et al., 
2009), de ovinos (TEALE et al., 1982; AGANGA et al., 
1988; LOPES, 2007) e de suínos (MOURA et al., 2007), 
no leite de cabra (CHIARI; NEVES, 1984) e de ovelha 
(CAMOSSI, 2010). 

O T. gondii desde 1954, é apontado com um dos 
fatores de abortamento na espécie ovina, sendo a maior 
causa de problemas reprodutivos desta espécie (SILVA 
et al., 2003). A contaminação da espécie ovina com o T. 
gondii normalmente acontece pela ingestão de água ou 
de alimento (pastagem, ração, silo) contaminados com 
oocistos que estão presente nas fezes de felídeos 
(ESCOPELLI, 2004; PUGH, 2004).  

Em vários estados brasileiros existem estudos 
relatando a sorologia de T. gondii em rebanhos ovinos, 
que apontam entre 7,7% e 54,6% a prevalência 
(GARCIA et al., 1999; GONDIM et al., 1999; SILVA e 
LANGONI, 2001; MEIRELES et al., 2003; OGAWA et al., 
2003; ROMANELLI et al., 2007; SOARES et al., 2009; 
LOPES et al., 2010). 

No Brasil as taxas de infecção em ovinos de corte 
são significativas, acometendo 39% dos ovinos abatidos 
no Estado do Rio Grande do Sul; 30,4% no Estado de 
São Paulo e, no Estado da Bahia, 18,7% das amostras 
revelaram resultados positivos (QUEIROLO, 2009). No 
estado do Paraná, na cidade de Londrina, em um estudo 
com ovinos, foi observada uma soroprevalência de 
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54,6% para T. gondii, com títulos variando entre 64 a 
65.536 (OGAWA et al., 2003) 

Fatores de risco associados à infecção em ovinos 
parecem estar relacionados com alimentação, sexo, 
sistema de criação e a presença de gatos na fazenda 
(MASALA et  al., 2003; KLUN et al., 2006; SAMRA et al., 
2007;  PINHEIRO et al., 2009; LOPES et al., 2010). 

Clinicamente a toxoplasmose ovina é 
assintomática, porém ovelhas não imunes que adquirem 
a infecção durante a gestação podem desenvolver 
distúrbios reprodutivos causados pelo T. gondii, 
ocorrendo graves problemas econômicos.  

O diagnóstico de toxoplasmose pode ser 
realizado através de testes sorológicos (RIFI, ELISA, 
MAT), necropsias de fetos abortados, exames 
histopatológico e imunoistoquímico e da reação em 
cadeia da polimerase (PCR) (PEREIRA-BUENO et al., 
2004). 

 Em humanos, a toxoplasmose é considerada uma 
das enfermidades parasitárias mais comuns do mundo 
(TONELLI, 2000). O T. gondii infecta mais de um bilhão 
de pessoas ao redor do mundo (EL-ON e PEISER, 
2003), sendo sua infecção em adulto geralmente 
assintomática, com o parasito persistindo por toda a vida 
no hospedeiro. Em recém-nascidos, infectados 
congenitamente, e em indivíduos imunodeprimidos, a 
infecção se manifesta de forma mais grave, provocando 
doenças oculares e psiquiátricas (DUBEY, 1996; 
PASSOS et al., 2000; SORRENTINO, 2005). 

Nos últimos anos o interesse sobre a prevalência 
da toxoplasmose em pequenos ruminantes, devido ao 
seu papel na transmissão do protozoário ao ser humano 
através do consumo de produtos de origem animal, tem 
aumentado (UENO et al., 2009;  LOPES et al., 2010; 
OPSTEEGH et al., 2010; ALVARADO-ESQUIVEL et al., 
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2011; ROSSI et al., 2011). O agente pode ser 
transmitido pelo consumo de carne crua ou mal cozida e 
de leite “in natura”, procedentes de animais 
contaminados (DUBEY, 1980; SACKS et al., 1982; 
CHIARI e NEVES, 1984; SKINNER et al., 1990; VITOR 
et al., 1991; LUFT e REMINGTON, 1992; DUBEY, 1996; 
FIGUEIREDO et al., 2001).  

A maioria dos casos de toxoplasmose humana é 
atribuída ao consumo de carnes cruas ou água e 
alimentos infectados por oocistos. Contudo, Skinner et 
al. (1990) enfatizam que o consumo de leite 
contaminado pode causar sérios distúrbios clínicos em 
crianças imunossuprimidas e gestantes.  

A presença de traquizoítos de T. gondii foi 
relatada no leite de ovelhas, cabras, vacas e 
camundongos (RAGOZO et al., 2009; REMINGTON et 
al., 2001). Apesar do leite cru não ser a principal via de 
transmissão da toxoplasmose, ele pode veicular o 
parasito durante a fase aguda da doença, portanto deve 
ser ingerido somente após a pasteurização ou fervura 
(SUARÉZ HERNÁNDEZ et al., 2005). Tenter et al. 
(2000) relataram soroconversão para a infecção por T. 
gondii em crianças que tinham o leite caprino como base 
da alimentação.  

Apesar da toxoplasmose clínica em seres 
humanos ter sido associada ao consumo de leite de 
cabra não pasteurizado, através da excreção de 
taquizoítos no leite, relatada por Chiari e Neves (1984), a 
similaridade biológica que existe entre ambas as 
espécies, permite supor que o leite de ovelha também 
seja considerado uma potencial via de transmissão para 
seres humanos (CAMOSSI et al., 2011). Assim, torna-se 
evidente a importância de pesquisa do T. gondii em 
amostras de leite ovino. 
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3 OBJETIVOS 
 
 
3.1 GERAL   

 
Verificar a frequência de anticorpos contra T. 

gondii em rebanhos ovinos leiteiros na região Oeste de 
Santa Catarina e detectar o agente em amostras de leite 
ovino. 
 
 
3.2 ESPECÍFICOS   

 
Avaliar a soroprevalência por meio da detecção 

de anticorpos da classe IgG em amostras  de sangue de 
ovelhas com aptidão leiteira do Oeste de Santa Catarina. 

Identificar fatores de risco para a infecção 
toxoplásmica em ovinos com aptidão leiteira da 
mesorregião Oeste de Santa Catarina. 

Detectar a presença do agente em leite ovino por 
meio das técnicas de bioensaio e da PCR. 
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4 TRABALHO 1 - FREQUÊNCIA DE ANTICORPOS 
CONTRA  Toxoplasma gondii EM OVINOS COM 
APTIDÃO LEITEIRA NO OESTE DE SANTA 
CATARINA 
 
 
4.1 MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
4.1.1 Comitê de ética e experimentação animal 

 
O presente projeto de pesquisa foi aprovado pelo 

Comitê de Ética em Experimentação Animal do 
CAV/UDESC sob protocolo - 1.03.12. 
 
