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RESUMO 

A toxoplasmose é uma zoonose causada pelo protozoário Toxoplasma gondii (T. 

gondii). Apresenta relevância na saúde animal e humana devido os felídeos 

serem os únicos hospedeiros definitivos, e os humanos e outras espécies 

animais serem hospedeiros intermediários. No humano, a infecção é comum e a 

manifestação clínica tem maior importância em pessoas imunossuprimidas e na 

transmissão transplacentária. O consumo do leite cru ou não pasteurizado é 

considerado um fator de risco e possível via de transmissão de taquizoítos, como 

pode ser verificado em alguns estudos no leite caprino; entretanto, no leite 

bovino, há poucos estudos acerca da presença de T. gondii no leite dessa 

espécie. Desta forma, este estudo teve como objetivo pesquisar pela técnica 

molecular de Reação em Cadeia da Polimerase convencional (cPCR) e Nested 

PCR a presença de T. gondii em amostras de leite bovino de 102 tanques de 

expansão, coletadas de pequenas propriedades de agricultura familiar em oito 

municípios da região Centro-Oeste Paulista. A cPCR foi realizada com os primers 

TOX4/TOX5 e a Nested PCR foram realizadas com os primers TgNP1/TgNP2 e 

Tg18s48F/Tg18s359R.  Como resultado, foi possível detectar DNA de T. gondii 

em 19 amostras (18,63%). Para os primers TOX4 e TOX5, cinco amostras foram 

positivas (4,90%) e para os primers TgNP1/TgNP2, treze (12,74%) amostras 

foram positivas. Para o Filo Apicomplexa, com os primers Tg18s48F/Tg18s359R, 

uma (01) amostra foi positiva (0,98%), confirmando-se tratar-se de T. gondii, com 

100% de similaridade. Tais resultados indicam um alerta para a importância do 
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leite cru bovino como fonte de infecção para T. gondii, tendo em vista o hábito 

ainda muito comum do consumo e utilização do leite cru para a produção de 

queijo e manteiga em pequenas propriedades de agricultura familiar, cujo leite e 

derivados constitui-se como fonte de renda ao produtor.  

 

Palavras-chave: Diagnóstico; Leite; Saúde Única; Toxoplasmose; Zoonose. 
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ABSTRACT 

Toxoplasmosis is a zoonosis caused by the protozoan Toxoplasma gondii (T. 

gondii). It has relevance in animal and human health because felids are the only 

definitive hosts, and humans and other animal species are intermediate hosts. In 

humans, the infection is common and the clinical manifestation is more important 

in immunosuppressed people and in transplacental transmission. The 

consumption of raw or unpasteurized milk is considered a risk factor and possible 

route of transmission of tachyzoites, as can be seen in some studies in goat milk; 

however, in bovine milk, there are few studies about the presence of T. gondii. 

Thus, this study aimed to investigate the presence of T. gondii in 102 bulk tank 

milk samples, collected from small family farms in eight municipalities of Midwest 

region of São Paulo. cPCR was performed with TOX4/TOX5 primers and Nested 

PCR was carry out with TgNP1/TgNP2 and Tg18s48F/Tg18s359R primers. As a 

result, it was possible to detect T. gondii DNA in 19 samples (18.63%). For the 

TOX4 /TOX5 primers, five samples were positive (4.90%) and for the 

TgNP1/TgNP2 primers, thirteen (12.74%) samples were positive. For Phylum 

Apicomplexa, with primers Tg18s48F/Tg18s359R, one (01) sample was positive 

(0.98%), confirming that it was T. gondii with 100% similarity. These results 

indicate an alert for the importance of raw bovine milk as a source of infection for 

T. gondii, in view of the still very common habit of consumption and use of raw 

milk for the production of cheese and butter on small family farms, whose milk 

and dairy products constitutes a source of income for the producer. 
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1. INTRODUÇÃO 

A toxoplasmose é uma doença zoonótica causada pelo protozoário 

Toxoplasma gondii (T. gondii), um protozoário de distribuição mundial capaz de 

infectar todos os animais vertebrados e humanos (Dubey et al., 2020a). Estima-

se que T. gondii infecte um terço da população humana mundial (Pereira et al., 

2020).  

A prevalência desta enfermidade em humanos é elevada na Europa, 

América Central e do Sul, sendo que na Tailândia e Japão a prevalência é inferior 

a 20%; Austrália, Polônia, Reino Unido e Bélgica está entre 23 e 53%; Taiti e 

França com prevalência acima de 60%; e no Brasil as infecções variam de 50 a 

80% (Santos et al., 2016). Em função disso, T. gondii está entre os parasitos 

mais estudados entre os coccídeos e, devido sua importância médica e 

veterinária, faz com que muitos aspectos de biologia e epidemiologia continuem 

sendo pesquisados (Dubey et al., 2020a). 

Neste contexto, este protozoário é apontado como a terceira maior causa 

de mortes em humanos por alimentos nos Estados Unidos (Dubey et al., 2020a). 

O referido parasito possui grande relevância em termos de Saúde Única, por ser 

uma das principais causas de abortamentos em mulheres, e costuma 

desenvolver manifestações clínicas mais graves em pacientes imunossuprimidos 

(Azevedo Filho et al., 2020). 

Além do contato com oocistos ou ingestão de cistos teciduais, 

principalmente pelo consumo de carne crua ou malcozida de animais infectados, 
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o leite cru é considerado um fator de risco e possível via de transmissão de 

taquizoítos (Sah et al., 2019).  

Bovinos são susceptíveis à infecção causada por T. gondii, mas parecem 

apresentar resistência ao desenvolvimento da patogenia, o que indica que o 

parasita não persiste por muito tempo nos seus tecidos (Sah et al., 2019). No 

entanto, os autores destacaram que a infecção é muito comum nesta espécie e 

que, boas práticas de manejo podem influenciar em uma soropositividade mais 

baixa para a doença em bovinos. 

Os pastos contaminados com oocistos são a principal via de transmissão 

para esses animais e como o sistema extensivo de criação de bovinos é muito 

comum no Brasil, favorece a infecção toxoplásmica nessa espécie que, embora 

apresentem resistência, podem se infectar e não desenvolverem os sintomas 

clínicos (Chiebao et al., 2019). 

Na literatura, trabalhos com pesquisa de T. gondii em leite de tanque de 

expansão são mais comuns em caprinos.  Tignon et al. (2017) pesquisaram T. 

gondii em amostras de leite bovino de tanque de expansão, procedentes de 

diferentes países, tais como Alemanha, Dinamarca, Países Baixos e França. 

Assim, demonstraram que a pesquisa do agente a partir de amostra de leite de 

tanque de expansão pode ser útil para diagnóstico rápido e confiável da infecção, 

além de ser uma alternativa às amostras de sangue, devido a facilidade de 

coleta, pois pode ser feita por funcionários não especializados e ser menos 

invasivo para os animais, proporcionando o bem-estar e reduzindo perdas de 
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produção devido ao estresse (Gazzonis et al., 2018). Ademais, pode ser uma 

ferramenta de diagnóstico válida em um monitoramento ou investigação de 

programa de saúde de rebanhos, principalmente em grande escala (Tignon et 

al., 2017). 

 

2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

2.1 Histórico 

O agente etiológico da toxoplasmose foi descrito em 1908, quase que 

simultaneamente, em dois países distintos. Na Tunísia, localizado no Norte da 

África, Nicolle e Manceaux relataram a presença de um parasito intracelular no 

baço e no fígado do roedor Ctenodactylus gundi. Na época, estes pesquisadores 

acreditaram se tratar de uma forma particular de Leishmania spp., sendo assim 

denominada Leishmania gondii (Dubey et al., 2012). No mesmo ano, em São 

Paulo, Brasil, Splendore infectou experimentalmente coelhos da espécie 

Oryctolagus cuniculus e comparou o protozoário com o agente da leishmaniose 

visceral. Entretanto, um ano depois, em 1909, Nicolle e Manceaux, constataram 

que se tratava de um novo parasito, sendo, então, criado o gênero Toxoplasma. 

A sua nomeação ocorreu de forma definitiva em 1909, por estes mesmos 

pesquisadores, que o denominaram T. gondii, baseado na forma dos taquizoítos 

do protozoário (toxon = arco e plasma = célula) e “gondii” devido sua descoberta 

no roedor da espécie Ctenodactylus gundii (Nobuto et al., 1960; Vaz et al., 2011; 

Dubey et al., 2012). 



 
30 

 
 
 
 

O primeiro relato de toxoplasmose humana ocorreu em 1913, quando 

Castellani, no Sri Lanka, descreveu o primeiro caso da doença em um menino 

com quadro febril e com esplenomegalia (Simões et al., 2015). Fedorovitch, em 

1916, observou organismos semelhantes relatados por Castellani em amostra de 

sangue de um menino de 10 anos de uma região do Mar Negro que apresentava 

anemia, febre e esplenomegalia. Além disso, Chalmers e Kamar em 1920 

relataram organismos semelhantes em um soldado no Sudão que tinha dor de 

cabeça crônica, febre e diarreia. Entretanto, esses casos foram estudados de 

forma incompleta e como possível diagnóstico, os sintomas sugerirem a infecção 

pelo protozoário Leishmania spp. (Weiss, Dubey, 2009). 

Em 1923, na cidade de Praga, um oftalmologista chamado Janku, relatou 

de modo inédito a toxoplasmose congênita humana em uma criança de 11 anos 

de idade com hidrocefalia e cegueira, que veio a falecer. Em um corte histológico 

do globo ocular após necropsia deste paciente, foi observada a presença de 

parasitos na retina. No Brasil, em 1927, Carlos Bastos Magarinos Torres 

evidenciou esta doença pela primeira vez em pessoas no Rio de Janeiro a partir 

da descrição de microrganismos em cortes histológicos do cérebro, miocárdio e 

músculos esqueléticos de um bebê que faleceu aos 29 dias de vida (Oréfice et 

al., 2010). 

Em relação à toxoplasmose congênita, em 1939, nos Estados Unidos, 

Wolf, Cowen e Paige descreveram o primeiro caso de em um recém-nascido que 

morreu com 30 dias de vida que apresentava encefalite, mielite e meningite (Vaz 
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et al., 2011). Posteriormente, em 1942, foram evidenciados os sinais clínicos 

típicos (hidrocefalia, microcefalia, coriorretinite e calcificação intracraniana), 

conhecidos como tétrade de Sabin (Simões et al., 2015). Mais tarde, em 1948, 

foi desenvolvido um teste sorológico: o clássico teste do corante (dye test) de 

Sabin-Feldman. Por meio da execução deste exame, houve um incremento no 

diagnóstico laboratorial desta enfermidade, que permitiu a realização de 

inquéritos epidemiológicos (Vaz et al., 2011).  

No ano de 1953, a infecção toxoplásmica foi diagnosticada com 

pioneirismo na espécie bovina por Sanger e colaboradores, em Ohio, EUA, pois 

foi induzida artificialmente sintomatologia clínica em bovinos jovens e adultos 

semelhante aos animais naturalmente infectados pelo coccídio (Gomes et al., 

2020). 

Posteriormente, foi elucidado cientificamente que são produzidos oocistos 

como produto da fase sexuada do T. gondii (Frenkel et al., 1970) e foi provado 

que os únicos mamíferos que excretam oocistos deste parasito são os felídeos 

domésticos e selvagens (Miller et al., 1972; Vaz et al., 2011). Portanto, os 

pesquisadores supramencionados, contribuíram substancialmente para a 

compreensão da epidemiologia desta zoonose. 

 

2.2 Ciclo de vida 

O parasito T. gondii apresenta três formas evolutivas: taquizoítos, 

bradizoítos (contidos no interior dos cistos teciduais) e esporozoítos (dentro dos 
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oocistos). Os taquizoítos infectam a célula do hospedeiro via penetração ativa da 

membrana celular e tornam-se envoltos pelo vacúolo parasitóforo que os 

protegem dos mecanismos de defesa do hospedeiro (Dubey et al., 2004). Com 

multiplicação rápida e reprodução assexuada por sucessivas divisões binárias, 

causam destruição das células infectadas, rompem a célula do hospedeiro e se 

disseminam por via hematogênica (Dubey et al., 2012). Eles medem cerca de 4 

x 9 μm de comprimento e 2 x 4 μm de diâmetro (Santos et al., 2016). 

Na sequência, evoluem para outro estágio, em que se apresentam sob 

formas parasitárias denominadas cistos teciduais. Os bradizoítos, que estão 

interiorizados dentro destes cistos, representam a forma de resistência do T. 

gondii e sua multiplicação é lenta, nos hospedeiros intermediários. Estas formas 

evolutivas variam de tamanho, sendo que os menores medem aproximadamente 

cinco micrometros e podem conter apenas dois bradizoítos; os maiores podem 

conter vários destes. No cérebro, os cistos são esféricos e atingem no máximo 

70 μm de diâmetro; já os intramusculares podem atingir até 100 μm. Os oocistos 

não esporulados medem cerca de 10 μm x 12 μm de diâmetro, enquanto os 

esporozoítos de 2 μm x 8 μm de diâmetro (Dubey et al., 2004).  

 

2.3 Epidemiologia 

T. gondii acomete animais de produção, silvestres, domésticos, além do 

ser humano. Pode causar infecção assintomática ou quadros sistêmicos graves, 

bem como prejuízos à saúde pública e à produção animal (Dubey et al., 2020a). 
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T. gondii é descrito como coccídeo que forma cistos nos tecidos e 

apresenta um ciclo de vida heteroxênico, com fase assexuada em vários tecidos 

dos hospedeiros intermediários, herbívoros ou onívoros; e associada à fase 

sexuada com desenvolvimento no intestino do hospedeiro definitivo (Delgado 

Betancourt et al., 2019). 

Os felídeos são considerados hospedeiros definitivos e espécies-chaves 

na transmissão do T. gondii, por serem os únicos hospedeiros que albergam o 

parasito no epitélio intestinal, promovem a sua reprodução sexual e excretam 

oocistos nas fezes (Delgado Betancourt et al., 2019). 

O intestino tem função fundamental no ciclo do T. gondii, pois quando o 

protozoário chega à mucosa intestinal, enfrenta uma barreira imunológica 

caracterizada especialmente pela presença da IgA, que desempenha um papel 

importante no combate a infecção oral do T. gondii, e uma barreira física formada 

pelos enterócitos. Para vencer a barreira física, o parasito desenvolveu várias 

estratégias de aderência, invasão dos enterócitos e disseminação além do 

epitélio. O ciclo enteroepitelial do T. gondii (fase sexuada) ocorre no interior dos 

enterócitos, e mais raramente no interior de células caliciformes de felinos. Os 

enterócitos rompem-se durante a eliminação dos oocistos e temporariamente a 

barreira intestinal fica comprometida (Delgado Betancourt et al., 2019). 

