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Resumo 

Objetivou-se neste estudo detectar a presença de DNA de Toxoplasma gondii (T. gondii) em 

órgãos do sistema reprodutor, fetos e placentas, sêmen fresco e congelado da espécie ovina e 

em leite de cabras. No primeiro estudo foram coletadas 50 amostras de soro sanguíneo e 50 

amostras de testículos e epidídimos de carneiros abatidos em matadouros no estado de 

Pernambuco. Para a triagem dos animais positivos para T. gondii foi utilizada a técnica de 

Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI) e posteriormente empregou-se a Reação em 

Cadeia da Polimerase (PCR) nos órgãos dos animais positivos na sorologia. Observou-se 24% 

(12/50) de animais positivos na RIFI e o DNA genômico de T. gondii foi detectado em 8,3% 

(1/12) das amostras de epidídimo dos animais positivos na RIFI. No segundo experimento 

coletaram-se 50 amostras de soro sanguíneo, 50 amostras de útero, trompas e ovários, além de 

15 fetos e placentas de matrizes abatidas em matadouros no estado de Pernambuco. Também 

foi utilizada a RIFI para a triagem dos animais positivos para T. gondii e, posteriormente 

realizou-se a PCR nos órgãos dos animais positivos na sorologia e em todos os fetos e anexos 

fetais. Na sorologia, 26% (13/50) amostras foram positivas e o DNA genômico de T. gondii 

foi detectado em 7,7% (1/13) das amostras de útero, trompas e ovários das fêmeas positivas 

na sorologia. O DNA genômico de T. gondii também foi detectado em um dos 15 fetos 

pesquisados 6,7% (1/15) nas amostras de coração, cérebro e cordão umbilical e na placenta. 

Para o terceiro estudo foram utilizadas 217 amostras de sêmen, sendo 108 adquiridas em 

centrais de inseminação artificial e 109 coletadas de reprodutores ovinos em fazendas da 

Região Nordeste. Detectou-se o DNA genômico do T. gondii em 24/108 (22,2%) no sêmen de 

centrais de inseminação e em 10/109 (9,2%) das amostras de sêmen fresco. No quarto 

experimento foram coletadas 248 amostras de soro sanguíneo de cabras em lactação, que 

inicialmente foram submetidas à pesquisa de anticorpos anti-T. gondii utilizando-se a RIFI. 

Das mesmas cabras foram coletadas e processadas 248 amostras de leite para a pesquisa do 

DNA de T. gondii por meio da PCR. Das amostras de soro analisadas, 56/248 (22,6%) foram 

positivas na RIFI e o DNA do parasito foi detectado em 15/248 (6,1%) das amostras de leite. 

A identidade molecular dos produtos amplificados, nos quatro estudos foi confirmada por 

sequenciamento. Baseado na presença do DNA de T. gondii nas amostras biológicas 

analisadas evidencia-se a necessidade de novos estudos para determinar possíveis alterações 

andrológicas e reprodutivas e, outras possíveis vias de transmissão nesta espécie, bem como 

outros aspectos relacionados à infecção natural. Também é importante determinar a 

viabilidade deste parasito e a sua capacidade de transmissão através das técnicas de 

reprodução assistida e monta natural. Ressalta-se que a técnica da PCR pode ser empregada 



 

 

no controle sanitário das amostras de sêmen fresco e nas centrais de inseminação artificial. A 

eliminação de T. gondii no leite de cabras naturalmente infectadas na Região Nordeste do 

Brasil, mostra que o consumo do leite in natura desta espécie constitui-se em potencial risco 

para a saúde dos consumidores, principalmente gestantes, na região estudada. 

 

Palavras-chave: Toxoplasma gondii; Ovinos; Sêmen; Caprinos; Leite; PCR. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

Abstract 

The aim of the present study was to detect the presence of the DNA of Toxoplasma gondii (T. 

gondii) in the reproductive organs, fetuses, placenta, fresh and frozen semen of sheep and in 

goat’s milk. In the first study, 50 blood samples and 50 testicle and epididymis samples were 

collected from rams killed in slaughterhouses in the state of Pernambuco. The Indirect 

Immunofluorescence Assay (IFA) was used during the screening of the animals that were 

positive for T. Gondii. The Polymerase Chain Reaction (PCR) was later used with the organs 

of the animals that were positive in the serology. In total 24% (12/50) of the animals were 

positive in the IFA and genomic DNA of T. gondii was detected in 8.3% (1/12) of the 

epididymis samples of the animals that were positive in the IFA. In the second experiment, 50 

blood sera samples and 50 samples of uterus, tubes and ovaries, as well as 15 fetuses and 

placentas were collected from females killed in slaughter houses in Pernambuco. The IFA was 

again used to screen the animals that were positive for T. gondii and PCR was used afterwards 

with the organs of the animals that were positive in the serology, as well as all of the fetuses 

and fetal attachments. In the serology, 26% (13/50) of the samples were positive and genomic 

DNA of T. gondii was detected in 7.7% (1/13) of the uterus, tube and ovary samples from the 

females that were positive in the serology. Genomic DNA of T. gondii was also detected in 

the heart, brain, umbilical cord and placenta of one of the 15 fetuses studied (6.7%). In the 

third study, 217 semen samples were used, 108 of which were acquired from artificial 

insemination centers and 109 of which were collected from breeding sheep in the Northeast 

region. Genomic DNA of T. gondii was recorded in 24/108 (22.2%) of the semen samples 

from the insemination centers and in 10/109 (9.2%) of the fresh semen samples. In the fourth 

experiment, 248 blood sera samples from lactating goats were used. They were initially 

studied for antibodies anti-T. gondii using the IFA. From the same goats, 248 milk samples 

were collected and processed to investigate the presence of T. gondii DNA in the PCR. Of the 

sera samples analyzed, 56/248 (22.6%) were positive in the IFA and the DNA of the parasite 

was detected in 15/248 (6.1%) of the milk samples. The molecular identity of the products 

amplified in the four studies was confirmed by sequencing. Based on the presence of T. 

gondii DNA in the biological samples analyzed, it is clear that further studies are required to 

determine possible andrological and reproductive abnormalities and other possible 

transmission routes in these species, as well as aspects associated with natural infection. It is 

also important to determine the viability of this parasite and its transmission capacity through 

assisted reproduction techniques and natural breeding. The PCR technique can be used in the 



 

 

sanitary control of the fresh semen samples, as well as those from artificial insemination 

centers. The elimination of T. gondii in the milk of goats naturally infected in the Northeast 

region has shown that in natura goat milk consumption is a potential health risk for 

consumers, particularly pregnant women, in the studied region. 