 
4.1.2 Colheitas das amostras de sangue para RIFI 

 
Foram colhidas, no período de fevereiro a abril de 

2013, 298 amostras de sangue de ovinos (128 fêmeas 
em lactação da raça Lacoune, 155 fêmeas secas e 15 
machos) em duas propriedades na mesorregião Oeste 
do estado de Santa Catarina (figura 1). A amostragem 
foi constituída considerando-se uma prevalência 
esperada de 50%, erro de 5,0% e nível de confiança de 
90% (OPAS, 1979). Na data da colheita do sangue foi 
aplicado questionário epidemiológico (Anexo IV) 
contemplando manejo e possíveis fatores de risco como 
raça, sexo, idade, dieta principal, contato com gatos, 
contato com outros animais, fonte de água, problemas 
reprodutivos e/ou neurológicos, após assinatura do 
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Anexo III). 

O sangue (cinco mL) foi obtido por venopunção 
da veia jugular, recolhido em tubos a vácuo, sem 
anticoagulante, devidamente identificados e mantidos 
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sob refrigeração (4 a 8°C) durante o deslocamento para 
o Laboratório de Parasitologia e Doenças Parasitárias do 
Centro de Ciências Agroveterinárias (CAV) da 
Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC), em 
Lages/SC. No laboratório, o sangue foi centrifugado a 
2.500RPM durante 15 minutos para obtenção dos soros, 
que foram armazenados a -20°C até realização dos 
exames.  
Figura 1 – Mesorregião Oeste de Santa Catarina – 
origem das amostras de sangue e de leite de Ovinos 
leiteiros.  

 
Fonte:cepa.epagri.sc.gov.br/agroturismo/mapa_meso.htm 

 
 
4.1.3 Reação de imunofluorescência indireta (RIFI) 

 
Os soros foram submetidos à reação de 

imunofluorescência indireta (RIFI) para detecção de 
anticorpos IgG contra T. gondii, conforme técnica 
descrita por Camargo (1964)  utilizando-se como 
antígenos taquizoítos da cepa RH do protozoário. Os 
soros dos ovinos foram diluídos em PBS, utilizando 1:64 
como ponto de corte (FIGLIUOLO et al., 2004). As 
amostras positivas foram submetidas a titulação por 
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diluição sequencial, em múltiplos de quatro, até a 
máxima diluição reagente.  

 
 
4.1.4 Análise estatística 

 
Os dados foram tabulados e analisados 

estatisticamente pelos testes exato de Fisher e qui-
quadrado (p≤0,05) (R Development Core Team, 2009) 
para correlacionar os resultados da sorologia com as 
variáveis analisadas (Raça, Sexo, Idade, Dieta Principal, 
Contato com gatos, Contato com outros animais, Fonte 
de Água, Problemas Reprodutivos e/ou neurológicos). 
 
 
4.2 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 
Do total de ovinos avaliados sorologicamente por 

meio da RIFI para pesquisa de anticorpos da classe IgG 
contra T. gondii, 12,41% (37/298) foram positivos . Os 
títulos de anticorpos foram 1:64 (32), 1:256 (5).  

Apesar da ocorrência de possíveis reações 
cruzadas, muitos autores utilizam a diluição 1:16 como 
ponto de corte para a RIFI (CHIARI et al., 1985; CHIARI 
et al., 1987; SERRA-FREIRE et al, 1994; MAINARD et 
al., 2003; SILVA et al., 2003; UZÊDA et al., 2004).  No 
presente trabalho foram considerados positivos os soros 
ovinos que apresentam reação na diluição ≥1:64 
(FIGLIUOLO et al., 2004). Esta diluição aumenta a 
especificidade da reação, diminuindo assim, possíveis 
resultados falso positivos, sendo utilizada 
frequentemente por vários autores (VAN DER PUIJE et 
al., 2000; CAVALCANTE, 2004; FIGLIUOLO et al., 
2004).  
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A amostragem foi constituída somente por 
animais adultos para evitar a detecção de anticorpos 
colostrais (WEST et al., 1998) que poderia influenciar na 
prevalência observada. 

Verificou-se que a ocorrência de anticorpos contra 
T. gondii em ovinos com aptidão leiteira, do Oeste de 
Santa Catarina, é menor quando comparada com aquela 
observada em ovinos de corte no estado de Santa 
Catarina (56,9% - SAKATA et al., 2012 e 57,86% - 
Dados não publicados). 

No Brasil, em diversas regiões, estudos 
demonstram soroprevalência em ovinos de corte 
variando de 7,7% a 61% (GARCIA et al., 1999; GONDIM 
et al., 1999; SILVA et al., 2001; MEIRELES et al., 2003; 
OGAWA et al., 2003; ROMANELLI et al., 2007; SOARES 
et al., 2009; LOPES et al., 2010; GUIMARÃES et al., 
2013; ROSSI et al, 2011). A amplitude dos resultados 
relatados pode ser consequência da idade, do manejo 
aplicado aos animais amostrados, do meio ambiente e 
das técnicas sorológicas empregadas. 

No estado do Rio de Janeiro, em um estudo em 
três regiões, com caprinos e ovinos, utilizando a técnica 
de RIFI, a prevalência de anticorpos IgG contra T. gondii 
foi de 38,05% (137/360) nos ovinos e de 29,12% 
(60/206) nos caprinos, com títulos variando de 1:64 à 
1:256 para ambas as espécies  (LUCIANO et al., 2011). 

Em estudo realizado no México com rebanho 
ovino de corte, utilizando a técnica modificada de 
aglutinação (MAT) encontrou-se soropositividade de 
15,1% (77/511), verificando que houve relação com o 
aumento da idade, o que indica uma transmissão pós-
natal (ALVARADO-ESQUIVEL et al., 2011). 

Em rebanho ovino, no estado de Minas Gerais, foi 
realizada a pesquisa de anticorpos contra T. gondii e N. 
caninum, e os resultados demonstraram positividade de 
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61% para T. gondii e de 23% para N. caninum (ROSSI et 
al., 2011). 

Rossi e Cabral (2008) determinaram a frequência 
de anticorpos contra T. gondii em 155 amostras de soros 
ovinos de corte em duas propriedades rurais, no 
município de Uberlândia, Minas Gerais. Pela RIFI 
constatou-se 46,4% de animais soropositivos e, através 
do ELISA, 63,2%. 