Os esporozoítos podem passar pelos enterócitos e células caliciformes do 

epitélio ileal duas horas após a infecção e entrar na lâmina própria onde os 

parasitas se diferenciam (Delgado Betancourt et al., 2019). 
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Nos gatos, a toxoplasmose clínica apresenta-se mais grave em fetos 

infectados via transplacentária, que podem desenvolver hepatite ou 

colangiohepatite, pneumonia e encefalite, além de apresentar sinais de ascite, 

letargia e dispneia. Nos adultos, são observados sinais de hepatite e 

acometimento abdominal, insuficiência hepática e colangite hiperplásica, enterite 

extra-intestinal, doença inflamatória intestinal e espessamento da parede 

gástrica. A doença pode ser rapidamente fatal em gatos, com sinais respiratórios 

ou neurológicos graves (Calero-Bernal e Gennari, 2019). Se ocorrer 

manifestações clínicas, os órgãos mais comumente afetados são os olhos e 

pulmões. Aproximadamente 75% dos animais com uveíte são soropositivos para 

T. gondii (Negri et al., 2013). 

A toxoplasmose em ovinos e caprinos é bem conhecida na literatura e a 

principal via de transmissão para ambos é por meio da ingestão de pastagens e 

água contaminada com oocistos esporulados do parasito. Comparativamente a 

outros animais de abate, T. gondii é mais patogênico para os caprinos, pois o 

parasito causa morte fetal, mumificação, natimortalidade, abortos ou nascimento 

de animais debilitados, ocasionando perda econômica aos criadores (Garcia et 

al., 2012). 

A caprinocultura apresenta prejuízos causados por doenças infecciosas e 

parasitárias, como a toxoplasmose.  Os pequenos ruminantes desenvolvem 

níveis muito elevados de anticorpos IgG anti-T. gondii durante a infecção aguda, 

os quais podem persistir por anos, na fase de latência (Nunes et al., 2016). 
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Portanto, a toxoplasmose em ovinos e caprinos está relacionada diretamente 

com episódios abortivos, sendo a maior causa de complicação reprodutiva em 

todo o mundo (Stelzer et al., 2019). 

T. gondii viável já foi isolado de carne, leite e queijo de cabra. A 

transmissão horizontal acontece após a ingestão de cistos em carnes malcozidas 

ou pelo consumo de alimentos contaminados com oocistos esporulados, bem 

como pelo leite cru de cabra e ovelha. O papel zoonótico de T. gondii foi 

demonstrado uma vez que o consumo de carne crua/ malcozida ou leite 

contaminados causa infecção humana (Sah et al., 2019). 

A toxoplasmose clínica grave em suínos é considerada rara e epizootias 

de toxoplasmose foram relatadas no Japão, Cingapura e Taiwan, sendo raros 

surtos em outros países. Alguns levantamentos sorológicos indicam que 30% 

dos porcos domésticos são expostos ao T. gondii mundialmente. Além disso, foi 

relatado na literatura que este parasito fica viável na carne suína de tecidos 

abatidos em frigorífico (Dubey et al., 2020b). 

T. gondii foi reconhecido pelas Autoridades Europeias para a Segurança 

dos Alimentos (EFSA) com riscos para a saúde pública em suínos a ser avaliado 

durante a inspeção da carne. Além disso, na última década o DNA do T. gondii 

em carne de porco processada ou em produtos de carne de porco curada 

levantou questões sobre a segurança desses produtos (Dubey et al., 2020b). 

A toxoplasmose em equinos apresenta uma baixa prevalência em relação 

as outras espécies, pois são animais que apresentam mais resistência no 
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desenvolvimento clínico, mas quando manifestam sintomas são caracterizados 

por hiperirritabilidade, incoordenação motora, distúrbios oculares e abortamento. 

O risco de contrair uma infecção via ingestão da carne dessa espécie é baixa e, 

por isso, não se dá importância epidemiológica significativa por esta via. 

Entretanto, ainda assim é uma fonte de infecção de cistos de T. gondii e, desta 

forma, considera-se com risco à saúde pública em indivíduos que tem o hábito 

de consumir esta carne. Em zoológicos, alguns animais são alimentados com 

este tipo de carne, principalmente felídeos silvestres, tornando-se, portanto, uma 

via de transmissão importante para hospedeiros definitivos (Millar et al., 2008).  

T. gondii viável pode persistir em tecidos comestíveis até 476 dias após a 

infecção nos cavalos e os animais que estiverem infectados podem permanecer 

soronegativos ou desenvolver apenas um baixo título de anticorpos específicos 

em testes sorológicos específicos como a técnica de Aglutinação Direta 

Modificada (MAD) (Stelzer et al., 2019). 

As aves, em especial galinhas de criadouros, podem conter cistos 

teciduais de T. gondii e representam risco de infecção ao ser humano, 

principalmente pela manipulação da carne sem cuidados higiênicos ou pelo 

consumo de carne crua ou malcozida (Beck et al., 2013). As galinhas domésticas 

são consideradas um bom indicador da contaminação do solo por oocistos de T. 

gondii e quando estão presentes em regiões de elevada prevalência de infecção 

pelo parasita em humanos, são utilizados como animais sentinelas, devido ao 

hábito de ciscar e de sua suscetibilidade ao protozoário. Por sua vez, quando 
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criadas em sistema intensivo tem menor probabilidade de contato com as vias 

de transmissão parasitária e apresentam baixa prevalência ao T. gondii (Stelzer 

et al., 2019). 

As implicações da toxoplasmose estão relacionadas diretamente aos gru-

pos de risco como gestantes, crianças e indivíduos imunodeprimidos. É uma do-

ença de notificação compulsória, ou seja, todos os casos positivos de toxoplas-

mose aguda devem ser notificados (Brasil, 2018).  

Nos indivíduos imunocompetentes, a toxoplasmose manifesta-se quase 

sempre de forma subclínica, sem repercussões mais sérias na maioria dos ca-

sos; entretanto, é preciso chamar atenção para a toxoplasmose ocular, pois 

cerca de 85% dos recém-nascidos (RN) com toxoplasmose congênita não apre-

sentam sinais clínicos evidentes ao nascimento. Contudo, com o uso de uma 

avaliação mais detalhada, pode mostrar alterações, tais como restrição do cres-

cimento intrauterino, prematuridade, anormalidades liquóricas e cicatrizes de re-

tinocoroidite.  

Quando presentes, as manifestações clínicas podem ser encontradas no 

período neonatal ou ao longo dos primeiros meses de vida; também podem surgir 

sequelas da doença que não foram previamente diagnosticadas na adolescência 

ou na idade adulta. Dentre os RN assintomáticos, estima-se que 85% apresen-

tarão cicatrizes de retinocoroidite nas primeiras décadas de vida, podendo evoluir 
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em anormalidades neurológicas. A maior gravidade tem sido identificada, possi-

velmente devido à exposição a cepas mais virulentas do T. gondii ou a maior 

suscetibilidade da população (Brasil, 2018). 

A frequência da toxoplasmose é variável nos diversos países e esta 

variabilidade está ligada a fatores como padrões culturais da população, hábitos 

alimentares, idade e procedência rural ou urbana (Mareze et al., 2019). 

As principais vias de transmissão de T. gondii para o ser humano são pela 

ingestão de alimentos de origem animal e vegetal, bem como pela água 

contaminada por oocistos esporulados (Blaga et al., 2019). 

A prática da não cocção adequada de produtos cárneos foi introduzida 

principalmente nos países por questões culturais. No Brasil, por exemplo, esses 

hábitos estão fortemente arraigados, o que favorece a ocorrência desta doença 

(Gomes et al., 2020) e sua consequente disseminação, uma vez que existe 

evidência de que os cistos permanecem viáveis nos tecidos musculares dos 

animais após o abate (Azevedo Filho et al., 2020).  

Importante mencionar que este protozoário não pode ser detectado 

visualmente durante a inspeção da carne; assim, o processamento incorreto e o 

consumo deste alimento podem infectar os consumidores (Olsen et al., 2019), 

uma vez que espécies de animais de produção (Costa et al., 2010), inclusive 

bubalinos, são suscetíveis a doença (de Barros et al., 2020).  

Neste contexto, um fator preocupante é a informalidade dos mercados 

alimentares, onde acontece o abate clandestino de carne bovina, que pode 
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propiciar a propagação desta zoonose (Marinho et al., 2020). Vale destacar que 

a maior parte da carne bovina é consumida no Brasil, principalmente nas regiões 

Sul e Sudeste do país (Witter et al., 2020). Assim, pelo potencial de mercado 

nacional deste produto e por diversos relatos de isolamento de T. gondii em 

bovinos, a relevância dessa infecção nesta espécie animal não pode ser 

negligenciada (Gomes et al., 2020). 

Por sua vez, os bovinos se infectam por T. gondii, mas aparentemente 

parecem apresentar resistência, havendo indício de que este parasito não 

persiste por muito tempo em seus tecidos. No entanto, esta infecção é muito 

comum na espécie em questão e a adoção de boas práticas de manejo, pode 

propiciar menor ocorrência desta doença (Dubey et al., 2012). 

A toxoplasmose congênita em bovinos, embora não seja frequentemente 

relatada na literatura, merece atenção, pois essa via de transmissão acontece 

comumente e a virulência da cepa T. gondii influencia na possível transmissão 

por esta via (Santos et al., 2016). Isso foi observado em um estudo com vacas 

infectadas experimentalmente das quais foram isolados T. gondii do cérebro e 

fígado em quatro vacas, da placenta de duas vacas e do conteúdo gástrico de 

dois fetos. Outra observação foi que uma fêmea abortou 24 dias após a 

inoculação intravenosa de T. gondii. Esses dois fatos sugerem que há 

variabilidade na patogenicidade de diferentes cepas deste protozoário, 

principalmente quando se trata de problemas reprodutivos em bovinos (Santos 

et al., 2016). 
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2.4 Toxoplasmose em bovinos 

Os pastos contaminados com oocistos esporulados de T. gondii são a 

principal via de transmissão para animais de produção e, como o sistema de 

criação extensivo é muito comum no Brasil, isso favorece a infecção 

toxoplásmica nestes hospedeiros que, embora apresentem resistência, podem 

se infectar e não desenvolver os sintomas clínicos (Adesiyun et al., 2020), que 

geralmente são inespecíficos e leves (Azevedo Filho et al., 2020).   

Em pesquisas já foi demonstrado que anticorpos para T. gondii vêm sendo 

observados mundialmente em bovinos. No entanto, há dificuldade em se 

investigar suas taxas de prevalência.  No Brasil, por exemplo, essa enfermidade 

encontra-se amplamente disseminada entre os bovinos por todo país, embora as 

porcentagens possam variar de acordo com a região. O alto predomínio de 

reagentes relatado na literatura fortalece a hipótese de que esses ruminantes 

são fonte de infecção tanto para consumidores quanto para indivíduos que 

trabalham em contato direto com este tipo de alimento cru ou malcozido (Stelzer 

et al., 2019; da Costa et al., 2019; Pereira et al., 2020). 

No Brasil, A frequência de ocorrência de anticorpos de T. gondii varia de 1 

a 89,1%, com base em dados de 1978 a 2018 e dependendo da região avaliada. 

Apesar do país ter um dos maiores rebanhos bovinos comerciais do mundo, os 

dados de frequência de ocorrência estão disponíveis apenas em alguns estados. 

Sendo assim, a frequência de ocorrência de anticorpos contra T. gondii nos 

rebanhos da região Norte (45,5%) é a mais alta, seguida do Centro-Oeste 
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(42,2%), Sul (23,4%), Sudeste (17%) e Nordeste (13,4%) (Gomes et a., 2020). A 

baixa frequência de ocorrência de T. gondii na região Sudeste ressalta a 

importância deste estudo. 

 

2.5 Toxoplasma gondii no leite para consumo humano 

O leite é tido como alimento completo, principalmente para crianças e 

idosos, devido ao seu alto teor de proteínas, minerais, gorduras e vitaminas. Por 

serem consumidos por milhões de pessoas ao dia, a qualidade higiênica do leite 

e seus derivados é de grande importância na saúde pública, visto que em uma 

contaminação pode causar infecções ao homem e outros animais (Dehkordi et 

al., 2013). 

Na literatura foi demonstrado que o leite contaminado com taquizoítos 

pode causar toxoplasmose em humanos, o que facilita a disseminação da 

infecção no organismo e inclusive a transmissão para a prole em casos 

gestacionais. Além do contato com oocistos pela comida, o leite cru é 

considerado um fator de risco e possível via de transmissão de taquizoítos. 

Apesar destes serem muito sensíveis ao pH ácido do estômago, já foi 

evidenciada transmissão de T. gondii via leite, assim como a sobrevivência dos 

taquizoítos por vários dias (Koethe et al., 2017). 

As formas de taquizoítos que chegam ao estômago podem ser destruídas, 

mas as que penetram na mucosa oral podem evoluir como oocistos e cistos. 

Após a liberação dos taquizoítos na circulação, caso o animal seja uma fêmea 
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gestante pode ser transmitido para o feto, parasitando-o (Marinho et al., 2020). 

Além da infecção ser causada pelos taquizoítos no leite, pode acontecer 

pela excreção do cisto tecidual porque durante a pré-lactação, as células 

mamárias podem abrigar cistos de T. gondii. Os cistos também podem ser 

excretados pelas células da glândula mamária por exocitose, permitindo a 

contaminação do leite dentro da membrana. Essa infecção pode-se agravar pela 

diminuição da concentração de enzimas proteolíticas no intestino de crianças e 

animais lactantes, o que proporciona o aumento da sobrevivência das formas 

deste parasito (Boughattas, 2015). 

Assim, a infecção por T. gondii é comumente encontrada em crianças de 

áreas rurais, principalmente em crianças que estão em fase de amamentação 

cuja mãe adquiriu toxoplasmose, evidenciando-se a importância do leite como 

fator de disseminação do parasito (Boughattas, 2015). 

O leite não pasteurizado ou processado inadequadamente e o queijo 

fresco elaborado com leite cru (ou não pasteurizado) são importantes fontes de 

alimento nas áreas rurais e também nas áreas urbanas, onde ocorre a 

comercialização do leite cru de maneira informal ou clandestina (Badini et 

al.,1996) e podem ser vias de transmissão de T. gondii, por taquizoítos, para o 

ser humano (Hiramoto et al., 2001). Os taquizoítos estão presentes no leite não 

pasteurizado, sendo mais comum na literatura relatos em leite cru de cabras 

(Marana et al., 1995) e ovelhas (de Barros et al., 2020). Devido os bovinos 

apresentarem resistência ao protozoário, os estudos são escassos com relação 
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ao leite nessa espécie (Costa et al., 2010). 