 

Keywords: Toxoplasma gondii; Sheep; Semen; Goats, Milk, PCR. 
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1 - Introdução 

Os rebanhos ovino e caprino do Brasil estão entre os maiores do mundo com um 

efetivo de 17,6 milhões de cabeças de ovinos e 9,3 milhões de caprinos. Na Região Nordeste 

concentra-se aproximadamente 9,0 milhões do rebanho ovino nacional, sendo a região de 

maior produção, com destaque para o sistema produtivo de carne para consumo humano. Em 

relação ao rebanho caprino, a produção de leite possui grande destaque, principalmente na 

Região Nordeste que possui 90,8% do rebanho nacional, sendo o estado de Pernambuco 

detentor de 20,5% desse rebanho (IBGE, 2011). Contudo, nesta região a produtividade ainda 

é baixa e inúmeras são as doenças infecciosas e parasitárias que afetam o desempenho 

reprodutivo dos pequenos ruminantes, destacando-se dentre elas a toxoplasmose 

(UNDERWOOD & ROOK, 1992; SIMPLÍCIO et al., 2001).   

O parasito responsável por essa doença, T. gondii é um protozoário com reprodução 

intracelular obrigatória, podendo ser encontrado nos diferentes exsudatos dos animais 

infectados (DUBEY et al., 1995). Embora seu ciclo de vida seja conhecido desde o final da 

década de 1960, muitos aspectos relacionados à infecção por T. gondii ainda precisam ser 

esclarecidos (BASTIEN, 2002). 

A toxoplasmose é considerada a maior causa de problemas reprodutivos em caprinos e 

ovinos em muitos países do mundo (TENTER et al., 2000; BORDE et al., 2006; DUBEY, 

2009; DUBEY, 2010; ASGARI et al., 2011). Segundo Dubey e Adams, (1990), a parasitose é 

uma das principais causas de aborto em cabras e ovelhas no mundo e a ocorrência de 

distúrbios reprodutivos nessas espécies está relacionada ao período ou a fase da gestação em 

que ocorre a infecção (DUBEY, 1981; DUBEY, 2009).  

A infecção experimental com oocistos em cabras gestantes negativas para T. gondii no 

primeiro terço da gestação determina a ocorrência de reabsorção fetal e no segundo e terceiro 

terços da gestação ocorrem abortamentos, natimortos ou nascimento de cabritos infectados 

(DUBEY & BEATTIE, 1988; DUBEY, 1989; OBENDORF et al., 1990; DUBEY, 2009).  

Moraes et al. (2010a) demonstraram em ovinos que é possível a transmissão de T. gondii via 

sêmen experimentalmente contaminado com taquizoítos. Observaram soroconversão de 

33.3% no G1 (infectado com menor dose do parasito) e 100% no G2 (infectado com maior 

dose do parasito) e na PCR nested detectaram o DNA do parasito em 93.3% das amostras 

analisadas. Também foi observada elevada taxa de reabsorção embrionária nos animais do G2 

(100%). 
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O hábito dos seres humanos ingerirem produtos de origem animal, crus ou mal 

cozidos, tem fundamental importância na epidemiologia da toxoplasmose e o leite é 

considerado um veículo importante na transmissão do T. gondii ao homem (DUBEY, 1980; 

DUBEY, 2009). Em seus estudos Powell et al. (2001) demonstraram que o leite de animais 

infectados contém taquizoítos viáveis, possibilitando a transmissão para sua prole. Riemann et 

al. (1975) relataram um caso de infecção por T. gondii em crianças, nos Estados Unidos da 

América, onde suspeitou-se da infecção pela ingestão de leite não pasteurizado de cabras. A 

literatura relata a presença de taquizoítos no leite em inúmeras espécies domésticas e já foram 

identificados casos da transmissão do parasito para humanos por meio do consumo de leite 

não pasteurizado da espécie caprina (CHIARI et al., 1987; SKINNER et al., 1990). 

Estudos epidemiológicos realizados em Pernambuco por Peixoto et al. (2006), 

demonstraram que a infecção por T. gondii encontra-se disseminada nos rebanhos de ovinos e 

caprinos, estando diretamente relacionada com falhas reprodutivas. Além disso, a 

toxoplasmose é uma das zoonoses mais difundidas em todo o mundo e diante dos prejuízos 

econômicos causados nas cadeias produtivas de caprinos e ovinos (FREYRE et al., 1997) e 

das doenças relacionadas aos seres humanos, o estudo das possíveis vias de transmissão deste 

parasito é um aspecto de grande relevância na epidemiologia desta doença.  

O isolamento de T. gondii no sêmen fresco e congelado e em órgãos sexuais de 

reprodutores ovinos na infecção natural gera muita expectativa, principalmente sobre a 

possibilidade de sua transmissão venérea, devendo ser exaustivamente estudada, bem como, a 

possibilidade da transmissão por ingestão do leite caprino, alimento ainda consumido “in 

natura” em algumas regiões do Nordeste do Brasil. Desta forma evidencia-se a necessidade 

de se intensificar os estudos sobre a importância da transmissão horizontal e vertical do 

parasito, contribuindo com as investigações epidemiológicas e reprodutivas na infecção por T. 

gondii, além de promover uma maior consciência coletiva da sua importância enquanto 

zoonose.  
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2 - Revisão Bibliográfica  

 

2.1 - Etiologia 

Toxoplasma gondii é um protozoário de ciclo de vida heteroxeno, cuja infecção é de 

caráter cosmopolita e infecta todas as espécies de animais homeotérmicos, incluindo 

mamíferos, aves e o homem (LUZON et al., 1997a; TENTER et al., 2000). Pertence ao 

REINO Protista, SUBREINO Protozoa, FILO Apicomplexa, CLASSE Sporozoea, 

SUBCLASSE Coccidia, ORDEM Eucoccodiida, SUBORDEM Eimeriina, FAMILIA 

Sarcocystidae, SUBFAMILIA Toxoplasmatinae, GÊNERO Toxoplasma, ESPÉCIE (única) 

gondii (FORTES, 1997). 

Foi primeiramente descrito por Nicole & Manceaux em 1908, em um roedor na África 

do Sul e inicialmente denominado de Leishmania gondii, recebendo posteriormente a 

nomenclatura atual. No Brasil, Splendore também em 1908 isolou o parasito em um coelho no 

estado de São Paulo. Apesar do isolamento do agente no início do século, apenas na década 

de 70 foram descritas a sua natureza coccidiana, bem como seus hospedeiros definitivos e 

intermediários (FRENKEL et al., 1970). 

Em ovinos, a primeira descrição do agente ocorreu em 1942 por Olafson e Monlux, 

nos Estados Unidos, e desde então, trabalhos demonstram a importância econômica da 

infecção como causa de abortos, natimortos e perdas econômicas nesta espécie (FREYRE et 

al., 1997).  

A primeira evidência da toxoplasmose em cabras foi feita por Feldman & Miller 

(1956) nos Estados Unidos da América. Munday & Mason (1979) foram os primeiros a 

descreverem a toxoplasmose como importante causa de prejuízos reprodutivos em caprinos na 

Austrália. Dubey et al. (1986); Dubey et al. (1987); Dubey (1989) e Dubey (2010) sugeriram 

que os caprinos são mais suscetíveis ao T. gondii do que outros animais, acarretando grandes 

perdas econômicas em rebanhos em todo o mundo.  