Os estudos acerca da prevalência da 
toxoplasmose em ovinos exclusivamente com aptidão 
leiteira, são escassos. Valores superiores aos do 
presente estudo foram relatados na Grécia por 
Tzanidakis et al. (2012), que observaram, utilizando a 
técnica de ELISA, alta prevalência (48,6%) em rebanhos 
ovinos leiteiros. Esses autores identificaram o manejo 
intensivo ou semi-intensivo, ao qual os animais eram 
submetidos, como fator de risco. O oferecimento de 
concentrado e de água de poço (ou seja, água não 
corrente) favoreceria a contaminação destes por 
oocistos. Ainda, a alta densidade poderia contribuir para 
uma maior taxa de infecção entre esses animais. 
Também na Grécia, Diakou et al. (2013), detectaram 
53,71% de positividade (ELISA) em ovelhas de leite. 
Embora concordem com Tzanidakis et al. (2012), 
sugerindo que o manejo semi-intensivo possa ser o 
responsável pelos altos índices observados, os autores 
não fizeram análise de fatores de risco.  Na região da 
Toscana na Itália, investigando 33 rebanhos de ovinos 
leiteiros, através da técnica de RIFI (≥1:64), Cenci-Goga 
et al. (2013) encontraram 33,3% % de positivos. Esses 
autores não identificaram os fatores de risco para a 
infecção.  
  Na Argentina, em um estudo com rebanho ovino 
leiteiro (RIFI, 1:50),  anticorpos contra T. gondii foram 
detectados em 17,3% (122/704) dos animais (HECKER 



42 
 

et al., 2013). Esse resultado, embora semelhante ao do 
presente estudo (12,4%), foi obtido com o emprego de 
um ponto de corte menor e, ao contrário do observado 
no presente estudo, a maioria das amostras positivas 
para T. gondii (42,6% - 52/122) apresentavam títulos de 
anticorpos ≥1:400, indicando uma infecção ativa. 

Não foi observada correlação (P>0,05) entre a 
sorologia positiva para T. gondii e as variáveis 
analisadas (raça, sexo, idade, dieta principal, contato 
com gatos, contato com outros animais, fonte de água, 
problemas reprodutivos e/ou neurológicos). Embora 
91,9% dos animais positivos sejam fêmeas, a 
distribuição dos sororreagentes de acordo com o sexo 
(13% dos machos e 12,4% das fêmeas foram positivos) 
não configura associação, e somente 7,72% dos animais 
avaliados eram do sexo masculino, podendo este 
resultado (maioria dos positivos serem fêmeas) ser 
reflexo da amostragem. Com relação à idade, embora 
94,6% (35/37) dos animais positivos tinham entre um e 
dois anos, este grupo representou 89,93% dos animais 
testados (268/298), não indicando associação. As 
demais variáveis analisadas apresentaram resultados 
distribuídos de forma uniforme. 
 
4.3 CONCLUSÃO 
  

A soroprevalência de anticorpos contra T. gondii 
em ovinos leiteiros da mesorregião Oeste do estado de 
Santa Catarina é de 12,41%, menor que aquela 
observada em ovinos destinados ao abate, no estado de 
Santa Catarina, e em ovinos com aptidão leiteira em 
outras regiões do mundo. 
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5 TRABALHO 2 - Detecção de Toxoplasma gondii em 
amostras de leite ovino 
 
 
5.1 MATERIAL E MÉTODOS 
 
 
5.1.1 Comitê de ética e experimentação animal 
 

O presente projeto de pesquisa foi aprovado pelo 
Comitê de Ética em Experimentação Animal do 
CAV/UDESC sob protocolo - 1.03.12. 
 
 
5.1.2 Colheitas das amostras de leite para detecção de 
Toxoplasma gondii  

 
Após o estudo de prevalência (Trabalho 1),  foram 

coletadas amostras de sangue de 128 ovelhas durante o 
período de lactação, que foram processadas por meio da 
RIFI, conforme descrito anteriormente.  

Foram coletadas, no total, 108 amostras de leite 
(42, 37 e 29 amostras aos 45, 90 e 120 dias de lactação, 
respectivamente) de 42 ovelhas lactantes positivas para 
T.gondii, com títulos de anticorpos de 1:64 (26), 1:256 
(12), 1:1024 (três) e 1:4096 (uma), por ordenha manual 
e individual, para a pesquisa do agente por meio da PCR 
e do bioensaio. As amostras foram colhidas em frascos 
estéreis, identificados e mantidos sob refrigeração (4º a 
8ºC) até a chegada ao Laboratório de Parasitologia e 
Doenças Parasitárias do Centro de Ciências 
Agroveterinárias (CAV) da Universidade do Estado de 
Santa Catarina (UDESC), em Lages/SC.  

No laboratório foram retiradas duas alíquotas (3 
mL),  armazenadas a -20Cº para a realização da PCR. O 
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restante da amostra foi utilizado para a realização do 
bioensaio. 
 
 
5.1.3 Detecção do T. gondii em amostras de leite ovino 
(PCR) 

 
Para a extração de DNA foi utilizado o método de 

fenol-clorofórmio, baseado nos protocolos de Ausubel et 
al. (1999) com modificações. Às amostras de leite (250 
μL) e da cepa VEG de T. gondii (250 μL), utilizada como 
controle positivo, foram adicionadas o tampão de 
extração calculado para um volume final de 500μL (Tris 
HCl 10mM; NaCl 100mM; EDTA 25mM; SDS 1%) e 
10μL de proteinase K. 
  Após homogeneização, as amostras foram 
incubadas durante a noite em banho-seco a 37°C. Na 
sequência foi adicionado fenol tamponado e as amostras 
foram agitadas por inversão, delicadamente, por 10 
minutos, e então centrifugadas sob refrigeração (12.000 
rpm/5 min / 4º C). Na sequência, procedeu-se à 
recuperação do máximo de sobrenadante (fase aquosa), 
evitando-se a contaminação com fenol. 
  Em seguida, foi adicionado fenol (250µL) e 
clorofórmio (250µL) às amostras, que foram novamente 
agitadas por inversão por 10 minutos, e então 
centrifugadas (12.000 rpm/5min) recuperando-se o 
máximo de sobrenadante. 
  Adição de clorofórmio, em seguida foi 
homogeneizado e invertido por 10 minutos, e então 
centrifugado (12.000 rpm/5min), recuperando-se o 
máximo de sobrenadante, sendo este o volume final de 
DNA obtido da amostra. 

O sobrenadante foi transferido para novo 
microtubo e acrescentado o acetato de sódio 3M 
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(250µL), para ocorrer a precipitação, e duas vezes e 
meia o volume de isopropanol 100% gelado (625µL). 
Após a homogeneização, as amostras foram mantidas a 
-20°C por uma noite. 