No leite de búfalas que também é utilizado para o consumo humano, 

estima-se que a prevalência de anticorpos nessa espécie varia de 0 a 87,79% 

(de Barros et al., 2020).  

Um trabalho no Irã realizou bioensaio em gatos para isolar T. gondii a partir 

do leite de búfala e, para isso, os animais foram alimentados com 50 mL de leite 

por três dias com amostras de leite cru de 33 rebanhos de búfalas coletadas de 

animais clinicamente saudáveis e sem alterações físicas do leite indicando a 

presença do T. gondii. Além disso, as 164 amostras de leite de búfala coletadas 

foram submetidas ao ELISA. Como resultado ao bioensaio, todos os gatos 

eliminaram oocistos nas fezes e, com relação ao ELISA, cinco (3,65%) amostras 

foram reagentes para T. gondii. Ambos resultados sugerem a viabilidade dos 

taquizoítos no leite e a importância do leite cru na transmissão de T. gondii para 

o homem (Dehkordi et al., 2013). 

Na Mongólia, amostras de leite foram coletadas de 19 rebanhos, 

perfazendo-se um total de 59 cabras, 58 ovelhas e 9 camelas. O DNA do T. gondii 

foi detectado no leite de uma ovelha e em cinco camelas. Este resultado 

demonstra a importância dos camelos no ciclo de vida deste protozoário, sendo 

considerado o primeiro relato de detecção do parasito no leite de camelas e a 

primeira caracterização genotípica na Mongólia com a presença do genótipo tipo 

I, o que é preocupante, pois associa-se com toxoplasmose congênita humana 

em comparação com outras linhagens (Iacobucci et al., 2019). 
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A prevalência de T. gondii foi pesquisada também em jumentas prenhas, 

pelas técnicas de ELISA e Nested PCR, tendo em vista que, apesar da carne 

não ser consumida pelo ser humano, no Brasil, o leite é uma fonte de alimento 

comum em zonas rurais e pobres sem controle de qualidade. Como resultado, 

foram detectados anticorpos contra T. gondii no leite em 46,3% das amostras, 

com a técnica de ELISA e três de seis amostras de leite testadas foram positivas 

à PCR (Boughattas, 2015). Ressalta-se que na China o consumo de carne de 

jumento e burro é uma iguaria e, em duas notificações do país, dos 738 jumentos 

e 1278 burros, apresentaram soroprevalências de 23,6% e 16,7% para T. gondii, 

respectivamente (Dubey et al., 2020a). O consumo dessa carne difere dentre 

outros países, como os Estados Unidos, no qual a criação de burros e jumentas 

é considerado como passatempo e com fins reprodutivos, além de serem usados 

como meio de transporte, vendas de produtos lácteos e exportação da carne do 

animal; no entanto, 6,4% de 373 burros apresentaram soroprevalência para T. 

gondii (Dubey et al., 2020a). 

Embora pouco relatado na literatura, o leite de jumenta devido sua 

composição ser mais próxima do leite da mulher – pobre em proteínas e gordura 

e rico em lactose – é sugerido como um substituto para bebês, crianças e adultos 

com alergia ao leite, pois uma das propriedades deste leite é a sua capacidade 

de modular o sistema imunológico do idoso como a resposta imunológica da 

mucosa intestinal, sendo indicado principalmente para idosos. Além disso, esse 

leite é recomendado para auxiliar na prevenção de aterosclerose e na terapia do 
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tumor ou no tratamento da conjuntivite, de acordo com algumas crenças étnicas 

(Boughattas, 2015). 

Referente ao leite de ovelhas, há uma escassez de estudo com o leite 

ovino e sobre o seu potencial de transmissão de T. gondii para o ser humano; 

entretanto, um estudo feito no Nordeste do Brasil por Silva et al. (2015), 

coletaram amostras de sangue e leite do mesmo animal e submeteram as 

amostras de sangue à técnica de Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI), 

e as amostras de leite à PCR convencional. Como resultado 15,78% (9/57) 

ovelhas foram soropositivas a RIFI e nenhuma positividade à PCR (Silva et al., 

2015).  

A técnica de PCR pode apresentar uma maior sensibilidade em relação à 

detecção de anticorpos IgG, já que, em uma fase aguda, a técnica de PCR 

poderá identificar os taquizoítas circulantes no leite em um período médio de 12 

a 15 dias após a infecção, com a presença dos taquizoítos. Nesta fase, a 

sorologia para T. gondii em relação aos anticorpos IgG será não reagente, sendo 

somente reagentes nas primeiras duas semanas a dois meses após o início da 

infecção, em que ocorrerá o pico de produção de anticorpos. A partir desta fase, 

os taquizoítos passam para a forma de bradizoítos, o qual se alocam nos tecidos, 

não sendo detectados em fluidos corporais (Silva et al., 2015). 

A detecção do T. gondii no leite indica a possibilidade da transmissão pelo 

consumo de leite cru e derivados não pasteurizados, bem como representa risco 

à saúde pública (Silva et al., 2015). 
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No leite de cabra, T. gondii tem se mostrado viável e em quantidade 

suficiente para infectar camundongos e gatos, tanto no leite cru quanto em 

produtos de queijo produzidos com enzimas frias (Iacobucci et al., 2019). 

Sabe-se que a ingestão de leite de cabra não pasteurizado é uma fonte 

de infecção para os humanos, pois a excreção de taquizoítos no leite pode 

desempenhar um papel na transmissão horizontal da infecção por T. gondii 

(Camossi et al., 2011). A ingestão deste leite e seus derivados contaminados 

com T. gondii é uma das formas de transmissão, principalmente em bebês 

alérgicos ao leite de vaca (Luptakova et al., 2014). A substituição do leite de vaca 

para o leite de cabra para os bebês alérgicos acontece porque a estrutura da 

caseína do leite de cabra é semelhante ao leite humano, além de ser facilmente 

digerido, devido ao tamanho menor de gordura, ser alcalino e tolerado por 

pessoa com intolerância à lactose, conter maior quantidade de colesterol que o 

leite de búfala ou camelo, com mais cálcio que o leite de vaca, porém com 

quantidade menor das vitaminas B6 e B12 (Boughattas, 2015). 

O DNA de T. gondii em leite de cabra foram relatados por Bezerra et al. 

(2013) e Silva et al. (2015) no Nordeste do Brasil. Em ambos os estudos foram 

coletados amostras de sangue e leite do mesmo animal. As amostras de sangue 

foram submetidas à RIFI, e as amostras de leite, à PCR. Os resultados foram 

semelhantes em ambos, tendo positividade das amostras para RIFI e PCR. A 

presença de DNA de T. gondii no leite não confirma a viabilidade do parasita, 

porém sugere a possibilidade de a transmissão ocorrer pelo consumo de leite cru 
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e de seus subprodutos, como queijo e manteiga (Bezerra et al., 2013). 

Embora os taquizoítos sejam sensíveis às condições ambientais e às 

enzimas proteolíticas presentes no estômago, o leite de cabra tem sido 

associado a surtos de toxoplasmose em humanos. Entre janeiro de 2000 a março 

de 2013, o Ministério da Saúde constatou mais de 8.000 surtos de doenças 

transmitidas por alimentos (DTA) e, desse total, cinco surtos foram causados pelo 

T. gondii (Silva et al., 2015). 

Pesquisas com leite de tanque de expansão para detecção do T. gondii 

são mais comuns em caprinos e escassos em bovinos, sendo efetuados apenas 

em países europeus como Alemanha, Dinamarca, Países Baixos e França 

(Tignon et al., 2017). Assim, a alta soropositividade para T. gondii e a presença 

do DNA no leite é um fator de risco para a população humana se houver o 

consumo do leite cru (Sah et al., 2018). 

No norte da Itália foi detectado pelo teste de ELISA a imunoglobulina G 

anti-T. gondii em amostras de leite de cabras em tanques de expansão (Gazzonis 

et al., 2018). Em Bangladesh, foi verificado pelo teste de ELISA, que a ocorrência 

de anticorpos era significativamente maior em caprinos (16%) do que em bovinos 

(8,3%). No entanto, a considerável soroprevalência nestas espécies denota uma 

fonte de infecção em potencial pela possibilidade de consumo da carne crua ou 

malcozida, bem como da ingestão de leite destes animais, visto que a alta 

soropositividade para T. gondii e a presença do DNA no leite é um fator de risco 

para a população humana se houver o consumo do leite cru (Sah et al., 2018). 
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T. gondii pode ser transmitido para o ser humano pela via vertical, por 

meio de taquizoítos, os quais são transmitidos via placenta ao feto ou pela via 

horizontal. Nesse hospedeiro, pode desenvolver aborto e infecção congênita até 

doença ocular e encefalite fetal em hospedeiros imunocomprometidos, como em 

pacientes infectados pelo HIV (Dehkordi et al., 2013). 

O consumo de leite contaminado pode causar doenças em humanos, pois 

o leite dos animais afetados contém taquizoítos, o que facilita a transmissão para 

a prole. T. gondii é a terceira causa de morte por alimentos nos Estados Unidos 

(Dehkordi et al., 2013). 

No Brasil, estima-se um consumo anual de 9,8 kg de leite cru per capita, 

com 40% do queijo produzido de maneira artesanal em que a maioria dos 

produtores fabrica o queijo seguindo os métodos tradicionais de forma 

rudimentar, sem respeitar a legislação vigente com o devido controle de 

qualidade, voltado ao comércio local (Silva et al., 2015). Assim, a transmissão de 

T. gondii via leite e seus derivados não pasteurizados ou processados 

inadequadamente, é importante, tanto nas áreas rurais quanto urbanas. 

 

2.6 Surtos de toxoplasmose humana no Brasil 

Em 1966, ocorreu um dos primeiros surtos antes da descoberta do oocisto 

em 1970. De um total de 500 estudantes da Universidade de São José dos 

Campos - SP, 99 se sentiram doentes e fizeram sorologia, com todos 

apresentando soropositividade e altos títulos de anticorpos, pelo teste de corante 
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(Sabin-Feldman) e teste de anticorpos fluorescentes indiretos (Reação de 

Imunofluorescência Indireta). O surto durou dois meses, de março a maio de 

1966, e os sintomas apresentados por 97 pacientes foram febre, linfadenopatia, 

mialgia, astenia e cefaleia. A causa deste surto é desconhecida, porém 

provavelmente deve-se à ingestão de alimentos/água contaminados com 

oocistos (Dubey et al., 2021) 

Em 2001, no município de Santa Isabel do Ivaí, no Paraná, houve um surto 

de toxoplasmose que impactou nos âmbitos social, econômico e médico, pois 

detectou 294 casos de toxoplasmose e atingiu o pico entre novembro de 2001 e 

janeiro de 2002. Os sintomas de toxoplasmose aguda (febre, linfadenopatia, 

mialgia, cefaleia, anorexia e artralgia) foram presentes em 155 pessoas. Um total 

de 3.868 pessoas foram testadas sorologicamente para anticorpos IgM e IgG, o 

qual 454 indivíduos foram positivos para IgM. Das pessoas IgM positivas, foram 

observados por oftalmologistas lesões oculares, rinite necrosante e clareamento 

focal da retina. Após um ano do surto, alguns indivíduos desenvolveram lesões 

necrosantes envolvendo a mácula (Dubey et al., 2021). 

Além disso, de dez mulheres soropositivas durante a gravidez, uma 

apresentou aborto, porém em três não houve infecção congênita. Seis bebês 

nasceram com toxoplasmose congênita e um morreu aos 9 meses. Uma mulher 

apresentou envolvimento tetra-ocular, ou seja, tanto da mãe quanto do filho 

foram afetados. Cinco crianças infectadas congenitamente foram acompanhadas 

clinicamente por 13 anos, pois no momento do surto as mães estavam no terceiro 
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trimestre, tendo-se todas apresentado lesões oculares. Quatro crianças foram 

submetidas a testes neurológicos porque tinham dificuldades de aprendizagem. 

A causa do surto aconteceu porque as duas cisternas subterrâneas que 

abasteciam a cidade não eram completamente vedadas e a água não era filtrada 

por cloração antes do consumo humano; além disso, uma gata que morava perto 

da área da cisterna deu à luz três filhotes em outubro de 2001. Os filhotes viviam 

no topo da cisterna de água e um deles ficou preso, o qual era soropositivo para 

anticorpos anti- T. gondii. O parasito viável foi isolado da água servida pela 

cisterna. Esta foi a primeira infecção causada por oocistos de T. gondii em água 

e foi relatada como sendo o maior surto da doença até então (Dubey et al., 2021). 

Em 2006, em São Luís no Maranhão, um surto de toxoplasmose aguda foi 

relatado. De 90 pessoas testadas sorologicamente, 33 foram soropositivas para 

IgM com toxoplasmose aguda. Dos casos, 20 eram mulheres e uma delas estava 

grávida. O surto durou quatro meses, de maio a agosto de 2006 e os sintomas 

relatados foram linfadenopatia, febre e cefaleia. A causa está correlacionada ao 

consumo de água filtrada em torneira (Rego e Silva et al., 2019; Dubey et al., 

2021). 

Em 2009, no município de Araraquara em São Paulo, 11 de 25 pessoas 

apresentaram evidências sorológicas de toxoplasmose aguda. Como sintomas 

apresentaram febre, linfadenopatia, cefaleia, mialgia e anorexia. A causa foi o 

consumo de saladas e vegetais que era servido no restaurante da empresa no 

qual esses indivíduos trabalhavam (Ekman et al., 2012; Dubey et al., 2021). 
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Em 2015, na cidade de Londrina, Paraná, dos 772 funcionários de uma 

instituição de pesquisa, 674 foram testados para anticorpos anti-T. gondii e 73 

foram reagentes para toxoplasmose aguda; 54 pacientes apresentaram sintomas 

de linfadenomegalia, febre, mialgia, dor de cabeça, visão turva e dor de garganta. 

A principal causa foi associada à ingestão de saladas servidas em restaurante 

no local (Cabral Monica et al., 2020; Dubey et al., 2021). 

Na cidade de Montes Carlos de Goiás, no período de dezembro de 2015 

a agosto de 2016, ocorreu um surto de toxoplasmose humana, o qual está 

associado ao consumo de queijo fresco de leite cru bovino. Os sintomas 

observados foram linfadenomegalia, alteração oftálmica, convulsão e mialgia. 