 

2.2 - Ciclo Biológico  

O ciclo biológico (Figura 1) é constituído pelas fases enteroepitelial (fase sexual) e 

extraintestinal (fase assexuada). O ciclo enteroepitelial se desenvolve exclusivamente no 

epitélio intestinal do hospedeiro definitivo (felídeos), produzindo oocistos que são excretados 

nas fezes e esporulam no ambiente (esporozoítos infectantes). O ciclo extraintestinal ocorre 
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em todas as espécies de sangue quente, incluindo o gato (DUBEY, 1994; LUZON et al., 

1997a). 

 

Figura 1 - Ciclo de transmissão do Toxoplasma gondii. 

Fonte: TENTER et al. (2000). 

O parasito não apresenta especificidade por determinado órgão ou tecido e por ser um 

organismo obrigatoriamente intracelular e móvel, invade células nucleadas e multiplica-se por 

divisão binária simples e endodiogenia sob as formas de taquizoítos (forma de multiplicação 

rápida) e bradizoítos (forma de multiplicação lenta), estes últimos no interior dos cistos 

tissulares (LUZON et al., 1997a; MEIRELES, 2001). 

Os taquizoítos, através da circulação sanguínea e linfática, atingem todos os tecidos do 

hospedeiro (WONG & REMINGTON, 1993). Também conhecido como forma livre ou 

proliferativa, é encontrado na fase aguda da infecção no interior das células infectadas, sendo 

responsável pela sintomatologia. Apresenta forma de arco com uma extremidade afilada e 

outra arredondada. Constitui a forma menos resistente do parasita, sendo facilmente destruída 

pelas condições ambientais adversas, pelo suco gástrico, desidratação ou variações osmóticas 

(NEVES, 1985). 

Os bradizoítos estão presentes nos cistos teciduais principalmente durante a fase 

crônica da infecção. Os cistos possuem membrana dupla, sendo resistentes às enzimas 

proteolíticas e ao resfriamento a 4°C por 30 dias. Entretanto, são mortos após congelamento a 
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- 20°C ou aquecimento a + 65°C e sob radiação ionizante de 200 gy (NEVES, 1985; DUBEY 

et al., 1986; DINIZ et al., 1991; KOTULA et al., 1991; AMATO NETO et al., 1995). 

 

2.3 - Epidemiologia 

Segundo Chiari et al. (1987), os gatos domésticos eliminam oocistos no ambiente e 

por este motivo são importantes na cadeia epidemiológica de transmissão do parasito para os 

animais de produção. Contudo, Machado & Lima (1987) e Skjerve et al. (1998) não 

encontraram associação significativa entre a presença do gato e a infecção por este parasita 

nos rebanhos estudados. Manair et al. (1996) e Stachissini (2005) relataram que a presença de 

gatos nas propriedades em contato direto com os animais é um importante fator de risco para 

a infecção por T. gondii.  

No trabalho realizado por Pinheiro Jr. et al. (2009) no estado de Alagoas, Brasil, os 

fatores de risco descritos foram a idade dos animais,  tamanho da propriedade e o sistema de 

produção. Os autores observaram que os ovinos com idade entre 12 e 24 meses tem 

aproximadamente 2,7 mais chances de se infectarem que os animais com idade menor e, que 

os animais maiores de 24 meses têm aproximadamente quatro vezes mais chances que os 

animais com idade menor que 12 meses. Também observaram que os animais criados em 

propriedades com menos de 30 ha têm aproximadamente 3,2 vezes mais chances de se 

infectarem quando comparado com os animais de propriedades entre 30 e 200 ha. Informaram 

ainda, que no sistema de criação extensivo, os animais têm aproximadamente 2,3 vezes mais 

chance de se infectarem do que os animais que vivem em sistema de criação intensivo e que 

os animais que vivem em propriedades com sistema de criação semi-intensivo têm 

aproximadamente 3,2 vezes mais chance em relação aos que são criados em sistema de 

criação intensivo. 

A infecção ocorre principalmente pela ingestão de oocistos presentes nos alimentos 

(pastos e rações) e solos contaminados (NAVARRO et al., 1992; OGAWA et al., 2003; 

SAWADOGO et al., 2005). Escopelli (2004) e Pugh (2004) afirmaram que a principal forma 

de infecção para os pequenos ruminantes é a ingestão de água e alimentos contaminados com 

fezes de gato contendo oocistos. Buxton et al. (2006) sugeriram que a contaminação 

ambiental por oocistos é relativamente menos importante como fonte de infecção na 

toxoplasmose ovina, sendo a transmissão vertical em ovelhas com infecção permanente, mais 

importante na cadeia epidemiológica do que se pensava. 
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Diversos autores descreveram duas formas de transmissão do parasito: adquirida e 

congênita. No primeiro caso, o animal se infecta por via oral pela ingestão do oocisto 

esporulado e através da ingestão de carne contaminada com cistos contendo os bradizoítos. Já 

na transmissão congênita, as fêmeas se infectam durante a gestação e transmitem o parasito 

via transplacentária aos fetos. Esta forma é a mais patogênica e os taquizoítos atravessam a 

barreira transplacentária durante a fase de parasitemia materna causando transtornos 

reprodutivos que variam de intensidade conforme a fase gestacional, o desenvolvimento 

placentário, a carga parasitária e a virulência do T. gondii (DUBEY, 1986; DUBEY, 1988; 

BARBERAN & MARCO, 1997; LUZON et al., 1997a; DUBEY, 1998; KOMPALIC-

CRISTO et al., 2005). 

A ocorrência de formas infectantes de T. gondii (taquizoítos) foi demonstrada em 

secreções e/ou excreções de vários hospedeiros como urina de cães (JACOBS et al., 1966) e 

de camundongos (ROCHA et al., 1993), saliva de coelho (TERRAGNA et al., 1981) e 

humana (AMENDOEIRA & COUTINHO, 1982), sêmen humano (MARTINEZ-GARCIA et 

al., 1996) e bovino (SCARPELLI et al., 2001), sêmen de caprinos (DUBEY & SHARMA, 

1980; DUBEY et al., 1980), sêmen de ovinos (SPENCE et al., 1978; BLEWETT et al., 1982; 

TEALE et al., 1982; MORAES et al., 2011). Recentemente Camossi et al. (2011) relataram 

que o comprometimento da imunidade no período periparto de ovelhas pode favorecer a 

reativação de formas císticas de T. gondii, e desta forma o taquizoíto poderia ser eliminado no 

leite.  

Taquizoítos de T. gondii foram isolados na mucosa vaginal, saliva, secreção nasal e 

urina de caprinos infectados experimentalmente (DUBEY, 1980) e a eliminação desta forma 

parasitária no leite de cabras naturalmente infectadas também foi relatada por Chiari & Neves 

(1984). A presença de T. gondii no sêmen de caprinos experimentalmente infectados também 

foi relatada na literatura (DUBEY & SHARMA, 1980; SANTANA et al., 2010).  