As amostras foram centrifugadas a 4°C 
(14.000rpm/30 min). O sobrenadante foi desprezado e 
adicionado 500μL de etanol a 70% gelado. A 
centrifugação foi repetida por duas vezes. O 
sobrenadante foi descartado e os microtubos ficaram em 
posição invertida, até secarem completamente, em 
temperatura ambiente. Depois de secas, as amostras 
foram eluídas com 30µL de água ultrapura, mantidas em 
temperatura ambiente até quantificação do DNA através 
do Nanodrop® (Anexo I).  

A técnica de PCR foi realizada utilizando-se 4μl 
do DNA extraído adicionado à 21μl de uma mistura de 
3,0mM de cada Primer, 1,0mM de dNTPs, 1,0mM de 
MgCl2 e 0,2U de Taq DNA polimerase. A amplificação do 
DNA do parasito foi realizada em 35 ciclos em um 
termociclador, sob as seguintes condições: cinco 
minutos a 94°C para desnaturação em um ciclo único, 
seguindo-se 35 ciclos de um minuto a 94°C para 
desnaturação, um minuto a 60°C para anelamento e um 
minuto a 72°C para extensão, seguido por uma extensão 
final de sete minutos a 72°C. Os produtos da PCR foram 
submetidos à eletroforese em gel de agarose a 2%, 
corados com “gel red” e fotodocumentados. Foi utilizado 
o DNA da cepa VEG de T. gondii como controle positivo, 
e água ultrapura como controle negativo da PCR 
(MOURA et al., 2011). Foram utilizados os primers 
SAG2R4 (59GCATCAACAGTCTTCGTTGC39) e o 
SAG2F4 (59GCTACCTCGAACAGGAACAC39) que 
amplificam um segmento de DNA de 332 Kd (HOWE, 
1997).  
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5.1.4 Detecção do T. gondii em amostras de leite ovino 
(Bioensaio em camundongos) 

 
Das 108 amostras de leite obtidas, utilizaram-se 

23, provenientes de oito ovelhas lactantes (Tabela 1), 
selecionadas por apresentarem maiores títulos de 
anticorpos [1:256 (seis), 1:1024 (um) e 1:4096 (um)], 
foram utilizadas no bioensaio.  

Para realização do bioensaio foram empregados 
camundongos albinos Swiss, ambos os sexos, com 
idade superior a dois meses, provenientes do Biotério da 
Universidade do Estado de Santa Catarina 
(CAV/UDESC).  

As amostras de leite foram centrifugadas a 2.500 
rpm, por 10 minutos. Em seguida o sobrenadante foi 
descartado e ao sedimento foi adicionado antibiótico 
[Benzilpenicilina benzatina 3.000,000UI, Benzilpenicilina 
procaína 1.500.000UI, Benzilpenicilina potássica 
1500.000UI, Diidroestreptomicina base (sulfato) 1.250mg 
e Estreptomicina base (sulfato) 1.250mg], na dose de  
0,5mL/2mL amostra. Após breve homogeneização 
manual, cada amostra foi divida em duas partes iguais 
(aproximadamente 1,0 mL) e inoculadas 
intraperitonealmente em dois animais, que foram 
devidamente identificados (ácido pícrico) e mantidos em 
caixas apropriadas, com água e ração “ad libitum”. 

Os camundongos inoculados foram observados 
diariamente para a verificação dos sinais clínicos da 
infecção aguda. Após oitos semanas os sobreviventes 
foram eutanasiados (deslocamento cervical, conforme 
princípios de Bem Estar Animal) e destes foram colhidos 
sangue, diretamente do coração, para a realização da 
RIFI, e órgãos (coração, pulmão, rins, fígado, cérebro e 
músculo esquelético). O cérebro foi divido em três 
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alíquotas: uma encaminhada, com os demais órgãos, 
para o Laboratório de Patologia para realização de 
histopatológico (HE); outra foi utilizada para a pesquisa 
de cistos cerebrais de T. gondii, pela técnica de 
“squash”, que consiste em colocar um fragmento de 
tecido (cérebro) entre uma lâmina e uma lamínula de 
microscopia e observar, após compressão manual, em 
microscópio óptico, se há a presença de cistos, e uma 
última alíquota foi armazenada para a realização da 
PCR, conforme descrito anteriormente. 
 
 
5.1.5 Sequenciamento 

 
Das amostras (leite e cérebro) positivas na PCR, 

o DNA foi purificado e ligado ao pGem Easy Vector® 
seguindo as especificações do fabricante. 
Resumidamente, foram adicionados 1µL de pGem, 1µL 
de T4 DNA ligase, 7µL do produto da PCR purificado e 
1µL de água ultrapura. Estes foram ligados por 16 horas 
a 16ºC e posteriormente transformados em DH10B 
cálcio competentes. As colônias foram triadas 
diretamente por PCR e as positivas foram multiplicadas 
em meio líquido e posteriormente extraído o DNA 
plasmidial para o sequenciamento. 

O sequenciamento das amostras foi realizado no 
Laboratório Central de Tecnologia de Alto Desempenho 
em Ciências da Vida (LacTad) da Universidade Estadual 
de Campinas (UNICAMP),  Campinas/SP, utilizando o 
sequenciador automático ABI 3730XL (Genetic Analyze). 
Os DNA-moldes 250ng foram marcados utilizando-se 
2,5pmol do primer T7 promoter AAT ACG ACT CAC TAT 
AGG e 3mL do reagente BigDye Terminator v3.1 
(Applied Biosystems) em um volume final de 10mL. As 
reações de marcação foram realizadas em termociclador 
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com uma etapa de desnaturação inicial a 96ºC  por 3 
min, seguida de 25 ciclos de 96ºC por 10 seg, 55ºC por 
5 seg e 60ºC por 4 min. Os produtos precipitados foram 
diluídos em 10mL de formamida, desnaturados a 95ºC 
por 5 min, resfriados em gelo por 5 min e eletroinjetados 
no sequenciador automático. As sequências foram 
analisadas pela ferramenta NucleotidBlast®, disponível 
em: 
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn
&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome, 
utilizando os parâmetros de “Highly similar sequences 
(megablast)”. 

 
 

5.2 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
Das 42 ovelhas lactantes e soropositivas para T. 

gondii DNA do parasito foi detectado no leite de 13 
(30,95%) dos animais e em 13 (12,04%) de 108 
amostras de leite. 

Diretamente do leite, o agente foi detectado 
somente nas amostras da segunda coleta (90 dias de 
lactação) em cinco animais. Das amostras das primeira 
(42)  e terceira (29) coletas de leite, em nenhuma foi 
detectado DNA de T. gondii.  