Todos os indivíduos foram submetidos inicialmente ao diagnóstico para dengue, 

leishmaniose e leptospirose; tendo-se resultados negativos, foram submetidos a 

sorologia para T. gondii. Assim, a contaminação de queijo ou leite, bem como a 

água contaminada com oocistos (usada para fabricação do queijo) foi a causa 

deste surto (Da Costa et al., 2019; Dubey et al., 2021). 

Em 2018 em Santa Maria, Rio Grande do Sul, foi relatado surto com 931 

casos confirmados de 2.270 suspeitos.  Dos 931, 146 eram gestantes, as quais 

apresentaram três óbitos fetais, 10 abortos e 29 casos de toxoplasmose 

congênita. O diagnóstico foi confirmado em 748 pessoas que apresentaram 

sintomas como febre, mialgia, linfadenopatia e lesões oculares. Foi possível 

isolar T. gondii viável do tecido placentário de duas mulheres por bioensaio em 

camundongos. A toxoplasmose clínica foi diagnosticada no terceiro trimestre de 
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gestação e as mulheres foram tratadas com sulfadiazina e pirimetamina, cujos 

filhos sobreviveram ao nascer. Cinco mulheres apresentaram morte fetal e três 

abortaram; T. gondii viável foi isolado das placentas de todas as cinco. O DNA 

de T. gondii foi detectado por PCR em líquido amniótico, tecidos fetais e 

placentas. Cento e oitenta e quatro (184) mães apresentavam evidências 

sorológicas de infecção recente por T. gondii, sendo que uma mãe com gravidez 

gemelar deu à luz um feto morto e uma criança com toxoplasmose congênita 

com 29 semanas de gestação. Dos 187 bebês, 29 apresentaram toxoplasmose 

congênita e 19 lesões oculares. As lesões oculares foram retinocoroidite, 

anormalidades do nervo óptico, microftalmia e catarata. Lesões oculares 

bilaterais foram encontradas em 10 de 19 lactentes, evidenciando infecção 

congênita. Treze dos 1.811 bebês testados apresentaram calcificação cerebral. 

Este foi o maior surto de infecção pelo T. gondii em mulheres grávidas durante o 

terceiro trimestre de gestação e resultou no nascimento de bebês com 

toxoplasmose grave. Portanto, a infecção materna durante o terceiro trimestre 

está associada a maior taxa de toxoplasmose congênita independente do 

tratamento materno (Dubey et al., 2021). 

Em todos os casos é notável que os pacientes possuem um amplo 

espectro de sintomas, sendo alguns semelhantes aos da gripe e, por isso, podem 

passar despercebidos, a menos que um grande número de casos seja afetado 

(Dubey et al., 2021).  
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2.7 Sintomas de toxoplasmose em humanos 

Em humanos imunocompetentes a infecção é assintomática em 80% a 

90% dos casos e a frequência da infecção pode variar de acordo com a faixa 

etária, hábitos alimentares, padrões culturais e procedência urbana ou rural (Du-

bey et al., 2020c). 

Na maioria das vezes, se desenvolve de forma assintomática; entretanto, 

sintomas como mal-estar, dor de cabeça, febre, perda de força e dores muscu-

lares podem estar presentes. Em alguns casos, observa-se a ocorrência de lin-

fadenopatia, e, em quadros mais graves, o acometimento de órgãos vitais como 

pulmão, coração e fígado. Alguns pacientes desenvolvem a forma ocular que 

resulta em coriorretinite aguda ou crônica. Em indivíduos imunossuprimidos, a 

doença pode resultar em quadros de hepatite, pneumonite e lesão de sistema 

nervoso central (Azevedo Filho et al., 2020). 

Em recém-nascidos (RN), é difícil demonstrar os sinais clínicos; entre-

tanto, há alterações na restrição do crescimento intrauterino, prematuridade, 

anormalidades liquóricas, cicatrizes de retinocoroidite, bem como pode surgir se-

quelas na adolescência ou na idade adulta, como anormalidades neurológicas e 

lesões oftalmológicas. Quando RN apresentam sintomas, há acometimento vi-

sual em graus variados, retardo mental, crises convulsivas, anormalidades mo-

toras, calcificação do cérebro e surdez (Brasil, 2018). 
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2.8 Diagnóstico 

A pesquisa direta de T. gondii pode ser feita a partir de diversos 

componentes orgânicos como sangue, líquido cefalorraquidiano, saliva, leite, 

escarro, medula óssea, cortes de placenta, além de conteúdos de infiltrados 

cutâneos, do baço, fígado, músculos e linfonodos (Sampaio et al., 2015).   

O diagnóstico laboratorial pode ser realizado pela demonstração do 

coccídio em técnicas parasitológicas, análise histológica, métodos imunológicos 

indiretos, biologia molecular, com destaque para as técnicas de Reação em 

Cadeia da Polimerase convencional (PCR) ou em tempo real (qPCR) (Gomes et 

al., 2020) e Nested (Su et al., 2010).  

As técnicas sorológicas são Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI), 

hemaglutinação indireta (HAI), fixação de complemento (CF), teste de Sabin-

Feldman (teste de corante) e e Enzyme Linked Immunosorbent Assay - Ensaio 

Imunoenzimático (ELISA) (Santos et al., 2016). Há também o isolamento por 

meio de cultivos celulares e de bioensaios, histológico ou imunohistológico, bem 

como cPCR ou qPCR como diagnóstico direto (Brasil, 2018). 

A principal ferramenta para o diagnóstico da toxoplasmose é a detecção 

de anticorpos no sangue (Sampaio et al., 2015); porém, estudos relatam a 

limitação diagnóstica tendo-se verificado a não concordância entre a presença 

de cistos viáveis de T. gondii na musculatura e a soropositividade para este 

parasito (Burrells et al., 2018). 
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A cPCR e Nested PCR são considerados grandes avanços para o 

diagnóstico da infecção por T. gondii e têm demonstrado na literatura maior 

acurácia, sensibilidade e especificidade do que os métodos diagnósticos 

tradicionais (Su et al., 2010; Dehkordi et al., 2013; Rouatbi et al., 2020), pois 

permitem detectar pequenas quantidades de DNA alvo e potencialmente 

fornecem uma ferramenta alternativa de diagnóstico sensível. Além disso, a PCR 

permite que o diagnóstico seja confirmado em um dia (Sah et al., 2019). 

 

2.9 Tratamento 

O tratamento e acompanhamento da doença estão disponíveis, de forma 

integral e gratuita, pelo Sistema Único de Saúde (Brasil, 2018). O tratamento para 

humanos para combater os taquizoítos é feito com a combinação da 

pirimetamina com sulfadiazina (Simões, 2015). 

A clindamicina aplicada a cada 24 horas, por duas semanas, é usada em 

cães e geralmente administrada intramuscular, pois doses orais altas tendem a 

causar transtornos gastrointestinais (Simões, 2015). 

Para reduzir o acometimento fetal, no Brasil, o tratamento é feito com o 

uso da espiramicina para tratar a infecção materna aguda confirmada com idade 

gestacional inferior a 30 semanas e durante toda a gestação. A partir da trigésima 

semana gestacional ou quando há confirmação ou probabilidade alta de infecção 

fetal, é indicado o uso da associação de pirimetamina, sulfadiazina e ácido 

folínico (Brasil, 2012). 
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De modo geral, os medicamentos mais usados para tratar toxoplasmose 

em animais são as sulfonamidas, o qual a sulfadiazina é a mais predominante e 

pode ser associada ou não a pirimetamina. Em casos de pacientes alérgicos a 

sulfonamidas, é introduzido a clindamicina. No tratamento com pirimetamina, o 

ácido fólico é indicado para prevenir efeitos colaterais. Em gatos com sinais 

clínicos sistêmicos, o tratamento também é efetivo com uso de corticosteroides 

tópicos, orais ou parentais (Silva e Silva, 2016). 

Tendo em vista a carência de referências na literatura científica acerca da 

detecção de T. gondii em amostras de leite bovino e devido à sua notoriedade 

como agente zoonótico e de importância em saúde pública, propusemos esta 

pesquisa. 
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3. OBJETIVOS  

3.1 Objetivo geral 

Pesquisar T. gondii em amostras de leite cru bovino, a partir de tanques 

de expansão em pequenas propriedades rurais de agricultura familiar do Centro-

Oeste Paulista. 

 

3.2 Objetivos específicos 

❖ Utilizar a técnica molecular de PCR convencional e Nested para 

detecção de T. gondii em amostras de leite bovino a partir de tanques de 

expansão; 

❖ Realizar o sequenciamento das amostras positivas; 

❖ Analisar espacialmente a distribuição de casos positivos nos 

municípios das propriedades leiteiras estudadas. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Comitê de Ética 

 O presente projeto de pesquisa previu a utilização de material biológico 

(leite de tanque de expansão) de um estudo de outro projeto de pesquisa, tendo 

em vista a situação da pandemia por COVID-19, com a proposta de ida 

presencial às propriedades leiteiras para coleta de material estar impossibilitada 

devido ao controle sanitário dentro das propriedades e à proteção à saúde dos 

produtores e funcionários pelas medidas de isolamento. 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética - CEUA - da Faculdade de 

Medicina de Botucatu – FMB – UNESP sob o número 1367/2020 (ANEXO 1).  

Ressalta-se que todas as amostras de leite de tanque estavam 

devidamente armazenadas no laboratório em freezer a -20º Celsius e a proposta 

diagnóstica para esta pesquisa, com uso de técnica molecular de PCR para T. 

gondii não apresentou qualquer prejuízo para sua execução, seguindo-se 

adequadamente todos os protocolos descritos na literatura. 

 

4.2 Local de realização dos exames 

O procedimento molecular de Reação em Cadeia da Polimerase – PCR 

foi realizado no Laboratório de Sanidade Animal da Unidade Regional de 

Pesquisa e Desenvolvimento - APTA/SAA - SP (Agência Paulista de Tecnologia 

dos Agronegócios), situada na cidade Bauru. As reações de sequenciamento 

foram realizadas na Genotyping/BPI diagnóstico genético de Botucatu.  
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4.3 Amostras de leite bovino a partir de tanques de expansão 

As amostras de leite encontravam-se devidamente armazenadas no 

Laboratório de Sanidade Animal da APTA Centro-Oeste – Bauru, em freezer a -

20 graus Celsius. As amostras eram procedentes de 102 tanques de expansão, 

coletadas de diferentes propriedades localizadas em oito municípios da região 

Centro-Oeste Paulista, sendo uma amostra de leite por propriedade: Anhembi 

(13 amostras), Avaré (47 amostras), Arandu (quatro amostras), Bofete (sete 

amostras), Botucatu (duas amostras), Bauru (três amostras), Cerqueira Cesar 

(dez amostras) e Pardinho (16 amostras). O leite dos tanques de expansão era 

coletado para processamento por laticínios situados da região estudada. 

Os tanques estavam a temperatura máxima de 4°C, e não armazenavam 

leite de ordenhas realizadas a mais de 48 horas (dois dias). Previamente à coleta, 

o agitador do tanque foi ligado para que o leite fosse homogeneizado por pelo 

menos cinco minutos e, após este período, com um auxílio de uma concha de 

inox previamente esterilizada, foi coletado o volume de 250 mL de leite cru para 

um frasco plástico estéril, o qual foi acondicionado em caixa isotérmica contendo 

gelo reciclável e em seguida encaminhado ao laboratório, para ser 

adequadamente identificado e aliquotado para as técnicas moleculares (Figura 

1). 
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Figura 1: “A”, “B” e “C” amostras devidamente armazenadas, separadas e identificadas 

em laboratório. “D” e “E” amostras sendo aliquotadas em microtubos de 1,5mL, dentro 

da capela de fluxo previamente esterilizada por 15 minutos na luz UV, para serem 

submetidas a extração. Fonte: arquivo pessoal. 
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4.4 Exames Moleculares 

4.4.1 Extração do leite para pesquisa de Toxoplasma gondii 

Para as amostras de leite, foi utilizado Kit comercial Illustra Blood Ge-

nomicPrep (GE Healthcare®), de acordo com o protocolo indicado pelo fabri-

cante e modificações de Cunha et al. (2006) (ANEXO 2). 

 

4.4.2 Quantificação do DNA  

Para verificação da quantidade de DNA em cada amostra, foi utilizado o 

aparelho Quantificador NanoVue Plus® da GE Healthcare, Bioscience/UK 

(ANEXO 3). 

 

4.4.3 Reação em Cadeia da Polimerase Convencional (cPCR) – 

primers TOX4/TOX5 

A PCR foi realizada nas seguintes condições: cada tubo de reação de 0,2 

mL recebeu tampão de PCR (50 mM KCl, 20 mM de Tris-HCl), 1,6 mM de MgCl2, 

0,2 mM de dNTPs, 1U de Taq-polimerase (Platinum® Taq DNA Polymerase, 

Invitrogen®), 0,2 μM de cada primer, 1 μL da amostra testada e 8,3 μL de água 

ultrapura (MIX-PCR). Desta forma, cada tubo apresentou 11 μL do MIX-PCR e 1 

μL do produto de extração do DNA, totalizando 12 ul. Foi realizada uma cPCR 

para amplificação do fragmento repetitivo de 529 pb, que consiste em 200-300 

cópias no genoma de T. gondii, para garantir a qualidade de amplificação do DNA 
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extraído com a utilização dos primers TOX4 e TOX5, cujo perfil de ciclagem foi 

de acordo com Homan et al. (2000), com modificações. 

Abaixo segue os primers utilizados e as condições de amplificação em 

termociclador Mastercycler Pro gradiente (Eppendorf®): 

 

TOX4 - 5’ (CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG) 3’ 

TOX5 - 5’ (CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT) 3’ 

 

O ciclo de amplificação foi um período de desnaturação por 7 minutos a 

94 oC, período de anelamento com 40 ciclos de 1 minuto a 94 oC, 1 minuto a 55 

oC e 1 minuto em 72 oC. Ciclo de extensão final por 5 minutos a 72 oC. Após isso, 

a mistura foi refrigerada a 4 oC. 