Tenter (2000) descreve que os estudos sobre a frequência de anticorpos anti-T. gondii 

comprovaram a disseminação do T. gondii em ovinos no mundo, com porcentagens de 

animais sororreagentes que variam de 3% a 92%. Segundo Dubey & Hamir (2002) a alta 

prevalência da toxoplasmose em ovinos pode estar relacionada a pouca resistência desta 

espécie ao parasito e às próprias condições de exploração da ovinocultura que expõe estes 

animais a uma maior probabilidade de contato com os oocistos eliminados pelos gatos. As 

taxas de infecção em ovinos no Brasil também são bem variadas, tendo sido observado no 



22 

 

estado do Rio Grande do Sul 8,0% por Nishikawa et al. (1984), no estado de São Paulo 55,0% 

por Langoni et al. (1999), Figlioulo et al. (2004) também no estado de São Paulo, 

encontraram 34,0% e Lopes et al. (2006) ainda em São Paulo detectaram 56,0% de animais 

reagentes. No estado de Santa Catarina Clementino et. al. (2007) descrevem 29,4%, Ogawa et 

al. (2003) no estado do Paraná obtiveram uma frequencia de 54,%, em Pernambuco 35,3% 

segundo Silva et al. (2003) e em Alagoas Pinheiro Jr. et al (2009) descrevem uma prevalência 

que varia de 0,7% a 9,2% nos municípios estudados. Esses autores consideram que o alto 

percentual de ovinos sororeagentes para T. gondii, pode estar relacionado com a 

contaminação do meio ambiente. 

Segundo Dubey (1985) a prevalência de anticorpos contra T. gondii em caprinos nos 

Estados Unidos foi de 22,7% e na Venezuela, também em caprinos, Nieto & Melendez, 

(1998) encontraram uma positividade de 17,8%. No Brasil, levantamentos realizados para a 

espécie caprina em vários estados, utilizando diferentes técnicas de diagnóstico, 

demonstraram uma frequencia variando entre 8,0 a 47,6% de positividade na infecção por T. 

gondii. No estado de São Paulo Silva et al. (2002) encontraram uma frequencia de 8,0%, na 

Bahia Uzêda (2004) encontrou uma frequencia de 16,4%, no Rio Grande do Sul Maciel & 

Araújo (2004) descrevem frequência de 19,4%, Faria et al. (2007) frequência de 24,5% na 

Paraíba, no estado do Ceará Cavalcanti et al. (2008) 25,1%, Luciano et al. (2011) uma 

frequência de 29,1% no estado do Rio de Janeiro, Neto et al. (2008) no estado do Rio Grande 

do Norte, relatam frequência de 30,6%, no Maranhão Soares et al. (2010) frequência de 

37,0% e Bispo et al (2011) relatam frequência de 47,6% no estado de Pernambuco. Dubey 

(1990) descreve que a variação na prevalência em ovinos e caprinos pode ser influenciada 

pelo tipo de teste sorológico utilizado, pela região estudada e pela idade dos animais. 

 

2.4 - Aspectos reprodutivos da toxoplasmose  

Dentre as falhas reprodutivas causadas pela toxoplasmose ovina, o aborto é uma das 

mais importantes causas de perda econômica (BUXTON, 1990; LUZON et al., 1997b; 

SILVA & LANGONI, 2001; WEISSMANN, 2003; PEREIRA-BUENO et al., 2004; 

PEIXOTO et al., 2006). Conforme demonstrado na figura 2, os transtornos ocorrem quando a 

fêmea se infecta durante a gestação, podendo ocorrer desde reabsorções embrionárias iniciais 

e abortos até fetos mal formados e crias debilitadas e fracas, variando a intensidade de acordo 



23 

 

com a fase gestacional em que a fêmea se encontre (DUBEY, 1986; UNDERWOOD & 

ROOK, 1992; WEISSMANN, 2003). 

A infecção na primeira metade da gestação causa maiores prejuízos, ocorrendo 

reabsorção embrionária e morte fetal, seguida de aborto (figura 2). Porém, ainda há risco da 

transmissão em fases mais tardias, onde pode ocorrer mumificação, malformação fetal, 

natimorto ou recém-nascido debilitado (DUBEY, 1988; VITOR et al., 1991; BARBERAN & 

MARCO, 1997; WEISSMANN, 2003).  

Moraes et al. (2010a) e Moraes et al. (2010b) inseminaram ovelhas com diferentes 

doses de sêmen contaminado por taquizoítos de T. gondii e confirmaram a infecção utilizando 

as técnicas da PCR e a RIFI. Observaram por exames de ultrasonografia transtornos 

reprodutivos, principalmente, reabsorções embrionárias. Os estudos experimentais 

demonstraram a possibilidade de transmissão via sêmen do Toxoplasma gondii em ovelhas 

experimentalmente infectadas. 

 

Figura 2 - Consequências da primoinfecção por T. gondii em ovelhas. 

Fonte: BARBERAN e MARCO (1997). 
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2.5 - Diagnóstico clínico e laboratorial da toxoplasmose 

O diagnóstico laboratorial da toxoplasmose é de grande importância uma vez que os 

sinais clínicos e as lesões macroscópicas podem ser facilmente confundidas com outras 

enfermidades e também pelo fato das falhas reprodutivas serem consequências de diversas 

doenças (VIDOTTO, 1992; INNES & ESTEBAN-REDONDO, 1997; AMATO NETO et al., 

1995). Segundo Dubey (2010), os sinais clínicos da toxoplasmose são inespecíficos e não 

podem ser utilizados no diagnóstico definitivo. 

Dentre as técnicas sorológicas empregadas no diagnóstico da toxoplasmose pode-se 

citar: a técnica de Sabin-Feldman, a Reação de Imunofluorescência Indireta (RIFI), a 

Hemaglutinação (HA), a Fixação do Complemento (FC), o Enzyme Linked Immunosorbent 

Assay (ELISA) e o Immunosorbent Aglutination Assay (ISAGA) (UCHOA et al., 1999).  

A RIFI é considerada uma das melhores técnicas de diagnóstico sorológico da 

toxoplasmose, sendo sensível, segura e pode ser usada tanto na fase aguda como na fase 

crônica da infecção. A produção de anticorpos da classe IgM ocorre na fase aguda da 

infecção, seguida pela elevação de anticorpos da classe IgG que aparece na fase crônica. Os 

títulos de IgG se mantêm constantes ou ascendentes durante o curso da infecção, 

posteriormente decrescendo e podendo desaparecer em poucos meses no caso da transmissão 

passiva de anticorpos pelo colostro (DUBEY et al., 1987; CAMARGO, 2001). Análises 

sorológicas usando a RIFI têm sido amplamente empregadas em diversas espécies animais 

infectadas por T. gondii (VAN DER PUIJE et al., 2000; CONDE et al., 2001; NISHI et al.,  

2008; GARCIA et al., 2012).  

 Toxoplasma gondii pode ser isolado a partir da bioprova em amostras de tecidos 

infectados como sangue, fluido cerebroespinhal, tecidos fetais e/ou placentários mediante a 

inoculação intraperitoneal em camundongos, porém requer de três a seis semanas e a 

manutenção de animais em biotérios (MONTOYA & LIESENFELD, 2004; DUBEY, 2010). 