Por meio do bioensaio, DNA do agente foi 
detectado no cérebro dos camundongos inoculados com 
leite de todas as oito ovelhas (uma na primeira coleta, 
dia 45, e sete na segunda coleta, dia 90) (Tabela 1).  

Todas as amostras apresentaram identidade entre 
97-100% com o antígeno de membrana gene P22 de T. 
gondii (GenBank: AB667972.1.) – Anexo II  

Na presente pesquisa optou-se por trabalhar com 
animais naturalmente infectados. Estudos em condição 
de infecção natural são importantes, pois refletem o que 
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realmente acontece nas propriedades (CAMOSSI et al., 
2011).  

A técnica de PCR foi empregada para pesquisa 
do agente no leite, pois, mesmo não demonstrando 
taquizoítos ou cistos viáveis, é um bom indicador da 
presença do parasito no material analisado (MANCIANTI 
et al., 2013). Ainda, Moura et al. (2007) mostraram que a 
detecção de T. gondii, por meio da PCR,  apresenta 
vantagens sobre os métodos tradicionais (bioensaio). 
Em adição, outros relatos mostram boa correlação entre 
a PCR e o bioensaio (HOMAN et al., 2000; DEHKORDI 
et al., 2013). 
  Das 108 amostras de leite analisadas diretamente 
pela PCR, referentes às três coletas realizadas durante 
o os diferentes períodos de lactação (45, 90 e 120 dias), 
cinco (4,63%) foram positivas para T. gondii (Figura 2).  
O baixo número de amostras positivas pode estar 
relacionado à sensibilidade da técnica, proporcional a 
quantidade da amostra utilizada para a extração de DNA 
(OPSTEEGH et al., 2010). No presente estudo foram 
utilizados 250μL de leite de cada uma das amostras 
analisadas. 
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Figura 2 – Eletroforese em gel de agarose 2%. 
Visualização das bandas (332 pb) de DNA de 
Toxoplasma gondii em amostras de leite de ovelha [1 = 
padrão de  molecular (100bp) ; 2 a 6 = amostras de leite 
positivas; 7 = controle negativo (água ultrapura) e 8 = 
controle positivo (cepa VEG de T. gondii)]. 

 
Fonte: Próprio autor. 

 
Camossi et al. (2011) analisaram (PCR) 69 

amostras de leite de ovelhas soronegativas e não 
constataram a presença do agente e, por isso, no 
presente estudo, T. gondii foi pesquisado somente no 
leite de ovelhas soropositivas. Entretanto, Bezerra et al. 
(2103), em Pernambuco, Brasil, detectaram o DNA de T. 
gondii em 15 amostras de leite de cabras naturalmente 
infectadas, das quais somente cinco apresentavam 
anticorpos (RIFI, ≥ 1:64) contra o agente. A explicação 
dos autores para o ocorrido (animais soronegativos, mas 
com presença de DNA do agente no leite) é que estes 
animais poderiam estar na fase inicial da infecção e os 
níveis de anticorpos circulantes talvez não fossem 
suficientes para serem detectados na sorologia. Nenhum 
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teste sorológico é prova definitiva da infecção e a 
soroconversão envolve diversos fatores (DUBEY e 
FRENKEL, 1998). 
Tabela 1. Detecção de Toxoplasma gondii (Bioensaio e 

PCR) em amostras de leite de ovelhas, da 
mesorregião Oeste de Santa Catarina, coletadas 
aos 45, 90 e 120 dias de lactação, (coletas 1, 2 e 
3). 

Núme
ro 

Núm
ero 
Ovin
o 

RI
FI 

BIOENSAIO  PCR DO LEITE 

Cole
ta 1 
n/S/
PCR
c 

Col
eta 
2 

n/S/
PCR
c 

Cole
ta 3 
n/S/
PCR
c 

 

C
ol
et
a 
1 

C
ol
et
a 
2 

C
ol
et
a 
3 

1 2 1:2
56 

2/-/ + 2/-/- 2/-/-  - - - 

2 3 1:1
024 

2/-/- 2¹/-/ 
+ 

2/-/-  - - - 

3 42 1:2
56 

NR NR NR  - + - 

4 5 1:6
4 

NR NR NR  - - - 

5 6 1:6
4 

NR NR NR  - NR NR 

6 7 1:6
4 

NR NR NR  - - - 

7 8 1:6
4 

NR NR NR  - - - 

8 110 1:6
4 

NR NR NR  - + - 

9 10 1:6
4 

NR NR NR  - NR NR 

10 11 1:2
56 

2¹/0/- 2 /0/ 
+ 

2/0/-  - - - 

11 13 1:2
56 

2/0/- 2/0/ + 2¹/0/-  - - - 

12 14 1:2
56 

NR NR NR  - - - 

13 17 1:6
4 

NR NR NR  - - - 

14 19 1:6
4 

NR NR NR  - - - 

15 39 1:1 NR NR NR  - + - 
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024 
16 23 1:2

56 
NR NR NR  - - - 

17 24 1:4
096 

2/0/- 2¹/0/ 
+ 

NR  - - NR 

18 28 1:2
56 

2/0/- 2/0/ + 2/0/-  - - - 

19 31 1:2 
56 

NR NR NR  - - - 

20 32 1:6
4 

NR NR NR  - NR NR 

21 102 1:6
4 

NR NR NR  - - - 

22 91 1:6
4 

NR NR NR  - - - 

23 131 1:2
56 

2/0/- 2¹/0/ 
+* 

2/0/-  - - - 

24 61 1:1
024 

NR NR NR  - - - 

25 86 1:6
4 

NR NR NR  - + - 

26 67 1:6
4 

NR NR NR  - - - 

27 54 1:6
4 

NR NR NR  - - - 

28 52 1:6
4 

NR NR NR  - NR NR 

29 79 1:6
4 

NR NR NR  - - - 

30 99 1:6
4 

NR NR NR  - - - 

31 45 1:6
4 

NR NR NR  - NR NR 

32 147 1:6
4 

NR NR NR  - - - 

33 56 1:2
56 

2/0/- 2/0/ + 2¹/0/-  - - - 

34 102 1:2
56 

NR NR NR  - - NR 

35 120 1:6
4 

NR NR NR  - NR NR 

36 136 1:6
4 

NR NR NR  - - - 

37 150 1:6
4 

NR NR NR  - NR NR 

38 149 1:6
4 

NR NR NR  - - - 

Continuação 
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39 129 1:6

4 
NR NR NR  - - - 

40 78 1:6
4 

NR NR NR  - + - 

41 124 1:6
4 

NR NR NR  - - - 

42 133 1:6
4 

NR NR NR  - NR NR 

Fonte: Próprio autor. 
n: número de camundongos inoculados com leite 
S: +/- =  Resultado pesquisa cistos cerebrais por meio da técnica de 
“Squash”  
PCRc: +/- = Resultado da PCR dos cérebros dos camundongos 
inoculados com leite (* = dois camundongos com cérebro positivo 
na PCR) 
1: camundongo veio a óbito durante o bioensaio. 
NR = não realizado 

 
Do total de 46 camundongos inoculados com as 

amostras de leite, cinco morreram ao longo do 
bioensaio. As mortes foram provocadas por canibalismo, 
não sendo possível pesquisar a presença de formas 
evolutivas de T. gondii nestes. Dos 41 camundongos 
sobreviventes, nenhum apresentou sinais clínicos da 
infecção aguda e todos foram eutanasiados oito 
semanas PI para a pesquisa de cistos e coleta de 
sangue para sorologia.  