 

4.4.4 Reação em Cadeia da Polimerase Nested (Nested PCR) – 

primers TgNP1/TgNP2 

Para a detecção do DNA de T. gondii pela Nested PCR, foram utilizados 

os primers externos TgNN1/TgNN2 que hibridizam a região ITS1 comum a T. 

gondii e Neospora caninum (Hurtado et al., 2001). E primers internos 

TgNP1/TgNP2 que amplificam um fragmento de 227 pb da região ITS1 de T. 

gondii. O DNA de taquizoítos da cepa RH e água ultrapura foram usados como 

controles positivo e negativo, respectivamente, e incluídos em todas as 

execuções de PCR (Santos Silva et al., 2020). 
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Abaixo segue os primers utilizados e as condições de amplificação em 

termociclador Mastercycler Pro gradiente (Eppendorf®): 

 

NN1 - 5’ (CCTTTGAATCCCAAGCAAAACATGAG) 3’ 

NN2 – 5’ (GCGAGCCAAGACATCCATTGCTGA) 3’ 

TgNP1 – 5’ (GTGATAGTATCGAAAGGTAT) 3’ 

TgNP2 – 5’ (ACTCTCTCTCAAATGTTCCT) 3’ 

 

O DNA foi amplificado a 3 min de desnaturação a 94 º C, seguido por 15 

ciclos de 94 º C por 30 s, 65 º C por 45 s, 72 º C por 1 min e uma extensão final 

a 72 º C por 5 min. E para os primers internos, foi amplificado a 94 º C por 3 min, 

seguido de 35 ciclos de 94 º C por 20 s, 53 º C por 30 s, 72 º C por 30 s e uma 

extensão final de 72 º C por 5 min (Hurtado et al., 2001 com modificações) 

. 

4.4.5 Reação de Cadeia em Polimerase Nested (Nested PCR) – 

primers Tg18s48F/Tg18s359R - Filo Apicomplexa. 

O DNA de T. gondii foi detectado pela Nested PCR pelo gene do DNA 

ribossômico 18S (rDNA) do filo Apicomplexa, família Sarcocystidae (Eimeria 

spp., Hammondia spp., Isospora spp., Neospora caninum, Sarcocystis spp. e T. 

gondii). A primeira reação de PCR foi realizada utilizando os primers externos 

Tg18s48F e Tg18s359R. Para a segunda reação, os primers internos utilizados 
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foram Tg18s58F e Tg18s348R que amplificam 300 pb (Su et al., 2010; Melo et 

al., 2020). 

A mistura de amplificação consistiu em 0,5 µL de cada primer a 2 µM, 6,25 

µL de GoTaqGreen Master Mix (Promega, Madison, WI, EUA), 2,75 µL de água 

ultrapura e 2,5 µL de DNA em um volume final de 12,5 µL. O produto amplificado 

de aproximadamente 300 pares de bases foi detectado por eletroforese em gel 

de agarose a 2%, corado com Blue Green (LGC Biotechnology), e então 

fotodocumentado (Loccus - L-PIX EX) (Su et al., 2010; de Oliveira et al., 2021). 

Abaixo segue os primers utilizados e as condições de amplificação em 

termociclador Mastercycler Pro gradiente (Eppendorf®): 

 

Tg18s48F - 5' (CCATGCATGTCTAAGTATAAGC) 3' 

Tg18s359R - 5' (GTTACCCGTCACTGCCAC) 3' 

Tg18s58F - 5' (CTAAGTATAAGCTTTTATACGGC) 3' 

Tg18s348R - 5' (TGCCACGGTAGTCCAATAC) 3' 

 

Para os primers externos houve um período de desnaturação inicial a 94 

º C por 2 min, 30 ciclos de desnaturação a 94 º C por 30 s, anelamento a 57 º C 

por 30 s e extensão a 72 º C por 30 s, e uma extensão final a 72 º C por 1 min. 

Para os primers internos, utilizou-se o mesmo perfil térmico da primeira reação, 

porém foram realizados 35 ciclos na fase de anelamento. 
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4.4.6 Eletroforese em gel de agarose 

Alíquotas de 10 μL das amostras amplificadas foram homogeneizadas 

com 2 μL de tampão de corrida (0,25% azul de bromofenol, 0,25% xileno cianol, 

30% glicerol, 70% água ultrapura) e submetidas à eletroforese em cuba 

horizontal contendo TBE 1X (0,1M Tris, 0,09M de ácido bórico e 0,001M de 

EDTA). A identificação dos produtos amplificados foi feita em eletroforese em gel 

de agarose a 1,5%, corado com Syber Safe® (Invitrogen) 0,1 µL/mL. A voltagem 

utilizada foi de 100V por 90 minutos (1h30min). Para o padrão de peso molecular, 

foi utilizado o LowRanger 100 bp DNA Ladder (Norgen) e o tamanho dos 

fragmentos amplificados, foram comparados visualmente com os padrões de 

peso molecular das cepas padrão utilizadas como controles positivos com o uso 

de luz UV e a imagem capturada pelo sistema Major ScienceTM, a qual foi 

documentada utilizando-se o software Vision Works LS. 

 

4.4.7 Controles 

Como controles positivos foram utilizadas cepas RH de T. gondii, cedida 

pelo Laboratório de Diagnóstico de Zoonoses da FMVZ – UNESP - Botucatu. 

Água ultrapura estéril foi o controle negativo. 

 

4.5 Sequenciamento 

O produto da cPCR e Nested PCR foi purificado com a enzima ExoSap 

(USB) e utilizado 4 µL da enzima para cada 10 µL de produto da PCR, incubando 
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incialmente durante 1 hora a 37 °C e depois por 20 minutos a 80 °C, e 

posteriormente quantificado em espectrofotômetro. As reações de 

sequenciamento foram realizadas na Genotyping - BPI diagnóstico genético, de 

Botucatu. Os amplicons foram visualizados, pelo software Chromas 2.3, na forma 

de eletroferograma alinhados pelo programa MEGA (Molecular Evolutionary 

Genetics Analysis) versão 10.0 (Kumar et al., 2018). Posteriormente, submetidos 

ao BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) e comparados com as 

sequências depositadas nos bancos de dados.  

 

4.6 Análise espacial 

Através de uma base de dados digital, a análise espacial foi realizada a 

partir do mapeamento dos municípios das propriedades com amostras de leite 

positivas, visando compreender espacialmente a distribuição de casos positivos 

na área de estudo. Para isso, foi utilizado o instrumento de Sistema de 

Informação Geográfica (SIG), utilizando o software QGis 3.24.1. 

 

4.7 Análise Estatística 

Como análise estatística, foi feito o Teste Q de Cochran para testar se três 

ou mais conjuntos combinados de frequências ou proporções diferiam 

significativamente entre si. Neste caso, possibilitou testar se os três primers 

utilizados diferiam para as 102 amostras (Santos; Cunha, 2013). 

  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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5 Resultados 

5.1 Extração e quantificação das amostras 

As 102 amostras de leite foram extraídas (Figura 2) e quantificadas 

(ANEXO 3) pelo Quantificador NanoVue Plus® da GE Healthcare, 

Bioscience/UK.  

A relação 260/280, por estar entre 1.800 e 2.000, indica a confiabilidade 

no processo de extração do DNA das amostras de leite, evidenciando pouca ou 

nenhuma interferência de inibidores. A quantidade de DNA encontrada em cada 

amostra quantificada foi considerada satisfatória para dar seguimento as etapas 

da biologia molecular. 

 

 

 

 

 

Figura 2: “A” e “B” amostras de leite submetidas a extração do DNA. “C” e “D” 

quantificação das amostras extraídas. Fonte: arquivo pessoal. 

 

5.2 Reação em Cadeia da Polimerase Convencional (cPCR) – 

primers TOX4/TOX5 

Foram submetidas 306 amostras à técnica de PCR convencional (cPCR) 

para os primers TOX4 e TOX5, ou seja, as 102 amostras de leite foram 



 
71 

 
 
 
 

submetidas à cPCR em triplicatas com o objetivo de aumentar o valor amostral 

e, consequentemente, ter resultados favoráveis na estatística. Como resultado, 

cinco amostras foram positivas à cPCR para os primers TOX4 e TOX5 (Figuras 

3 a 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3: Gel de agarose a 1,5% corado com Syber Safe. Marcador de peso molecular 

100 pb (Linha (L) 1). Amostras de leite de bovinos. Todas as amostras foram negativas 

ao teste com gene codificador de fragmento de 529 pb de Toxoplasma gondii. Controle 

positivo (L15): cepa RH de Toxoplasma gondii. Controle negativo (L16): água ultrapura. 

Fonte: arquivo pessoal.   
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Figura 4: Gel de agarose a 1,5% corado com Syber Safe. Marcador de peso molecular 

100 pb (Linha (L) 1). Amostras de leite de bovinos. Amostras 23, 30 e 32 amplificaram 

ao teste com gene codificador de fragmento de 529 pb de Toxoplasma gondii. Controle 

positivo (L22): cepa RH de Toxoplasma gondii. Controle negativo (L23 e L24): água 

ultrapura. Fonte: arquivo pessoal.   
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Figura 5: Gel de agarose a 1,5% corado com Syber Safe. Marcador de peso molecular 

100 pb (Linha (L) 1). Amostras de leite de bovinos. Todas as amostras foram negativas 

ao teste com gene codificador de fragmento de 529 pb de Toxoplasma gondii. Controle 

positivo (L23): cepa RH de Toxoplasma gondii. Controle negativo (L24): água ultrapura. 

Fonte: arquivo pessoal.   
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Figura 6: Gel de agarose a 1,5% corado com Syber Safe. Marcador de peso molecular 

100 pb (Linha (L) 1). Amostras de leite de bovinos. Todas as amostras foram negativas 

ao teste com gene codificador de fragmento de 529 pb de Toxoplasma gondii. Controle 

positivo (L23): cepa RH de Toxoplasma gondii. Controle negativo (L24): água ultrapura. 

Fonte: arquivo pessoal.   
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Figura 7: Gel de agarose a 1,5% corado com Syber Safe. Marcador de peso molecular 

100 pb (Linha (L) 1). Amostras de leite de bovinos. No gel 1, amostra 91 amplificou 

levemente e no gel 2, amplificou a amostra 99 ao teste com gene codificador de 

fragmento de 529 pb de Toxoplasma gondii. Gel 1: Controle positivo (L23): cepa RH de 

Toxoplasma gondii; Controle negativo (L24): água ultrapura. Gel 2: Controle positivo 

(L15): cepa RH de Toxoplasma gondii; Controle negativo (L16): água ultrapura. Fonte: 

arquivo pessoal.   

Do total das 102 amostras, obteve-se cinco (05) amostras (4,90%) de leite 

positivas quando submetidas aos primers TOX4 e TOX5. Quando feitas em 

triplicatas, elas amplificaram fracamente, descartando-se possível contaminação 

e confirmando as amostras como positivas para T. gondii. Devido à baixa 

qualidade do DNA destas amostras, não houve sucesso para o sequenciamento 

genético. As amostras positivas eram provenientes dos municípios de Avaré, 

Anhembi e Botucatu/SP. 
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5.3 Reação em Cadeia da Polimerase Nested (Nested PCR) – pri-

mers TgNP1/TgNP2 

Foram submetidas 306 amostras à técnica de Nested PCR para os primers 

NN1 e NN2 seguidos pelo TgNP1 e TgNP2, ou seja, as 102 amostras de leite 

foram realizadas em triplicatas com o objetivo de aumentar o valor amostral e, 

consequentemente, ter resultados confiáveis e favoráveis à estatística. Como 

resultado, treze amostras (12,74%) foram positivas à PCR. 

Inicialmente, foi possível visualizar que do total das 102 amostras, nove 

(09) amplificaram fortemente quando submetidas a Nested PCR (Figuras 8 e 9), 

sendo as demais negativas (Figura 10). Destas nove amostras, foi possível a 

realização do sequenciamento genético em apenas uma, referente ao número 

32.  

 

 

 

.  

 

 

 

 

Figura 8: Gel de agarose a 1,5% corado com Syber Safe. Marcador de peso molecular 

100 pb (Linha (L) 1). Amostras de leite de bovinos. Amostras 1, 3, 23, 27, 29 e 32 
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amplificaram ao teste com gene codificador de fragmento de 227 pb de Toxoplasma 

gondii. Controle positivo (L35): cepa RH de Toxoplasma gondii. Controle negativo (L36): 

água ultrapura. Fonte: arquivo pessoal.   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9: Gel de agarose a 1,5% corado com Syber Safe. Marcador de peso molecular 

100 pb (Linha (L) 1). Amostras de leite de bovinos. Amostras 45, 46 e 59 amplificaram 

ao teste com gene codificador de fragmento de 227 pb de Toxoplasma gondii. Controle 

positivo (L35): cepa RH de Toxoplasma gondii. Controle negativo (L36): água ultrapura. 

Fonte: arquivo pessoal.   
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Figura 10: Gel de agarose a 1,5% corado com Syber Safe. Marcador de peso molecular 

100 pb (Linha (L) 1). Amostras de leite de bovinos. Nenhuma amostra foi positiva ao 

teste com gene codificador de fragmento de 227 pb de Toxoplasma gondii. Gel 1: 

Controle positivo (L35): cepa RH de Toxoplasma gondii; Controle negativo (L36): água 

ultrapura. Gel 2: Controle positivo (L5): cepa RH de Toxoplasma gondii; Controle 

negativo (L6): água ultrapura. Fonte: arquivo pessoal.   

 

Quando realizada a duplicata e triplicata das amostras, embora obtendo-

se uma amplificação fraca, foi possível visualizar quatro amostras positivas: 21, 

22, 31 e 43 (Figuras 11 a 13). Todas as demais foram negativas aos primers 

TgNP1 e TgNP2 (Figuras 14 e 15). 
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Figura 11: Gel de agarose a 1,5% corado com Syber Safe. Marcador de peso molecular 

100 pb (Linha (L) 1). Amostras de leite de bovinos. Amostra 21 amplificou ao teste com 

gene codificador de fragmento de 227 pb de Toxoplasma gondii. Controle positivo (L23): 

cepa RH de Toxoplasma gondii. Controle negativo (L24): água ultrapura. Fonte: arquivo 

pessoal.   
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Figura 12: Gel de agarose a 1,5% corado com Syber Safe. Marcador de peso molecular 

100 pb (Linha (L) 1). Amostras de leite de bovinos. Amostras 22 e 31 amplificaram ao 

teste com gene codificador de fragmento de 227 pb de Toxoplasma gondii. Controle 

positivo (L23): cepa RH de Toxoplasma gondii. Controle negativo (L24): água ultrapura. 

Fonte: arquivo pessoal.   
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Figura 13: Gel de agarose a 1,5% corado com Syber Safe. Marcador de peso molecular 

100 pb (Linha (L) 1). Amostras de leite de bovinos. Amostra 43 amplificou ao teste com 

gene codificador de fragmento de 227 pb de Toxoplasma gondii. Controle positivo (L23): 

cepa RH de Toxoplasma gondii. Controle negativo (L24): água ultrapura. Fonte: arquivo 

pessoal.   