O exame histopatológico não é uma técnica conclusiva para o diagnóstico da infecção 

por T. gondii, pois o parasito pode ser confundido com núcleos ou fragmentos nucleares que 

se coram de forma semelhante devido à ausência de características tintoriais próprias 

(FARREL et al., 1952; TSUNEMATSU et al., 1964; BARBOSA, 1988). Entretanto foi 

utilizada por diversos autores que relataram a observação frequente de taquizoítos e lesões 

macro e microscópicas na placenta, membranas fetais e tecidos fetais (MCSPORRAN et al., 
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1985; DUBEY et al., 1986; UGGLA et al., 1987; DUBEY, 1988). A técnica da 

imunohistoquímica é específica e confirma o diagnóstico em algumas horas, sendo capaz de 

detectar pequenas quantidades de antígeno, pela observação de taquizoítos ou cistos com 

bradizoítos nos tecidos (DUBEY & LIN, 1994; VON WASIELEWSKI et al.,1997; DUBEY, 

2010).  

O diagnóstico ainda pode ser realizado por amplificação específica do DNA 

parasitário a partir de tecidos infectados utilizando a técnica da Hibridação e Reação em 

Cadeia da Polimerase (PCR) (MACEDO, 1994; INNES & ESTEBAN-REDONDO, 1997; 

MONTOYA & LIESENFELD, 2004; KOMPALIC-CRISTO et al., 2005).  

Avanços no conhecimento do genoma do T. gondii tornaram possível a utilização da 

Técnica de Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) para detecção do parasito. Esta técnica se 

fundamenta na amplificação específica de determinados genes ou fragmentos de genes, 

detectando com segurança, rapidez e sensibilidade o parasito em qualquer amostra do animal 

infectado (WONG & REMINGTON, 1993; BASTIEN, 2002). 

A PCR é uma técnica muito sensível, sendo capaz de detectar infecções por um único 

taquizoíto, além de ser rápida (WONG & REMINGTON, 1994; BASTIEN, 2002). Segundo 

Dehkordi et al.,2013 a PCR é um método de diagnostico preciso, seguro, sensível, específico 

e rápido que pode ser utilizado para monitorar o parasito no leite. A parasitemia tem sido 

detectada com maior sensibilidade por meio dos métodos de biologia molecular, em especial a 

PCR, com a vantagem de demonstrar maior sensibilidade quando comparado ao isolamento 

do parasito em culturas de tecido (MEIRELES, 2001).  

A sensibilidade e a especificidade da PCR dependem não só da sequência alvo no 

DNA do parasito, mas também dos pares de iniciadores de amplificação desenhados. Em 

geral, o gene B1 que se encontra repetido em 35 cópias no genoma é o mais utilizado. Outro 

gene amplamente utilizado é o gene P30, que se encontra representado como cópia única, 

codificando o principal antígeno de superfície do protozoário. Devido a sua elevada 

sensibilidade, as amostras devem ser processadas com precaução para se evitar contaminações 

de ácidos nucléicos do parasito por outras fontes (BURG et al., 1988; BURG et al., 1989; 

INNES & ESTEBAN-REDONDO, 1997). 

Diversos estudos demonstraram a capacidade da PCR em amplificar fragmentos 

específicos de DNA a partir de diferentes fluídos corporais. Em humanos são utilizadas em 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=von%20Wasielewski%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9358847
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amostras de sangue de gestantes, recém-nascidos e pacientes imunodeprimidos (FILICE et al., 

1993; DUPON et al., 1995; BERGSTRÖM et al., 1998; BOU et al., 1999; SPALDING et al., 

2002), em líquido amniótico (GROVER et al., 1990; PELLOUX et al., 1996; CASTRO et al., 

2001), placenta (SPALDING et al., 2002), lavado bronco-pulmonar (BRETAGNE et al., 

1990), humor aquoso (AOUIZERATE et al., 1993; BOU et al., 1999), líquor (PARMLEY et 

al., 1992; DUPON et al., 1995) e urina (FACHADO et al., 1990; FUENTES et al., 1996).  

A técnica da PCR tem sido bastante utilizada na Medicina Veterinária, 

especificamente em ovinos, principalmente em amostras de sangue (ESTEBAN-REDONDO 

& INNES, 1998; DA SILVA & LANGONI, 2001), tecidos de fetos abortados 

(DUNCANSON et al., 2001; TERRY et al., 2001; MASALA et al., 2003; PEREIRA-BUENO 

et al., 2004), placentas (DUNCANSON et al., 2001; TERRY et al., 2001; MASALA et al., 

2003) e sêmen (LOPES et al., 2009). 

Hurtado et al. (2001) ao diagnosticar abortos ovinos utilizando a PCR nested 

demonstraram resultados altamente sensíveis e específicos, ressaltando que esta técnica pode 

ser utilizada para confirmar casos duvidosos. A utilização do método complementar PCR 

nested, como uma segunda amplificação a partir do produto gerado da primeira amplificação 

tem demonstrado resultados superiores aos alcançados quando se usa apenas em uma única 

PCR (SPALDING et al., 2002). Moraes et al. (2011) utilizaram a PCR nested para o estudo da 

toxoplasmose em órgãos de fetos abortados, de natimortos e em placentas de ovinos no estado 

de Pernambuco e constataram que a técnica demonstrou ser bastante eficiente no diagnóstico 

da toxoplasmose. A PCR em tempo real vem sendo bastante utilizada no diagnóstico da 

toxoplasmose humana e nesta metodologia são combinados os tempos de amplificação e a 

detecção numa mesma fase (COSTA et al., 2000; REMINGTON et al., 2004). 

 

2.6 - Controle e profilaxia da toxoplasmose 

A adoção de medidas de controle da toxoplasmose na criação de ovinos e caprinos é 

de grande importância, pois a presença da infecção resulta em altos prejuízos econômicos em 

toda a cadeia produtiva dos pequenos ruminantes, aumento do custo de produção, queda na 

comercialização da carne e leite e, principalmente, um constante risco para a saúde coletiva 

(PEREIRA, 2007). Pinheiro Jr. et al. (2009) concluíram que medidas de controle e profilaxia 

precisam ser adotadas, visando a melhoria do sistema de criação, além da implantação de 
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programas de educação sanitária junto aos produtores que esclareçam sobre as formas de 

transmissão da toxoplasmose. 

O controle da população de gatos e roedores nas áreas de convívio dos animais, a 

eliminação de fêmeas sorologicamente positivas e o isolamento das suspeitas, a incineração 

de carcaças de animais infectados, fetos abortados e de anexos fetais constituem medidas 

relevantes no controle da doença em rebanhos ovinos (CAVALCANTE & XIMENES, 1999). 