Em nenhum dos camundongos inoculados foi 
verificada a presença de cistos pela metodologia de 
“squash”.  Este resultado deve-se, provavelmente, à 
baixa concentração de taquizoítos neste fluído (leite), 
insuficiente para causar doença clínica nos 
camundongos e/ou induzir a formação de cistos 
cerebrais em quantidade necessária para sua detecção 
pela técnica de “squash”. No bioensaio, os resultados 
podem ser considerados positivos quando se detecta o 
parasito (taquizoítos no exsudato peritoneal ou cistos 
cerebrais, revelados pela técnica de “squash” ou pela 
histopatologia neste e em outros tecidos como fígado, 

continuação 
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pulmão e musculaturas estriada e cardíaca dos 
camundongos inoculados), seu DNA (nos mesmos 
tecidos) e/ou anticorpos contra T. gondii.  

Todos os camundongos foram soronegativos para 
T. gondii (RIFI, ≥1:64). Este resultado pode ser reflexo 
da baixa carga parasitária encontrada no leite, da 
virulência da cepa e da resposta imune individual dos 
animais que podem gerar níveis de anticorpos não 
detectáveis na diluição de 1:64, estabelecida como “cut 
off” no presente trabalho, a fim de evitar falsos positivos.  
O fenômeno denominado pró-zona (RICHTZENHAIN e 
SOARES, 2006), segundo o qual a positividade de uma 
reação sorológica depende de proporções ótimas entre 
antígeno e anticorpo, também pode influenciar os 
resultados obtidos no presente estudo. Outros autores 
(NAVARRO et al., 1992, TREVISANI, 2013) empregaram 
1:16 como ponto de corte para a infecção toxoplásmica 
em camundongos. Ainda, Rosa et al. (2001) e Trevisani 
(2013) observaram alguns camundongos inoculados no 
bioensaio que, mesmo apresentando cistos cerebrais 
e/ou taquizoítos, não soroconverteram, enquanto que 
outros foram soropositivos (RIFI, 1:16), porém sem a 
detecção de cistos teciduais (TREVISANI, 2013). 
Divergências entre resultados de isolamento do agente 
pelo bioensaio e sorologia dos camundongos inoculados 
também foram observadas por Holsback et al. (2012) e 
Cademartori et al. (2014). Dubey (2010), ao estudar a 
toxoplasmose em roedores e pequenos mamíferos, citou 
que o método utilizado para a pesquisa direta ou indireta 
de T. gondii em roedores é considerado crítico. 

DNA do protozoário (Figura 3) foi detectado no 
cérebro de nove dos 41 camundongos inoculados no 
bioensaio de todas as oito ovelhas testadas, 
demonstrando que as amostras de leite continham o 
parasito, possivelmente na forma de taquizoítos.  
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Figura 3 – Eletroforese em gel de agarose 2%. 
Visualização das bandas (332 pb) de DNA de 
Toxoplasma gondii em amostras de cérebro de 
camundongos do bioensaio [1 e 10 =  padrão de 
tamanho molecular (100bp) ; 2 a 9 e 11 = cérebros 
positivos; 12 = controle negativo (água ultrapura) e 13= 
controle positivo (cepa VEG de T. gondii)]. 

 
Fonte: Próprio autor. 

  
No presente estudo 30,95% dos animais (13/42) 

eliminaram T. gondii no leite. Resultado superior ao 
observado por Camossi et al. (2011), em São Paulo, que 
identificaram 25% (5/20) das ovelhas excretando T. 
gondii pelo leite. Em jumentas, valores superiores foram 
observados por Haridy et al. (2010), no Egito, e por 
Mancianti et al. (2014), na Itália, que relataram 46,3% e 
50% dos animais excretando o protozoário no leite, 
respectivamente. 

Em 12,04% (13/108) das amostras de leite ovino, 
no presente estudo, DNA de T. gondii foi detectado. 
Resultados semelhantes aos obtidos por Camossi et al. 
(2011), em São Paulo, e  Moura et al. (2011), no Sul da 
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Bahia, que relatam 10% (7/70) e 10,5% (21/200) das 
amostras de leite de ovelhas com a presença do 
parasito. Resultado também similar, porém em cabras, 
foi relatado por Mancianti et al. (2013) que detectaram 
DNA de T. gondii (nested PCR) em 13% (10/77) das 
amostras de leite de animais naturalmente infectados, na 
Itália. Valores inferiores foram relatados por Fusco et al. 
(2007), na Itália, e por Tavassoli et al. (2013), no Irã,  
que encontraram 3,4% e 4,6%,  respectivamente, das 
amostras de leite de ovelhas com a presença de T. 
gondii.  

T. gondii já foi isolado e/ou detectado de diversos 
fluidos, em diferentes espécies animais, experimental e 
naturalmente infectados utilizando técnicas de bioensaio 
e/ou pesquisa do DNA do parasito (PCR). Poucos são 
os estudos envolvendo leite ovino. 

Os trabalhos demonstram que taquizoíto é a fase 
evolutiva normalmente presente no leite e, embora 
possam ser inativados pelo suco gástrico, Cook et al. 
(2000) apresentaram resultados que indicam que a 
ingestão de leite cru e/ou seus derivados, pode causar 
infecção humana. Isto é possível se estes penetrarem na 
mucosa oral e/ou faringeana antes de atingir o estômago 
(RIEMANN et al., 1975; SACKS et al., 1982). Dubey 
(1998) demonstrou que taquizoítos podem resistir até 
duas horas em soluções de pepsina e tripsina e que 
gatos podem adquirir a infecção com a ingestão de 
grande número de taquizoítos. Além disso, Walsh et al. 
(1999) observaram que taquizoítos mantêm-se viáveis 
no leite caprino de três até sete dias a 4oC, indicando o 
risco de consumo “in natura” do produto. Ainda, em leite 
de vaca, artificialmente infectado, trofozoítos (SAARI e 
RÄISÄNE, 1974) e cistos (HIRAMOTO et al., 2001) de T. 
gondii permaneceram viáveis e, possivelmente, 
constituem fonte de infecção para o ser humano. Uma 
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hipótese, não avaliada, pode ser que a gordura do leite 
confira certa proteção ao taquizoíto de T. gondii frente à 
ação dos sucos gástricos. 