 

 

 

 

 

 

 



 
82 

 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14: Gel de agarose a 1,5% corado com Syber Safe. Marcador de peso molecular 

100 pb (Linha (L) 1). Amostras de leite de bovinos. Todas as amostras foram negativas 

ao teste com gene codificador de fragmento de 227 pb de Toxoplasma gondii. Controle 

positivo (L23): cepa RH de Toxoplasma gondii. Controle negativo (L24): água ultrapura. 

Fonte: arquivo pessoal. 
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Figura 15: Gel de agarose a 1,5% corado com Syber Safe. Marcador de peso molecular 

100 pb (Linha (L) 1). Amostras de leite de bovinos. Todas as amostras foram negativas 

ao teste com gene codificador de fragmento de 227 pb de Toxoplasma gondii. Controle 

positivo (L23): cepa RH de Toxoplasma gondii. Controle negativo (L24): água ultrapura. 

Fonte: arquivo pessoal.   

 

Das 102 amostras, 13 amostras (12,74%) pertencentes às propriedades 

localizadas em Avaré e Arandu/SP, foram positivas à Nested PCR, porém 

somente quatro foram possíveis de obter resultados do sequenciamento. 

Portanto, as amostras 21, 31, 32 e 43 foram submetidas ao sequenciamento 

genético, sendo todas elas pertencentes ao município de Avaré/SP. 
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5.4 Reação de Cadeia em Polimerase Nested (Nested PCR) – Filo 

Apicomplexa. 

Foram submetidas 102 amostras à técnica de Nested PCR para os primers 

Tg18s48F e Tg18s359R seguidos pelo Tg18s58F e Tg18s348R. Como resultado, 

três (3) amostras foram positivas à PCR: 21 (Avaré/SP), 73 e 81 (Pardinho/SP). 

Entretanto devido a viabilidade do DNA só foi possível o sequenciamento da 

amostra 21 que confirmou o DNA de T. gondii, sendo a mesma proveniente do 

município de Avaré/SP. As demais não foram consideradas como positivas de T. 

gondii, pois este gene detecta a região 18S rDNA do filo Apicomplexa, família 

Sarcocystidae. Portanto, somente uma (01) amostra (0,98%) foi positiva para T. 

gondii com os genes Tg18s58F e Tg18s348R. 

O percentual de positividade segundo os primers utilizados pode ser 

visualizado no Gráfico 1 (ANEXO 5). 

 

5.5 Sequenciamento 

Os amplicons foram visualizados, pelo software Chromas 2.3, na forma de 

eletroferograma (ANEXO 4) alinhados pelo programa MEGA (Molecular 

Evolutionary Genetics Analysis) versão 10.0 (Kumar et al., 2018). 

Posteriormente, submetidos ao BLASTn (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST) e 

comparados com as sequências depositadas nos bancos de dados. 

Como resultado das amostras positivas ao gene TgNP1 e TgNP2, a 

amostra 21 obteve 98,65% de similaridade ao T. gondii (chave de acesso: 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST
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MH793505.1), amostra 31 com 99,32% de similaridade (chave de acesso: 

MH793505.1), amostra 32 com 97,96% de similaridade (chave de acesso: 

MH793505.1) e amostra 43 com 97,95% (chave de acesso: MH793505.1). 

A amostra 21 foi positiva com os primers Tg18s58F e Tg18s348R, 

detectando 100% de similaridade a T. gondii (chave de acesso: KX008033.1). 

 

5.6 Análise espacial 

Foi realizada a análise espacial dos municípios das propriedades leiteiras 

avaliadas e que foi possível detectar T. gondii no leite do tanque, tendo-se 

verificado a positividade nos municípios de Avaré, Anhembi, Arandu e Botucatu. 

Os mapas com as localizações geográficas estão apresentadas a seguir. 
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Figura 16: Mapa do Brasil. Qgis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17: Mapa do Estado de São Paulo, Brasil. Qgis. 
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Figura 18: Mapa dos municípios com amostras de leite bovino positivas para 

Toxoplasma gondii. 
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Figura 19: Municípios com amostras de leite bovino positivas para os primers 

TOX4/TOX5 – cPCR. 
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Figura 20: Municípios com amostras de leite positivos para os primers TgNP1 e 

TgNP2 – Nested PCR. 
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Figura 21: Municípios com amostras de leite bovino positivas para os primers 

Tg18s48 e Tg18s359 – Nested PCR – Filo Apicomplexa. 

 

 

5.7 Análise estatística 

Como resultado, o Teste de Cochran demonstrou que o primer 

TgNP1/TgNP2 (primer 2) diferiu do gene Tg18s58F/Tg18s348R (primer 3), 

porém o primer TOX4/TOX5 (primer 1) não diferiu dos primers 2 e 3, o qual 

apresentou um valor intermediário. Desta forma, p<0,0001 indica diferença 

estatisticamente significativa (ANEXO 5). 
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6 Discussão 

Há poucos relatos na literatura, a respeito da infecção humana por T. 

gondii pela ingestão de leite cru e seus derivados. Para fundamentar este 

trabalho, foram utilizados artigos de pesquisa sobre a infecção por T. gondii a 

partir do leite bovino, bem como estudos evidenciando a soroprevalência em 

bovinos. Estudos com o leite caprino também foram citados e utilizados como 

parâmetros de discussão, tendo em vista que há uma maior quantidade de 

trabalhos com esta espécie. 

No presente estudo, das 102 amostras de leite, foi possível detectar o DNA 

de T. gondii em 19 (18,63%) amostras, sendo possível obter o sequenciamento 

genético de cinco (4,90%) devido a baixa qualidade do DNA para esta análise 

em específico, considerado como fator limitante do trabalho.  A amostra 21 

estava adequada para o sequenciamento com os primers TgNP1/TgNP2 e 

Tg18s48F/Tg18s359R, tendo-se confirmado tratar-se de T. gondii, com 100% de 

similaridade.   

Deve-se ressaltar que as amostras de leite deste estudo foram 

reaproveitadas para esta pesquisa, devido a restrição à ida para propriedades 

leiteiras e coleta de material, pela pandemia de COVID-19. Não obstante, não 

houve prejuízo dos resultados obtidos tendo em vista que a quantificação de DNA 

das amostras esteve adequada para o seguimento das provas moleculares e 

detecção de amostras positivas para T. gondii. 

O leite é tido como alimento completo, principalmente para crianças e 
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idosos, devido ao seu alto teor de proteínas, minerais, gorduras e vitaminas. Pelo 

fato do leite ou seus derivados serem consumidos por milhões de pessoas ao 

dia, a qualidade higiênica do mesmo é de grande importância na saúde pública, 

pois podem causar infecções ao homem e animais (Górska-Warsewicz et al., 

2019). 

Nos Estados Unidos, T. gondii é a terceira causa de morte de origem 

alimentar (Dehkordi et al., 2013). Na Europa, estima-se que T. gondii contribuiu 

com 17,6% para a carga total de doenças transmitidas por alimentos em 2010 

(Azevedo Filho et al., 2020). No Brasil, entre janeiro de 2000 a março de 2013, 

ocorreram mais de 8.000 surtos de doenças transmitidas por alimentos (DTA), 

desse total o T. gondii foi responsável por cinco surtos e o leite e seus derivados 

veicularam os patógenos causadores de 337 surtos de DTA (Silva et al., 2015). 

Assim, a toxoplasmose de origem alimentar é caracterizada como doença 

parasitária de origem alimentar mais importante com 10,3 milhões de casos entre 

2010 e 2015 (Rouatbi et al., 2020). 

A presença de DNA de T. gondii no leite de vaca não confirma a viabilidade 

do parasita. No entanto, levanta a possibilidade de que a transmissão ocorra pelo 

consumo do leite cru e seus subprodutos, principalmente na região estudada. 

Ainda são escassos os estudos que investigam esse aspecto na literatura, 

entretanto pode-se atribuir a infecção por T. gondii em humanos à ingestão de 

leite contendo taquizoítos do parasita (Camossi et al., 2011; Bezerra et al., 2013). 

Assim, o leite de vaca é relevante para a saúde pública, uma vez que o leite e 
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seus derivados são importantes fontes alimentares no meio rural, áreas em que 

o leite é usado para subsistência sem pasteurização ou fervura antes do 

consumo (Camossi et al., 2011). 

A transmissão da toxoplasmose por leite ou queijo fresco não 

pasteurizado ou processado de forma inadequada, importante fonte de alimentos 

em áreas rurais e também comercializado em área urbana, pode ser um meio 

significativo de contaminação por esse agente e isso foi possível identificar num 

estudo feito por Hiramoto et al. (2001) que mostraram a sobrevivência dos cistos 

de T. gondii no leite bovino e em seu derivado, o queijo fresco. Os pesquisadores 

contaminaram leite pasteurizado com cistos da cepa ME-49 de cérebro de 

camundongos previamente infectados e inocularam por via oral em 

camundongos. Além disso, o mesmo estudo utilizou queijos artesanais e leite 

pasteurizado contaminados com cistos da mesma cepa e alimentaram 

camundongos, os quais foram monitorados por 40 dias após ingestão. Como 

resultados, 12 ratos morreram pela ingestão dos cistos no leite e foram 

observados sintomas neurológicos após 20 a 30 dias da infecção. Cistos de T. 

gondii foram encontrados no cérebro de todos os camundongos dos grupos que 

receberam queijo tipo minas frescal artesanal (Hiramoto et al., 2001). 

Esses dados evidenciam que o leite e o queijo caseiro podem manter a 

infectividade dos cistos de T. gondii por períodos de até 10 dias para o queijo 

caseiro e até 20 dias para o leite. A transmissão do parasito para o ser humano 

ocorre principalmente pela ingestão de alimentos contaminados com cistos em 
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espécies caprinas, ovinas, suínas, bovinas, com surtos relacionado 

principalmente à ingestão de carne malcozida. Poucos surtos estão atribuídos à 

ingestão de leite bovino, apesar do T. gondii ter sido isolado no leite de vacas 

naturalmente infectadas. A ingestão de leite cru tem sido considerada uma 

possível fonte de transmissão do T. gondii, sendo frequentemente relatada na 

literatura infecções do coccídeo causadas pelo leite de cabra (Hiramoto et al., 

2001). 

Leite e queijo são uma das principais fontes de proteínas para crianças, e 

o queijo é uma forma barata e fácil de obter proteínas alimentares. T. gondii é 

destruído após a pasteurização quando exposto a temperaturas maiores que 70 

ºC por 10 min, mas a pasteurização pode não ser apropriada, em locais onde o 

leite é processado em grandes volumes e sem temperatura adequada, tornando-

se um problema. A produção de queijo após a fervura é um processo demorado 

e caro, principalmente em pequenas propriedades, apesar de sua eficiência na 

eliminação desse contaminante (Hiramoto et al., 2001). Este fato é uma condição 

para que os derivados do leite, principalmente queijo e manteiga artesanais, 

sejam produzidos com leite cru, o que representa um risco para a saúde pública. 

Dehkordi et al. (2013) e Koethe et al. (2017) também demonstraram que 

o consumo de leite contaminado pelo T. gondii pode causar doenças em 

humanos, pois o leite e derivados dos animais afetados contém taquizoítos, o 

que facilita a transmissão da infecção.  

Dehkordi et al. (2013) detectaram 66 bovinos leiteiros sororreagentes ao 
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coccídeo, bem como detectaram o DNA do mesmo pela técnica de PCR, 

destacando que o leite pode ser facilmente contaminado com taquizoítos de T. 

gondii.  

Koethe et al. (2017) realizaram um estudo o qual simulou o fluido gástrico 

do estômago para analisar a sobrevivência do T. gondii em sua forma de 

taquizoíta. Para isso, o fluido gástrico continha 2,6 g de pepsina, 5,0 g de NaCl 

e água destilada por 500 ml. O valor de pH do fluido foi ajustado para 2,0, 3,0, 

4,0, 5,0 e 6,0 e para isso, foi usado o NaHCO3 ou HCl. O leite bovino comercial 

foi adicionado ao fluido nas seguintes quantidades, 25, 50 ou 75%. Após isso, foi 

possível notar que os taquizoítos morreram rapidamente em fluído gástrico com 

pH baixo e em pH alto (pH=2), perdendo a capacidade de infectar culturas de 

células cujo pH era alto.  

A adição do leite bovino ao fluido gástrico causou um aumento nos valores 

de pH de 4,8, 5,8 e 6,3, visto que o pH do leite puro era de 6,6.  Os taquizoítos 

colocados ao fluido puro de pH 2.0, foram todos inativados em 15 min. Pouco 

suplemento como 25% do leite ao fluido ácido e o aumento do pH, manteve a 

infecciosidade por pelo menos 120 min.  

Altas concentrações de leite resultaram em culturas de células positivas e 

reações de PCR em qualquer momento de incubação. Na taxa de 75%, a 

sobrevivência dos taquizoítos no leite foi observada após 15 e 30 minutos, mas 

uma cultura de células foi negativa após 60 min, resultando na completa 

inativação de todos os taquizoítos naquela amostra. No leite puro, todas as 
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amostras mantiveram a infecciosidade por pelo menos 60 min., aumentando a 

infecciosidade devido ao aumento do pH que foi acompanhada pela adição de 

leite.  

Os autores compararam e consideraram a mistura do leite ingerido com o 

fluido gástrico no estômago e as mudanças dos meios analisados (como o pH do 

estômago com a ingestão de alimento que é de 7 e quando em jejum ou sem 

comer por algum tempo o pH diminui para o ácido), assim sugeriram que quando 

os taquizoítos são ingeridos pelo leite não são expostos diretamente ao fluido 

gástrico ácido, mas sim a valores de pH mais altos, o que favorece a 

sobrevivência dos parasitos por pelo menos uma hora (60min). Desta forma, a 

passagem dos taquizoítos pelo estômago pode acontecer e assim, serão 

capazes de infectar células do intestino do indivíduo (Koethe et al., 2017). 

Um estudo feito na Polônia, que objetivou determinar a presença de 

protozoários no leite cru e avaliar a rota potencial transmitida pelo leite na 

disseminação de patógenos zoonóticos selecionados, detectou o DNA do T. 

gondii pela técnica de PCR em 10 amostras do total de 63 amostras de leite 

bovino. O estudo citado corrobora com o presente estudo, visto que também 

sugere um risco potencial de infecção pelo coccídeo transmitido pelo leite, 

principalmente pelo consumo de leite cru bovino (Cisak et al., 2017). 