Segundo Dubey (2010), os gatos devem ser castrados para possibilitar o controle da 

população de felinos nas propriedades rurais e não devem ser alimentados com carne crua, 

vísceras ou ossos. Descreve ainda que as membranas fetais e fetos abortados devem ser 

enterrados ou incinerados para prevenir a infecção dos felinos e outros animais da fazenda.  

Segundo Buxton & Innes (1995), a vacina Toxovax® (Schering-Plough Animal 

Health Ltda.) produzida para espécie ovina a partir da cepa atenuada S48 de T. gondii reduz o 

aborto e a mortalidade neonatal, contudo segundo Stanley et al. (2004) ela não impede a 

infecção fetal após o desafio com uma cepa virulenta. A vacina ainda não está amplamente 

disponível, entretanto, não pode ser utilizada em animais imunodeprimidos e fêmeas prenhes 

(OIE, 2006).  

Garcia et al. (2007) estudaram uma vacina administrada via nasal em gatos e 

verificaram uma proteção 65% a mais que no grupo controle, entretanto, o controle realizado 

através da vacinação ainda não vem sendo utilizado devido ao alto custo e a falta de interesse 

por parte dos proprietários de gatos (FRENKEL et al., 1991; FREYRE et al., 1993; GIRALDI 

et al., 1996).  

 

2.7 - Aspectos da toxoplasmose humana 

Segundo Amendoeira et al. (1999), a primeira descrição de um caso de toxoplasmose 

em humanos foi realizada por um pediatra de Praga, no ano de 1923, que encontrou um cisto 

do parasito na retina de uma criança de onze meses com hidrocefalia e microftalmia 

congênitas. O primeiro relato de um surto de toxoplasmose humana no Brasil foi feito por 

Magaldi et al. (1967) na cidade de Bragança Paulista, São Paulo. Os autores não chegaram a 

uma conclusão sobre a fonte de infecção ou vias de transmissão.  
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O hábito de ingerir carne e produtos de origem animal crus ou mal cozidos tem grande 

importância na epidemiologia da toxoplasmose, fato este, ressaltado por Bonametti et al. 

(1997) quando relataram um surto de toxoplasmose aguda transmitida pela ingestão de carne 

crua de carneiro. Barioni et al. (2009), estudando a toxoplasmose em Vitória, estado do 

Espírito Santo, concluíram que os ovinos podem ser considerados fontes de infecção do 

parasito para humanos por meio da ingestão de carne contaminada.  

O primeiro surto de toxoplasmose, comprovadamente causado pela água no Brasil, 

ocorreu na cidade de Santa Isabel do Ivaí no estado do Paraná. Foram verificados sete casos 

em gestantes, sendo que uma apresentou aborto espontâneo e seis tiveram filhos infectados, 

um deles com anomalia congênita grave (DIAS et al., 2005). 

Riemann et al. (1975) relataram um caso de infecção por T. gondii em crianças, onde 

suspeitou-se da infecção pela ingestão de leite de cabras não pasteurizado no estado da 

Califórnia, Estados Unidos da América. Segundo Dubey, (1980) o leite também é considerado 

um veículo importante do T. gondii ao homem. Estudos experimentais em gatas lactantes 

demonstraram que o leite de animais infectados possibilita a transmissão para a prole 

(POWELL et al., 2001). 

Diversos autores afirmaram que taquizoítos já foram isolados na secreção láctea de 

caprinos, demonstrando em algumas regiões do mundo a importância do leite como fonte de 

infecção para o homem (CHIARI & NEVES, 1984; DUBEY et al., 1998; VITOR et al., 1991; 

SKINNER  et al., 1990; POWELL et al., 2001; VERONESI et al., 2005; DEHKORDI et al., 

2013). A literatura relata a presença de taquizoítos no leite em inúmeras espécies e já foram 

identificados casos da transmissão do parasito para humanos por meio do consumo de leite, 

não pasteurizado, da espécie caprina (CHIARI et al., 1987; SKINNER et al., 1990). Dubey et 

al. (1998) e Veronesi et al. (2005) relataram que a infecção pela ingestão de taquizoítos em 

produtos lácteos não pasteurizados é possível.  

Sacks et al. (1982) relataram um surto ocorrido em dez membros de uma família 

composta por 24 pessoas. Os positivos apresentaram anticorpos da classe IgM e um indivíduo 

apresentou quadro compatível com retinocoroidite. Os autores não encontraram nenhum outro 

fator de risco que apontasse associação com a soroconversão, além do consumo de leite. 

Chiari & Neves (1984) relataram casos de toxoplasmose aguda em membros de uma mesma 

família que consumiam leite de cabras positivas para toxoplasmose. Em uma criança com 
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sinais da toxoplasmose aguda, Skinner et al. (1990) descreveram o hábito de consumo de leite 

de cabras positivas para toxoplasmose.  

Paul (1998) identificou fatores de risco associados à infecção primária em mulheres 

em idade fértil e concluiu que o consumo de leite é um fator de risco potencial para 

transmissão de T. gondii para humanos. Tenter et al. (2000) também relataram a 

soroconversão para T. gondii em crianças que tinham o leite caprino como base da sua 

alimentação.  

Segundo Cook et al., (2000); Tenter (2009); Camossi et al., (2011) a toxoplasmose 

possui um papel de grande relevância para a saúde pública mundial, principalmente, nas áreas 

rurais que não empregam métodos de pasteurização do leite. Dehkordi et al., 2013 

recomendam a inspeção e pasteurização do leite de caprinos. Cordeiro (2006) afirmou que 

quase a totalidade do leite caprino produzido em países em desenvolvimento destina-se ao 

consumo de subsistência, principalmente por famílias das regiões subdesenvolvidas, sendo 

consumido próximo aos locais de produção. Na Região Nordeste do Brasil, maior produtora 

de caprinos do país (IBGE, 2011) ainda é comum o hábito de ingestão de leite in natura de 

cabras, principalmente por crianças alérgicas ao leite de vacas e crianças carentes. 

Considerando estes aspectos e a possibilidade de alguns indivíduos apresentarem 

enfermidades imunodepressoras, o leite de cabra pode representar uma real fonte de infecção.  
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3 - Objetivos 

3.1 - Geral 

              *     Detectar a presença do DNA de T. gondii em órgãos do sistema reprodutivo, 

fetos, anexos fetais e sêmen de ovinos e em leite de cabras. 