Mancianti et al. (2013), na Itália, detectaram DNA 
de T. gondii (nested PCR) em 13% (10/77) das amostras 
de leite de cabras soropositivas, naturalmente 
infectadas, de uma população total estudada de 127 
animais dos quais 60,6% foram positivas (MAT, ≥1:20). 

No Cairo, Egito, em animais utilizados para 
trabalho, Haridy et al. (2010) revelaram T. gondii 
(metodologia não descrita) no leite de sete (46,3%) de 
15 jumentas prenhas. Mancianti et al. (2014), na mesma 
espécie, detectaram DNA do parasito em leite de três 
jumentas (Equus asinus), saudáveis, naturalmente 
infectadas, na região da Toscana, Itália. Os autores 
concluíram que a presença de DNA do T. gondii no leite 
sugere que a ingestão de leite cru de animais 
soropositivos pode ser uma potencial via de transmissão 
para o ser humano quando o consumo de leite “in 
natura” de jumenta é indicado, por razões nutricionais e 
terapêuticas. 

No Irã, Dehkordi et al. (2013) isolaram e/ou 
detectaram T. gondii do leite de cabras, ovelhas, búfalas, 
vacas e camelas, pelos métodos de cultivo celular, 
bioensaio em gatos e técnicas de PCR e relataram que 
51 de 889 amostras de leite (5,73%) continham o 
parasito (tanto no cultivo celular quanto no bioensaio em 
gatos).  Pela PCR, os resultados revelaram índice 
ligeiramente inferior: 46 amostras positivas (5,17%). A 
espécie caprina foi a que apresentou maior taxa de 
contaminação (10%).  

Toxoplasmose humana por ingestão leite cru de 
cabra (SKINNER et al., 1990) já foi registrada, inclusive 
no Brasil (CHIARI e NEVES, 1984) e, em Minas Gerais, 
Chiari et al. (1987) encontraram correlação entre a 
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infecção humana e o consumo de leite caprino. Embora 
epidemiologicamente esses relatos não tenham impacto, 
em termos de saúde humana representam uma 
preocupação, mesmo os casos isolados. Além disso, a 
similaridade entre as espécies caprina e ovina permite 
supor que o mesmo possa ocorrer com o leite ovino. 

Ainda, a contaminação de leite ovino com 
taquizoítos de T. gondii não deve ser menosprezada, 
pois alguns queijos caseiros, produzidos a partir desta 
matéria prima, são normalmente consumidos frescos e 
podem representar um risco para a saúde humana se 
forem produzidos a partir de leite não pasteurizado 
(FUSCO et al., 2007). 

No presente estudo, a maioria dos animais 
possivelmente apresenta a infecção na fase crônica, 
conforme demonstram os resultados da sorologia. Das 
cinco ovelhas das quais foi detectado DNA do agente, 
diretamente do leite, três apresentaram títulos de 
anticorpos contra T. gondii de 1:64, uma 1:256 e a 
última, 1:1024. Dos oitos animais, dos quais as amostras 
de leite foram positivas por meio da PCR do cérebro dos 
camundongos inoculados no bioensaio, somente dois 
apresentam títulos de anticorpos compatíveis com 
infecção ativa (≥1024), porém sem manifestações 
clínicas da enfermidade no momento da colheita das 
amostras. Estes resultados demonstram então que 
ovelhas, mesmo saudáveis, podem excretar o parasito 
no leite. 

No Brasil, Camossi et al. (2011) detectaram DNA 
de T. gondii no leite de 10% (7/70) de ovelhas 
naturalmente infectadas, na fase crônica (conforme 
demonstrou a curva sorológica) da enfermidade. 

Ao contrário, Vitor et al. (1991) relataram que 
cabras inoculadas com taquizoítos da cepa C4 
eliminaram T. gondii pela saliva, urina e leite, na fase 
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aguda. Somente em uma amostra de leite os autores 
demonstraram o parasito na fase crônica da infecção 
(434 DPI). Esses autores deduziram que cistos 
presentes na glândula mamária podem ser rompidos 
durante a ordenha e seriam os responsáveis pela 
infecção uma vez que os taquizoítos são eliminados por 
um período muito curto da fase aguda. Os resultados de 
Bezerra et al. (2013), em cabras, indicam que também 
na fase inicial da infecção T. gondii pode estar presente 
no leite. 

A presença do agente no leite pode ser efeito de 
alterações fisiológicas sob o sistema imune, na época do 
periparto, que favoreceriam a conversão de bradizoítos 
em taquizoítos (processo de interconversão que pode ter 
origem em diversos fenômenos de ordem imunológica, 
principalmente imunidade celular) e, desta forma, 
poderiam atingir o leite (CAMOSSI et al., 2011).  

Costa e Langoni (2010) recuperaram DNA de T. 
gondii em amostras de leite de ratas, experimentalmente 
infectadas, tanto na fase aguda quanto crônica da 
infecção. 

No presente trabalho, DNA de T. gondii foi 
observado em amostras de leite de 13 animais somente 
em uma das três coletas de leite avaliadas ao longo do 
período (45, 90 e 120 dias de lactação) não 
caracterizando intermitência. Powell et al. (2001) 
detectaram (PCR) e/ou  
isolaram (Bioensaio) T. gondii em amostras de leite de 
cinco de seis gatas, experimentalmente infectadas com 
cistos de diferentes cepas do parasito, de forma 
intermitente. Esses resultados, segundo os autores, 
poderiam estar relacionados com o volume das 
amostras ou a liberação esporádica do parasito. Ainda, a 
presença de T. gondii no leite das gatas ao longo de três 
semanas da lactação pode ser responsável pela 
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infecção de gatinhos que nascem saudáveis, mesmo 
congenitamente infectados, mas adoecem e morrem. 
Mantendo-se as diferenças entre as espécies, o mesmo 
talvez possa ocorrer com cordeiros. 

Tavassoli et al. (2013), no Irã, encontraram DNA 
de T. gondii em 16 (4,63%) e três (1,07%) amostras de 
leite de 345 e 280 ovinos e caprinos, respectivamente, 
infectados naturalmente. Menores índices de infecção 
das cabras, em relação às ovelhas, podem ser 
atribuídos à diferença na suscetibilidade ao T. gondii e 
aos hábitos alimentares de cada espécie (BAHRIENI et 
al., 2008). 