 A pesquisa realizada por Da Costa et al. (2019) em Montes Claros de 

Goiás, Brasil, investigou a origem de um surto de toxoplasmose ocorrido em 2016 

e foi considerado o primeiro surto associado ao consumo de queijo fresco 
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artesanal, produzido com leite bovino. Para tanto, foram coletadas nove 

amostras, sendo duas de queijo (uma de laticínios e uma de feirinha), quatro de 

alface (duas de feirinha e duas de cada horta), duas de água de irrigação (uma 

de cada horta) e uma amostra da rede municipal de abastecimento de água. O 

queijo fresco artesanal de leite cru bovino era consumido por 78,6% (11/14) dos 

indivíduos participantes, por isso era a via mais suspeita, seguido das verduras. 

No estudo de caso-controle, a única variável significativa foi o consumo de queijo 

fresco artesanal de leite cru bovino. Como resultado, todas as amostras de queijo 

fresco artesanal (laticínios e feiras de produtores) foram positivas à PCR e em 

uma amostra de irrigação foi detectada o DNA do T. gondii (Da Costa et al., 

2019). Em vista disso, esses dados reforçam a importância dos resultados 

encontrados no presente estudo. 

Da Costa et al. (2019) enfatizaram a importância do reconhecimento dos 

sinais clínicos para toxoplasmose, sendo os mais frequentes a cefaleia, mialgia, 

febre, linfadenopatia, alterações oftálmicas e aborto. Embora os sinais sejam 

inespecíficos e serem confundidos com outras patologias, há a reprodutibilidade 

no padrão de sintomas clínicos entre os surtos e, quando reconhecidos, possam 

auxiliar no diagnóstico precoce da doença pela Vigilância Sanitária. Assim, o 

rápido reconhecimento de um surto, além da notificação e investigação, pode 

quebrar a cadeia de transmissão e prevenir o surgimento de novos casos, bem 

como adoção de boas práticas na fabricação de alimentos podem evitar a 

ocorrência de surtos causados por T. gondii (Da Costa et al., 2019). 
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Ressalta-se que pacientes imunocompetentes geralmente são 

assintomáticos quando infectados pelo T. gondii; entretanto, em indivíduos 

imunocomprometidos, os casos tendem a assumir manifestações clínicas mais 

graves. Outro grupo de risco importante, são as mulheres grávidas, pois a 

transmissão vertical pode desencadear patologias fetais ou aborto (Da Costa et 

al., 2019). 

No oeste do Irã, na província de Hamedan, foi feito um estudo que 

pesquisou a soroprevalência de T. gondii em amostra de leite de vaca 

provenientes de tanque de expansão, o qual todas as amostras foram 

submetidas às técnicas de sorologia e molecular, ELISA e PCR respectivamente. 

Referente a sorologia, 16 (10,7%) amostras foram positivas ao T. gondii e para 

a biologia molecular, 8 (5,4%) amostras de 149 foram positivas (Gharekhani et 

al., 2021). 

Os bovinos podem ser facilmente infectados com T. gondii, mas são 

considerados hospedeiros resistentes, porque desenvolvem uma resposta imune 

mais eficaz à infecção do coccídeo do que ovinos (Dong et al., 2018). No entanto, 

na China, Dong et al. (2018) isolaram T. gondii de tecidos de bovinos e a partir 

de leite não pasteurizado, indicando que além da carne, o leite contaminado pode 

ser fonte de infecção ao ser humano (Dong et al., 2018). Além disso, diversos 

estudos (Albuquerque et al., 2011; Burrells et al., 2018; Khames et al., 2018; Sah 

et al., 2018; Tialla et al., 2019; Pereira et al., 2020; Gomes et al., 2021) 

demonstraram a soroprevalência do coccídeo nos bovinos, salientando a 
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relevância desta espécie na epidemiologia da toxoplasmose animal e humana e, 

assim, alertando sobre os riscos à saúde pública (Gomes et al., 2021). 

Os bovinos não são os hospedeiros primários de T. gondii e a alta 

prevalência desse parasita nesta espécie sugere o contato próximo desses 

animais com felinos, sobretudo com felídeos domésticos infectados por serem os 

únicos hospedeiros definitivos (Dehkordi et al., 2013), ou seja, são os únicos que 

liberam oocistos de T. gondii em suas fezes no ambiente (Albuquerque et al., 

2011). Deste modo, os felinos são responsáveis pela maior parte da eliminação 

e disseminação dos oocistos, os quais liberam mais de 200 milhões de oocistos 

de T. gondii no meio ambiente (Da Costa et al., 2019), bem como pela 

manutenção do ciclo de vida deste parasita (Azevedo Filho et al., 2020). 

Os gatos costumam enterrar suas fezes e, se estas estiverem 

contaminadas com oocistos de T. gondii que são altamente resistentes a fatores 

ambientais, podem esporular e sobreviver em ambientes úmidos por vários 

meses no solo (Azevedo Filho et al., 2020). Portanto, quanto maior for o número 

de gatos na fazenda, aumentam as chances de se ter um ambiente contaminado 

e, assim, resulta na infecção dos bovinos (Albuquerque et al., 2011). 

Da Costa et al. (2019), ao avaliarem o sistema de produção de queijo, 

concluíram que o acesso a gatos domésticos ou selvagens da mata próxima, 

foram fatores essenciais para a contaminação do ambiente. Além disso, o leite 

não era pasteurizado e não havia boas práticas de fabricação, reduzindo a 

qualidade higiênico-sanitária do produto. 
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As práticas sanitárias também contribuem para variações na prevalência 

de infecção por T. gondii entre as regiões coletadas, porque as baixas 

frequências de infecção por este parasito estão associadas com rebanhos que 

apresentam práticas sanitárias adequadas, o que inclui o controle de gatos e 

roedores. Além do mais, a maior frequência de animais soropositivos está 

relacionada à prática de manejo a que esses animais são submetidos e aos 

hábitos alimentares de pastejo direto no solo, tornando-os mais propensos a 

ingerir alimentos contaminados com oocistos de T. gondii (Silva et al., 2015). 

Um estudo realizado na África do Sul, que documentou a primeira infecção 

por T. gondii em bovinos, confirma que a existência de gatos domiciliados que 

vivem livremente, mas próximos às casas e o potencial de acesso deles à 

alimentação animal, estava associado a alta prevalência de detecção de 

anticorpos do parasito nos bovinos (Adesiyun et al., 2020). 

A eliminação de oocistos por gatos e a presença de roedores 

representaram um papel significativo na disseminação da infecção nas áreas ao 

redor das fazendas leiteiras no Irã. A infecção por T. gondii em fazendas 

analisadas com a presença de gatos e roedores foi significativamente maior do 

que em outras fazendas (Gharekhani et al., 2021). 

Outro fator importante é que a alta prevalência do T. gondii está associada 

a sazonalidade, especificamente no verão (Dehkordi et al., 2013), o que 

corrobora com os resultados do presente estudo, visto que as amostras de leite 

foram coletadas entre março a junho, pertencentes a estação de verão e outono. 
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Isso acontece porque o coccídeo necessita de clima quente, úmido e altitudes 

mais baixas para completar seu ciclo de vida (Dong et al., 2018).  

Dehkordi et al. (2013) revelaram que as amostras de leite coletadas no 

verão (76,47%) seguidas das coletadas na primavera (11,76%) apresentaram 

maior prevalência do T. gondii do que as amostras coletadas no inverno (3,92%), 

seguidas das coletadas no outono (5,88%). Em vista disso, Dehkordi et al. (2013) 

sugerem que a inspeção e o controle do leite para a presença do T. gondii sejam 

efetivos na época do verão. 

Silva et al. (2015) realizaram uma pesquisa em laboratório e mostraram 

que os oocistos retêm seu potencial infeccioso por até 30 dias a uma temperatura 

média de 37 oC ou até 46 dias em ambiente controlado com ar-condicionado, 

exposição ao sol e temperatura de 20 oC. No campo, os oocistos podem 

permanecer infectantes por até 18 meses, se houver condições favoráveis de 

temperatura, alta umidade e oxigenação (Silva et al., 2015). Oliveira et al. (2021) 

ao avaliarem as condições ambientais da região de estudo, observaram que 

temperaturas entre 28,9 o C e 30,3 o C do solo, permitem que os oocistos 

permaneçam viáveis por até 107 dias. 

Casos de toxoplasmose decorrentes do contato com oocistos presentes 

no ambiente foram descritos em humanos e animais, o que impacta no problema 

de Saúde Única (One Health) por causar problemas na saúde humana, animal e 

ambiental, conhecida como tríade epidemiológica (de Oliveira et al., 2021). 

O tipo de sistema de criação também influencia na presença do T. gondii 
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no meio ambiente e sua possível infecção nos bovinos e animais de produção 

em geral, pois o sistema de criação semi-intensivo e extensivo está relacionada 

a maior soropositividade em relação ao sistema intensivo, o que se deve ao maior 

risco dos animais ingerirem oocistos presentes nas pastagens e se infectarem 

(De Barros et al., 2020). 

A Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) é um grande avanço para o 

diagnóstico da infecção por T. gondii. Vários estudos demonstraram maior 

acurácia, sensibilidade e especificidade da técnica de PCR quando comparados 

a outras metodologias tradicionais (Dehkordi et al., 2013). Ademais, o diagnóstico 

pode ser confirmado em um dia, havendo maior possibilidade de detecção de 

pequenas quantidades de DNA alvo e, potencialmente, fornecem uma 

ferramenta de diagnóstico sensível alternativa (Sah et al., 2019). Assim, a 

detecção do T. gondii pela biologia molecular indica a existência de 

contaminação ambiental na região e demonstra a circulação do parasita (Santos 

Silva et al., 2020). 

O uso dos primers TOX4 e TOX5 é bem descrito na literatura e 

comumente usados na detecção do T. gondii pela PCR convencional. Além de 

confirmar a especificidade e sensibilidade no presente estudo, foi possível 

visualizar tal afirmação em Bezerra et al. (2013), o qual detectou o parasito em 

amostras de leite de cabra, bem como em Santana Rocha et al. (2015) com 

amostras de leite de ovelhas positivas ao coccídeo. Portanto a PCR é vista como 

um bom indicador para detectar a presença do parasita em amostras de leite 
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(Ossani et al., 2017). 

A complementação da Nested PCR com os genes NN1 e NN2 seguidos 

pelo TgNP1 e TgNP2, o qual amplifica 227 pb da região RH ITS1 do T. gondii, 

mostrou resultados mais satisfatórios do que quando submetidos aos iniciadores 

TOX4 e TOX5, portanto pode ser considerado mais sensível e específico para 

detectar o DNA do parasito. A alta especificidade dos primers também foi vista 

no trabalho de Hurtado et al. (2001) e Rouatbi et al. (2020) e deve-se ao número 

de cópias do gene amplificado porque a região ITS1 do rRNA do parasito, o qual 

é a região que os primers NN1 e NN2 seguidos pelo TgNP1 e TgNP2 amplificam, 

está presente num número elevado de cópias e, apesar de serem repetidos, os 

ITSs exibem variabilidade interespecífica, enquanto são altamente conservados 

dentro de uma espécie (Hurtado et al., 2001). 

O uso dos primers externos Tg18s48F e Tg18s359R seguidos dos primers 

internos Tg18s58F e Tg18s348R para Nested PCR, que detecta a região do DNA 

ribossômico do filo Apicomplexa (18S rDNA) evidenciou confiabilidade no 

resultado devido a amostra 21 também ter sido positiva ao gene TgNP1 e TgNP2, 

o que diferenciou com os primers TOX 4 e TOX 5. 

Su et al. (2010) realizaram um estudo que demonstrou que a Nested PCR 

de T. gondii utilizando o gene 18S do rDNA do filo Apicomplexa, da família 

Sarcocystidae, foi mais sensível. O marcador 18S rDNA é de particular interesse 

porque é capaz de distinguir vários protozoários parasitas que se relacionam ao 

T. gondii. Portanto, a Nested PCR é mais sensível que a PCR convencional 
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principalmente para detectar DNA de T. gondii (Su et al., 2010). 

Contudo, deve-se atentar às medidas de prevenção pois há a 

possibilidade de contaminação, devido ao manuseio adicional de amplicons da 

Nested PCR, por ser realizada em duas etapas (Rouatbi et al., 2020). Portanto, 

o ambiente tem que estar asséptico, além da manipulação das amostras de pré 

e pós-amplificação que devem ser em áreas separadas (Hurtado et al., 2001), 

como foi realizado neste estudo. 

Desta forma, a técnica de PCR identifica o DNA de taquizoítos do T. gondii 

no leite. O DNA deste parasito só pode ser identificado por um período médio de 

12 a 15 dias após a infecção porque é o período em que os taquizoítos 

permanecem na corrente sanguínea e caracteriza uma infecção aguda. Após 

esse período, os taquizoítos convertem-se em bradizoítos e, assim, não são 

detectados nos fluidos corporais (Silva et al., 2015). 

O uso de técnicas aprimoradas e mais sensíveis para a detecção 

molecular do DNA do parasita, em conjunto com o bioensaio em camundongos, 

pode fornecer novas informações sobre a disseminação, presença e viabilidade 

de T. gondii em bovinos (Burrells et al., 2018). As técnicas de ELISA e PCR são 

relatadas como métodos diagnósticos precisos, específicos, sensíveis, rápidos e 

seguros (Dehkordi et al., 2013). Assim, sugere-se novos estudos que associem 

técnicas moleculares, sorológicas e de bioensaio para compreender melhor a 

epidemiologia da toxoplasmose. 

A análise do leite do tanque a granel ou de expansão (“bulk tank milk” - 
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BTM) é apontada como uma ferramenta diagnóstica válida em um programa de 

monitoramento ou investigação da saúde do rebanho, principalmente em uma 

perspectiva de grande escala, pois reduz os custos quando comparados com 

teste de amostras individuais de soro ou leite, além de ser de fácil obtenção e 

representar todos os animais de ordenha na fazenda no momento da 

amostragem para fins de levantamentos epidemiológicos e planejamento de 

controles de monitoramento por meio de repetidas coletas durante o período de 

lactação (Gazzonis et al., 2018). 

Os resultados encontrados no presente estudo demonstram a importância 

do repasse de informações por parte das autoridades sanitárias a fim de orientar 

os produtores de leite e derivados artesanais quanto a importância da fervura ou 

pasteurização, como forma de eliminar o risco de transmissão do T. gondii.  

Destaca-se a importância da realização de novos estudos para confirmar a 

quantidade e a viabilidade dos parasitas eliminados no leite (Bezerra et al., 2013). 