 

 3.2 - Específicos 

* Estudar a ocorrência de anticorpos contra T. gondii e detectar a presença do 

DNA de T. gondii em órgãos do sistema reprodutivo de reprodutores ovinos abatidos no 

estado de Pernambuco; 

* Estudar a ocorrência de anticorpos contra T. gondii e detectar a presença do 

DNA de T. gondii em órgãos do sistema reprodutivo de matrizes ovinas abatidas no estado 

de Pernambuco; 

* Detectar a presença do DNA de T. gondii em fetos, embriões e placenta de 

matrizes ovinas abatidas no estado de Pernambuco; 

* Detectar a presença do DNA de T. gondii no sêmen fresco de reprodutores 

ovinos da Região Nordeste; 

* Detectar a presença do DNA de T. gondii no sêmen congelado de reprodutores 

ovinos adquiridos em Centrais de Inseminação Artificial do Brasil; 

* Detectar a presença do DNA de T. gondii no leite de cabras da Região 

Nordeste do Brasil; 

* Contribuir com a epidemiologia da toxoplasmose em ovinos e caprinos 
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Detecção de Toxoplasma gondii em órgãos do sistema 
reprodutivo de carneiros naturalmente infectados no 

Brasil¹  

Mauro José Gonçalves Bezerra2, Jefferson Ayrton Leite de Oliveira Cruz3, 
Eugênio de Souza Kung3, Renata Pimentel Bandeira de Melo3, Ana Lisa do 
Vale Gomes3, Érica Paes Barreto Xavier de Moraes4, José Wilton Pinheiro 

Junior4 e Rinaldo Aparecido Mota3*  

ABSTRACT.- Bezerra M.J.G., Cruz J.A.L.O., Kung E.S., Melo R.P.B., Gomes 
A.L.V., Moraes E.P.B.X., Pinheiro Junior J.W. & Mota R.A. 2013. [Detection of 
Toxoplasma gondii in the reproductive organs of rams in Brazil.] 
Detecção de Toxoplasma gondii em órgãos do sistema reprodutivo de 
carneiros no Brasil. Pesquisa Veterinária Brasileira 33(8):989-991. 
Laboratório de Doenças Infectocontagiosas dos Animais Domésticos, 
Universidade Federal Rural de Pernambuco, Rua Dom Manoel de Medeiros 
s/n, Recife, PE 52171-900, Brazil. E-mail: rinaldo.mota@hotmail.com  

The aim of the study was to detect genomic DNA of Toxoplasma gondii 
in testicle and epididymis samples from rams sold in abattoirs in the state 
of Pernambuco, Northeast Brazil. Fifty (50) blood serum samples were 
collected, as well as 50 testicle and epididymis samples. Indirect 
Immunofluorescence (IIF) was used during screening of the rams. The 
Polymerase Chain Reaction (PCR) was used with animals that were 
positive in serology. Our results confirmed that 24% (12/50) of the rams 
were positive in IIF. Genomic DNA was detected in the epididymis at 8.3% 
(1/12) of the animals. The molecular identity of the amplified products was 
confirmed through sequencing. This paper reports the first occurrence of T. 
gondii DNA in the reproductive organs of naturally infected rams in Brazil.  

INDEX TERMS: Toxoplasmosis, reproductive organs, rams, sheep, Polymerase 
Chain Reaction (PCR).  

 
RESUMO.- Objetivou-se com esse estudo detectar o DNA genômico de T. gondii em amostras de testículo e 
epidídimo de ovinos comercializados em abatedouros do Estado de Pernambuco Região Nordeste do 
Brasil. Foram coletadas 50 amostras de soro sanguíneo, 50 amostras de testículos e 50 de epidídimos. 
Para a triagem dos animais foi utilizada a técnica de Imunofluorescência Indireta (RIFI) e posteriormente 
empregou-se a Reação em Cadeia da Polimerase (PCR) nos animais positivos na sorologia. Observou-se 
24% (12/50) dos animais positivos na RIFI e o DNA genômico foi detectado no epidídimo em 8,3% (1/12) 
das amostras. A identidade molecular dos produtos amplificados foi confirmada por sequenciamento. 
Relata-se a primeira ocorrência da presença do DNA de T. gondii em órgãos do sistema reprodutivo de 
carneiros naturalmente infectados no Brasil.  

TERMOS DE INDEXAÇÃO: Toxoplasmose, órgãos de reprodutivos, carneiros, ovinos, PCR.  

 

INTRODUÇÃO  

O rebanho ovino no Brasil está entre os dez maiores do mundo com um efetivo de mais de 17,4 milhões de 
cabeças e na Região Nordeste concentram-se aproximadamente 56,7% do rebanho nacional, ocupando o 
Estado de Pernambuco o quarto lugar do ranking nacional (IBGE 2010). Contudo, na maioria das 
explorações no Nordeste Brasileiro, a produtividade ainda é baixa sendo causada principalmente devido 
aos problemas de sanidade animal (Simplício et al. 2001).  
A toxoplasmose é uma importante zoonose de distribuição mundial que causa diversos transtornos 
reprodutivos em vários hospedeiros intermediários. O parasito responsável por essa doença é Toxoplasma 
gondii, um protozoário com reprodução intracelular obrigatória, podendo ser encontrado nos diferentes 
exsudatos dos animais infectados  
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(Nicolle & Manceaux 1908, Dubey et al. 1980, 1995, Dubey & Sharma 1980, Uggla 1986, Underwood & 
Rook 1992, Luzon et al. 1997a, Tenter et al. 2000, Kompalic-Cristo et al. 2005).  

Em ovinos, a primeira descrição do agente ocorreu por Olafson & Monlux (1942) nos Estados Unidos, e 
desde então, inúmeros trabalhos demonstram a importância econômica da infecção nesta espécie como 
causa de abortos e natimortos, além de servirem de fonte de infecção para o homem e embora seu ciclo de 
vida seja conhecido desde o final da década de 1960, muitos aspectos relacionados à infecção por T. gondii 
ainda precisam ser esclarecidos (Freyre et al. 1997, Bastien 2002).  

Estudos epidemiológicos recentes realizados em Pernambuco por Peixoto et al. (2006), demonstraram 
que a infecção por T. gondii encontra-se disseminada nos rebanhos de ovinos, estando diretamente 
relacionada com falhas reprodutivas, demonstrando a necessidade de se intensificar os estudos sobre a 
importância da transmissão horizontal do parasito para contribuir com as investigações epidemiológicas, 
clinicas e reprodutivas na infecção pelo T. gondii nesta espécie.  

Moraes et al. (2010a) estudaram a infecção natural por T. gondii em carneiros e observaram 9,2% de 
positivos na sorologia e na PCR nested, 66,6% das amostras de sêmen foram positivas. Concluíram que a 
detecção da forma proliferativa de T. gondii no sêmen de carneiros naturalmente infectados reforça a 
necessidade de se pesquisar a possibilidade da transmissão horizontal do parasito na espécie ovina.  

Objetivou-se com esse estudo detectar o DNA genômico de T. gondii em amostras de testículo e 
epidídimo de carneiros naturalmente infectados e abatidos em matadouros no Estado de Pernambuco, 
Brasil.  

 

MATERIAL E MÉTODOS  
Amostras de soro sanguíneo e de órgãos do sistema reprodutivo. Nos anos de 2010 e 2011 foram coletadas 

50 amostras de soro sanguíneo, 50 amostras de epidídimo e 50 de testículo de reprodutores ovinos de diferentes 
raças e idades em matadouros no Estado de Pernambuco, Brasil. Os ovinos eram procedentes de criações comerciais 
situadas na região Agreste do estado de Pernambuco.  