Em leite de ovelha, Fusco et al. (2007), na Itália, 
encontraram 3,4% das amostras com presença de DNA 
de T. gondii, por meio da PCR, utilizada para amplificar o 
gene B1, e os resultados foram confirmados por 
sequenciamento. Os autores utilizaram um “pool” 
composto por amostras de leite de 10 animais em cada 
uma das 117 propriedades avaliadas. 

No Sudão, continente africano, Ishag et al. (2006) 
detectaram T. gondii no leite de duas de três camelas 
infectadas experimentalmente (5 x 105 oocistos por 
animal, via oral, cepa não informada). No isolamento 
(por meio de bioensaio em camundongos) foram 
observados cistos e taquizoítos nos tecidos e fluídos dos 
camundongos inoculados com o leite das camelas. 
Também foi constatada a infecção dos bezerros de 
camelo, que possivelmente contraíram o parasito via 
ingestão do leite, pois os mesmos soroconverteram para 
T. gondii entre sete e nove dias após a inoculação das 
camelas e apresentaram enfartamento de linfonodos 
mesentéricos, inguinal e subescapular, petéquias 
hemorrágicas em cérebro e pulmão além da presença 
de cistos teciduais no cérebro e de taquizoítos em 
pulmão, fígado, rim e coração. 
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5.3 CONCLUSÃO 
  

Os resultados obtidos no presente estudo 
mostram que T. gondii pode ser excretado, 
possivelmente na forma de taquizoítos, no leite de 
ovelhas naturalmente infectadas e saudáveis, 
representando uma possível fonte de infecção para o ser 
humano, por meio do consumo do leite “in natura” e/ou 
derivados, além da possibilidade de transmissão via 
lactogênica para cordeiros. 
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ANEXO I 
 
Quadro 1- Resultado da Quantificação de DNA 
(Nanodrop®) das amostras de leite ovino e de cérebro 
de camundongos inoculados, positivas para a presenca 
de T. gondii.   
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ANEXO II 

Sequenciamento do T. gondii referente à amostra C II 13 

de cérebro do bioensaio. 

 
 

Sequenciamento do T. gondii referente à amostra C II 

131 de cérebro do bioensaio. 
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Sequenciamento do T. gondii referente à amostra C II 11 

de cérebro do bioensaio. 

 
Sequenciamento do T. gondii referente à amostra C II 24 

de cérebro do bioensaio. 
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Sequenciamento do T. gondii referente à amostra C II 28 

de cérebro do bioensaio. 

 
Sequenciamento do T. gondii referente à amostra C II 56 

de cérebro do bioensaio. 
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Sequenciamento do T. gondii referente à amostra C II 

131 de cérebro do bioensaio. 

 
Sequenciamento do T. gondii referente à amostra C I 2 

de cérebro do bioensaio. 
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Sequenciamento do T. gondii referente à amostra L II 39 

de leite. 

 
Sequenciamento do T. gondii referente à amostra L II 42 

de Leite. 
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Sequenciamento do T. gondii referente à amostra L II 78 

de leite. 

 
 

Sequenciamento do T. gondii referente à amostra L II 86 

de leite. 
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Sequenciamento do T. gondii referente à amostra L II 

110 de leite. 

 
Resultado do sequenciamento do T. gondii referente ao 

controle positivo VEG. 
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ANEXO III 

 
UNIVERSIDADE DO ESTADO DE SANTA CATARINA 

CENTRO DE CIÊNCIAS AGROVETERINÁRIAS – CAV 

COMITÊ DE ÉTICA EM PESQUISA COM SERES HUMANOS - 

CEPSH 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 “Toxoplasma gondii: Soroprevalência em rebanhos ovinos com 

aptidão leiteira e detecção do agente em amostras de leite na 

mesorregião Oeste de Santa Catarina.” 

O (a) senhor (a) está sendo convidado a participar de um estudo 

que fará a avaliação da ocorrência de anticorpos contra Toxoplasma 

gondii em ovinos de sua propriedade, para se conhecer a 

prevalência desta doença nos rebanhos ovinos da região do Oeste 

de Santa Catarina e detectar o agente em amostras de leite ovino. 

Será realizada coleta de sangue por meio de punção da veia jugular 

dos mesmos e três alíquotas de leite. O material será devidamente 

identificado, acondicionado e transportado ao laboratório para 

análise. As informações obtidas através dessa pesquisa serão 

confidenciais e asseguramos o sigilo sobre sua participação. Os 

dados não serão divulgados de forma a possibilitar sua 

identificação. Os procedimentos adotados são mínimos, não 

envolvendo risco ao animal.  

 Sua identidade será preservada não havendo necessidade de 

fornecer nome ou endereço e os animais serão identificados através 

do número de protocolo.  

 Os benefícios serão o conhecimento da prevalência de Toxoplasma 

gondii entre ovinos da região do Oeste de Santa Catarina e da 

presença do agente no leite, informações importantes para a 

adoção de medidas de prevenção que implicam em melhorias na 

sanidade dos rebanhos ovinos. Os exames não terão custo. 

Solicitamos vossa autorização para coleta de sangue e leite bem 

como o uso destes dados para a produção de artigos técnicos e 
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científicos. A sua privacidade será mantida através de não 

identificação do seu nome.   

Agradecemos a vossa participação.  

 Pessoa para contato: Prof. Anderson Barbosa de Moura 

(pesquisador responsável)  

Número do telefone: 049 2101 9119  

Endereço: Laboratório de Parasitologia e Doenças Parasitárias do 

CAV/UDESC 

Av. Luís de Camões, 2090 – Bairro Conta Dinheiro – Lages, SC. 
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Protocolo N
o
:___________ 

 

 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO 

  

Declaro que fui informado sobre todos os procedimentos da 

pesquisa e que recebi de forma clara e objetiva todas as 

explicações pertinentes ao projeto e que todos os dados a meu 

respeito serão sigilosos. Eu compreendo que neste estudo, as 

medições dos experimentos/procedimentos serão feitos em meu 

animal.  

  

Declaro que fui informado que posso me retirar do estudo a 

qualquer momento.  

  

 

______________________________________________________

________________  

Nome por extenso 

 

 

 

____________________________________, ____/____/____  

                                     (Localidade) 

 

 

______________________________________________ 

                                                                                                    

Assinatura 
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ANEXO IV 
Questionário Projeto Toxoplasma gondii Leite Ovino 
Protocolo N

o
:____________________ 

 
 

 

 

 

 

 

 
 

 

 