Além disso, estudos com infecções naturais são importantes em propriedades 

em que as famílias têm o costume de consumir leite cru bovino (Camossi et al., 

2011). Outro fator é que, para garantir a segurança dos alimentos, é necessário 

o monitoramento contínuo da produção e manipulação de alimentos, além de 

treinamento aos produtores (Cisak et al., 2017).  

O consumo de leite cru bovino ou de seus derivados produzidos com leite 

cru ou não pasteurizado, podem representar um risco à saúde pública, pois os   

taquizoítos, provavelmente presentes no leite, podem causar infecção 



 
107 

 
 
 
 

(Gharekhani et al., 2021). Em vista disso, o conhecimento sobre pontos críticos 

e fatores de risco desempenham um papel importante na prevenção e redução 

das infecções transmitidas pelo leite. A segurança e a qualidade do leite cru têm 

relação direta com os laticínios e com a saúde humana, visto que este leite pode 

estar contaminado com microrganismos zoonóticos patogênicos como Yersinia 

enterocolitica (Bertolini et al., 2019), Brucella spp., Coxiella burnetti, Listeria 

monocytogenes, Mycobacterium spp., vírus da hepatite A e E, Nocardia spp., 

dentre outros além do T. gondii (Gharekhani et al., 2021). 

A presença do T. gondii no leite bovino reforça a importância da adoção 

de medidas que contemplem as práticas de higiene na propriedade rural e o uso 

de tecnologias que garantam a produção de um alimento seguro (Silva et al., 

2015). Tendo em vista que os fatores de risco são de natureza ambiental e de 

difícil controle, sugere-se investimento na educação em saúde para o controle e 

prevenção da infecção por este coccídeo (Gomes et al., 2021). 

A partir da análise espacial possibilitou-se verificar que as amostras de 

leite positivas para T. gondii eram procedentes de propriedades localizadas nos 

municípios de Avaré, Anhembi, Arandu e Botucatu, o que demonstra a 

necessidade de mais estudos acerca da transmissão de T. gondii a partir do leite 

bovino. 

Com os resultados obtidos neste trabalho, verificou-se a presença de T. 

gondii em leite bovino e que, desta forma, pode haver a possibilidade de 

transmissão deste agente para seus derivados não pasteurizados ou 
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processados inadequadamente, constituindo-se em uma importante fonte de 

infecção de T. gondii ao ser humano. Ressalta-se a importância de realizar 

futuros estudos com leite bovino referente a infecção pelo T. gondii e sua possível 

transmissão, devido a escassez de estudos na literatura com esta espécie, sendo 

mais relatado pesquisas com leite caprino. Outra prova diagnóstica, como o 

bioensaio em animais de experimentação, seria oportuna para validar a 

capacidade de infecção destas amostras. 
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7 Conclusão 

 

- Foi possível detectar o DNA de T. gondii em amostras de leite bovino 

procedentes de pequenas propriedades de agricultura familiar; 

- As técnicas moleculares de PCR convencional e Nested foram eficientes 

na detecção de T. gondii em amostras de leite bovino de tanques de expansão; 

- O sequenciamento genético confirmou a detecção de T. gondii nas 

amostras de leite positivas às provas moleculares; 

- A distribuição geográfica dos municípios em que foi possível a detecção 

de T. gondii revelou o município de Avaré com maior número de amostras 

positivas.  
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10. ANEXOS 

10.1 Anexo 1: Certificado de aprovação da pesquisa pela Comissão 

de Ética no Uso de Animais da Faculdade de Medicina da Universidade 

Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho”, Botucatu, São Paulo 

(CEUA/FMB/Unesp). 
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10.2 Anexo 2: Protocolo de extração das amostras de leite com o 

Kit comercial Illustra Blood GenomicPrep (GE Healthcare®). 

1. Em um microtubo de 1,5 mL, adicionar 900µL da amostra de leite. 

2. Centrifugar a 14.000g por 2 minutos. 

3. Eliminar o sobrenadante por inversão, deixando o pellet. Retirar a 

gordura da parede do tubo com swab estéril (individual) 

4. Adicionar ao pellet 40 µL de tampão de lisozima e misturar imedi-

atamente em vórtex. 

5. Adicionar 10 µL de lisozima (10mg/mL) e misturar em vórtex. 

6. Incubar a temperatura ambiente por 15 minutos, agitando-se 

ocasionalmente. 

7. Adicionar 10 µL da proteinase K (20mg/mL) e agitar em vórtex. 

8. Incubar a 56ºC por 15 a 30 minutos, agitando-se ocasionalmente 

9. Prossiga com a adição de 400 µL da Lysis Solution no microtubo. 

Homogeneize bem com vórtex por 15 segundos. 

10. Incube o microtubo em temperatura ambiente por 10 minutos com 

homogeneização intermitente para lise adicional. 

11. Centrifugue rapidamente a 5000 g (rcf) por 1 minuto (ou 7000 rpm 

em 1 minuto) para levar as amostras para baixo. 

12. Monte uma mini-coluna sobre o tubo de coleta fornecido. Use colu-

nas individuais para amostras individuais. Estas colunas dão descartáveis. 
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13. Abra a tampa da coluna e transfira o lisado completo (450 µL) para 

a coluna usando a micropipeta. 

14. Feche a tampa da coluna e transfira-a para uma microcentrífuga. 

Centrifugue a 11.000g por 1 minuto (ou a 10.400 rpm por 1 minuto). 

15. Remova o tubo da coleta contendo o líquido cuidadosamente, sem 

tocar a base da coluna. Descarte esse líquido. 

16. Adicione 500 µL da Lysis Solution na coluna e centrifugue a 

11.000g por 1 minuto. Este passo adicional garante a completa lise das células 

e desnatura qualquer proteína residual. 

17. Descarte o líquido. 

18. Adicione 500 µL de Wash Buffer à coluna e centrifugue a 11.000g 

por 3 minutos. 

19. Descarte o tubo de coleta com o líquido. 

 

Importante: não deve sobrar nenhuma solução de lavagem (etanólica) na 

coluna. Se isso ocorrer, descarte o líquido da coluna e centrifugue por mais 1 

minuto. O DNA preso à matriz de sílica está altamente puro e agora pronto para 

eluição. 

 

20. Transfira a coluna de purificação para um microtubo novo. 

21. Adicione 200 µL do Elution buffer (tampão de eluição) pré-aquecido 

a 70ºC diretamente na coluna. 
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22. Incube a coluna por 1 minuto em temperatura ambiente. 

23. Centrifugue a 11.000g por 1 minuto para recuperar o DNA. 

24. O DNA eluído está pronto para as aplicações seguintes. Armazenar 

a -20ºC. 
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10.3 Anexo 3: Quantificação de DNA a partir da extração das 

amostras de leite de tanque de expansão. 

 

AMOSTRAS RELAÇÃO 260/280 DNA AMOSTRA (ng/ul) 

1 2.927 8.1 

2 2.060 15.6 

3 1.882 17.5 

4 2.234 15.3 

5 2.437 12.6 

6 2.148 16.0 

7 2.630 12.1 

8 2.036 17.0 

9 6.080 7.6 

10 2.060 20.5 

11 1.900 13.3 

12 1.963 26.5 

13 2.368 10.3 

14 2.289 9.5 

15 2.215 13.4 

16 2.185 16.5 

17 2.152 17.0 

18 2.171 16.5 

19 2.080 14.3 

20 2.176 18.5 

21 2.020 14.9 

22 2.036 17.0 

23 2.242 18.5 

24 2.090 18.5 

25 2.256 22.0 

26 2.374 16.5 

27 2.379 16.6 

28 2.143 21.0 

29 1.741 121.0 
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30 2.312 18.5 

31 3.051 6.0 

32 2.404 5.7 

33 1.980 4.9 

34 2.011 18.0 

35 1.648 21.5 

36 2.222 17.0 

37 1.809 18.0 

38 1.727 21.5 

39 1.600 76.00 

40 2.020 20.0 

41 1.860 15.9 

42 1.457 102.0 

43 2.112 8.5 

44 1.965 11.3 

45 2.571 7.2 

46 1.632 6.2 

47 1.534 56.0 

48 2.143 12.8 

49 2.539 11.3 

50 2.559 13.1 

51 2.268 9.3 

52 1.898 28.0 

53 2.062 26.5 

54 2.124 27.5 

55 1.835 25.5 

56 1.485 50.5 

57 2.147 24.5 

58 2.168 22.0 

59 1.212 31.5 

60 2.204 20.5 

61 2.018 22.5 

62 1.905 20.0 

63 1.866 10.5 
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64 1.986 14.4 

65 2.071 8.8 

66 1.984 12.6 

67 1.553 8.0 

68 2.229 7.8 

69 2.246 6.9 

70 2.012 8.2 

71 1.955 8.6 

72 1.783 8.2 

73 1.571 9.4 

74 1.104 18.0 

75 1.199 8.5 

76 1.092 7.7 

77 1.664 9.4 

78 1.676 8.8 

79 1.569 9.1 

80 1.773 9.8 

81 1.469 9.4 

82 1.811 10.1 

83 1.720 13.5 

84 1.756 18.0 

85 1.303 12.1 

86 1.316 15.6 

87 1.378 12.4 

88 1.174 8.8 

89 1.169 12.5 

90 1.297 12.7 

91 1.879 11.7 

92 1.204 5.6 

93 1.880 4.7 

94 2.054 5.8 

95 1.016 12.6 

96 1.831 5.4 

97 1.147 7.4 
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98 1.643 92.0 

99 1.707 9.9 

100 1.694 9.4 

101 1.851 9.4 

102 1.873 5.9 
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10.4 Anexo 4: Eletroferogramas das amostras sequenciadas 

10.4.1 Amostra 21 (primers TgNP1 e TgNP2) 

TgNP1 
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TgNP2 
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10.4.2 Amostra 31 (primers TgNP1 e TgNP2) 

TgNP1 
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TgNP2 
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10.4.3 Amostra 32 (primers TgNP1 e TgNP2) 

TgNP1 
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TgNP2 
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10.4.4 Amostra 43 (primers TgNP1 e TgNP2) 

TgNP1 
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TgNP2 
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10.4.5 Amostra 21 (primers Tg18s58F e Tg18s348R) 
 

Tg18s58F 
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Tg18s348R 
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10.4 Anexo 5: Teste Q de Cochran como análise estatística 
 
 
 

Amostras 
Primer 1 - 

TOX4/TOX5 
Primer 2 - 

TgNP1/TgNP2 
Primer 3 - 

Tg18s58F/Tg18s348R 

1 Negativa Positiva Negativa 

2 Negativa Negativa Negativa 

3 Negativa Positiva Negativa 

4 Negativa Negativa Negativa 

5 Negativa Negativa Negativa 

6 Negativa Negativa Negativa 

7 Negativa Negativa Negativa 

8 Negativa Negativa Negativa 

9 Negativa Negativa Negativa 

10 Negativa Negativa Negativa 

11 Negativa Negativa Negativa 

12 Negativa Negativa Negativa 

13 Negativa Negativa Negativa 

14 Negativa Negativa Negativa 

15 Negativa Negativa Negativa 

16 Negativa Negativa Negativa 

17 Negativa Negativa Negativa 

18 Negativa Negativa Negativa 

19 Negativa Negativa Negativa 

20 Negativa Negativa Negativa 

21 Negativa Positiva Positiva 

22 Negativa Positiva Negativa 

23 Positiva Positiva Negativa 

24 Negativa Negativa Negativa 

25 Negativa Negativa Negativa 

26 Negativa Negativa Negativa 

27 Negativa Positiva Negativa 

28 Negativa Negativa Negativa 

29 Negativa Positiva Negativa 

30 Positiva Negativa Negativa 

31 Negativa Positiva Negativa 

32 Positiva Positiva Negativa 
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33 Negativa Negativa Negativa 

34 Negativa Negativa Negativa 

35 Negativa Negativa Negativa 

36 Negativa Negativa Negativa 

37 Negativa Negativa Negativa 

38 Negativa Negativa Negativa 

39 Negativa Negativa Negativa 

40 Negativa Negativa Negativa 

41 Negativa Negativa Negativa 

42 Negativa Negativa Negativa 

43 Negativa Positiva Negativa 

44 Negativa Negativa Negativa 

45 Negativa Positiva Negativa 

46 Negativa Positiva Negativa 

47 Negativa Negativa Negativa 

48 Negativa Negativa Negativa 

49 Negativa Negativa Negativa 

50 Negativa Negativa Negativa 

51 Negativa Negativa Negativa 

52 Negativa Negativa Negativa 

53 Negativa Negativa Negativa 

54 Negativa Negativa Negativa 

55 Negativa Negativa Negativa 

56 Negativa Negativa Negativa 

57 Negativa Negativa Negativa 

58 Negativa Negativa Negativa 

59 Negativa Positiva Negativa 

60 Negativa Negativa Negativa 

61 Negativa Negativa Negativa 

62 Negativa Negativa Negativa 

63 Negativa Negativa Negativa 

64 Negativa Negativa Negativa 

65 Negativa Negativa Negativa 

66 Negativa Negativa Negativa 

67 Negativa Negativa Negativa 

68 Negativa Negativa Negativa 

69 Negativa Negativa Negativa 
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70 Negativa Negativa Negativa 

71 Negativa Negativa Negativa 

72 Negativa Negativa Negativa 

73 Negativa Negativa Negativa 

74 Negativa Negativa Negativa 

75 Negativa Negativa Negativa 

76 Negativa Negativa Negativa 

77 Negativa Negativa Negativa 

78 Negativa Negativa Negativa 

79 Negativa Negativa Negativa 

80 Negativa Negativa Negativa 

81 Negativa Negativa Negativa 

82 Negativa Negativa Negativa 

83 Negativa Negativa Negativa 

84 Negativa Negativa Negativa 

85 Negativa Negativa Negativa 

86 Negativa Negativa Negativa 

87 Negativa Negativa Negativa 

88 Negativa Negativa Negativa 

89 Negativa Negativa Negativa 

90 Negativa Negativa Negativa 

91 Positiva Negativa Negativa 

92 Negativa Negativa Negativa 

93 Negativa Negativa Negativa 

94 Negativa Negativa Negativa 

95 Negativa Negativa Negativa 

96 Negativa Negativa Negativa 

97 Negativa Negativa Negativa 

98 Negativa Negativa Negativa 

99 Positiva Negativa Negativa 

100 Negativa Negativa Negativa 

101 Negativa Negativa Negativa 

102 Negativa Negativa Negativa 
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Gráfico 1:  Percentual de positividade segundo primer (P<0,0001). 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
A: valor maior de percentual de positividade segundo primers. 
B: valor menor de percentual de positividade segundo primers. 
AB: valor intermediário de percentual de positividade segundo primers. 
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