Sorologia. Utilizou-se a RIFI como triagem para detectar os animais positivos que foram posteriormente 
utilizados para a realização da PCR. Para a detecção de anticorpos IgG anti-Toxoplasma gondii foi empregada a RIFI de 
acordo com o protocolo preconizado por Camargo (1964), utilizando-se anticorpos anti-IgG-ovino (Sigma®) conjugado 
ao isotiocianato de fluoresceína, com ponto de corte 64, utilizando-se como antígeno, taquizoítos da cepa RH. Em 
todas as reações foram incluídos controle positivo e negativo, previamente conhecidos.  

Exame molecular para detecção de DNA de Toxoplasma gondii. As amostras de testículo e epidídimo foram 
submetidas à extração de DNA, utilizando-se Kit comercial Wizard Genomic DNA Purification (Promega®), seguindo o 
protocolo do fabricante. Os pares iniciadores utilizados foram TOX4 (CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG) e TOX5 
(CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT) segundo Homan et al. (2000), amplificando uma região de 529 pares de base 
(pb). As reações de amplificação foram realizadas em um volume final de 12,5mL contendo: 2,5μL de DNA genômico; 
0,5μL de cada primer (TOX4 e TOX5) à 10μM; 2,5μL de Água Mili-Q ultrapura e 6,25μL de Top Taq Master Mix 
(Quiagen®), de acordo com o protocolo do fornecedor. O perfil térmico das etapas de reações foi feito em um 
termociclador XP Thermal Cycler (Bioxer Technology Co. Ltda), consistindo de uma desnaturação do DNA inicial a 
94°C (7min) e seguida de 35 ciclos a 94°C por 1 minuto para a desnaturação, 60°C por 1 minuto para o anelamento, 
72°C por 1 minuto para a extensão e extensão final de 10 minutos a 72°C. Os produtos amplificados foram detectados 
por eletroforese em gel de agarose a 2%, corados com Blue Green (LGC®), visualizados através de luz ultravioleta e 
fotodocumentados. O controle positivo utilizado na reação foi obtido por meio de suspensão de lavados 
intraperitoneais de camundongos previamente infectados com a cepa RH.  

Para o sequenciamento, os produtos amplificados foram purificados empregando kit comercial GFXTM PCR DNA e 
kit de purificação de bandas em gel de agarose GE Healthcare. Utilizou-se o sequenciador ABI PRISM 3100 (Applied 
Biosystems), as reações foram realizadas em ambas as cadeias utilizando iniciadores (TOX4 e TOX5) de acordo com o 
Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems) e as condições de polimerização foram realizadas 
em placas de 96 poços de acordo com as instruções do fabricante. As sequências foram analisadas através BIOEDIT e 
MEGA 5 software e comparadas com o banco de dados do NCBI usando BLAST.  
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RESULTADOS  

Na sorologia, foram detectados 12/50 (24%) amostras positivas. Na PCR realizada nas amostras de 
testículo e epidídimo dos doze animais positivos na sorologia, detectou-se o DNA de T. gondii em uma 
amostra de epidídimo (01/12), correspondendo a 8,33%. A identidade molecular foi confirmada através 
do sequenciamento de fita dupla direta que indicou 99,9% de similaridade com as sequências de DNA de 
T. gondii armazenados no GENBANK (DQ779196.1).  

 

DISCUSSÃO  

Este estudo é pioneiro no que se refere à detecção de DNA de Toxoplasma gondii em órgão reprodutivo 
(epidídimo) de carneiro naturalmente infectado. Outros estudos realizados anteriormente utilizaram 
carneiros experimentalmente infectados e demonstraram a presença do parasito em amostras seminais. 
Spence et al. (1978) realizaram o primeiro isolamento de T. gondii e mais tarde, Aganga et al. (1988) 
recuperaram T. gondii em amostras de sêmen de 100% dos carneiros infectados com a cepa TS-1. Teale et 
al. (1982) também observaram o parasito em amostras de sêmen. Apesar desta observação, até o 
momento ainda não se comprovou a transmissão do parasito via sêmen na infecção natural.  

A busca do parasito em órgãos reprodutivos de carneiros naturalmente infectados realizado neste 
estudo foi estimulada, em parte, pelos resultados obtidos na infecção experimental realizada por Moraes 
et al. (2010b) e Moraes et al. (2010c) que infectaram ovelhas com sêmen contaminado com diferentes 
doses de T. gondii e observaram, através de exames ultrassonográficos, transtornos reprodutivos como 
reabsorções embrionárias, morte fetal e aborto. O estudo comprovou a transmissão do parasito via sêmen 
experimentalmente contaminado em ovelhas e uma elevada frequência de absorção embrionária, 
indicando a colonização  
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precoce da placenta e embrião no início da gestação, o que demonstrou que este aspecto deveria ser 
melhor investigado na infecção natural. A presença do DNA de T. gondii em órgãos reprodutivos é um 
resultado relevante e demonstra a necessidade de outras investigações sobre a repercussão deste achado 
na infecção natural.  

A detecção do DNA de T. gondii no presente estudo não indica necessariamente que este parasito está 
viável para infectar ovelhas durante a cópula. Para comprovar esta hipótese e sua real importância na 
reprodução desta espécie é necessário avaliar a quantidade do parasito presente neste órgão e no sêmen e 
sua viabilidade por meio de bioprova. Neste estudo isso não foi possível, pois os órgãos foram colhidos em 
matadouros o que dificultou a realização de coletas de amostras de sêmen para a inoculação em 
camundongos. Em caprinos experimentalmente infectados, Santana et al. (2010) isolaram T. gondii em 
amostras de sêmen e em amostras de tecido do sistema reprodutivo, utilizando a técnica da PCR e 
bioprova e sugeriram a possibilidade de transmissão venérea deste coccídeo nesta espécie. O isolamento 
(estudo da viabilidade) e quantificação de T. gondii no sistema reprodutor de ovinos (epidídimo e sêmen) 
naturalmente infectados poderá sugerir a participação desta via na transmissão do parasito nos rebanhos.  

A presença do DNA de T. gondii neste órgão reprodutivo na infecção natural de ovinos ainda necessita 
de estudos mais detalhados para determinar possíveis alterações andrológicas e reprodutivas. Sobre este 
aspecto, Terpsidis et al. (2009) em estudos experimentais afirmaram que a infecção experimental por T. 
gondii pode causar alterações andrológicas e reprodutivas em camundongos. Lopes et al. (2009) também 
identificaram patologias espermáticas em carneiros experimentalmente infectados, contudo concluíram 
que estas poderiam não estar relacionadas à infecção por T. gondii.  

Neste estudo não foi possível estimar a fase da infecção e se os animais estavam eliminando o parasito 
no sêmen. A detecção de T. gondii em amostra de epidídimo em ovino naturalmente infectado estimula a 
realização de estudos sobre outras vias de transmissão nesta espécie.  
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Abstract: The aim of the present study was to assess the occurrence of antibodies to 

Toxoplasma gondii and to detect genomic DNA of the parasite in the reproductive organs, 

fetuses and fetal membranes of sheep in slaughterhouses in the state of Pernambuco, Brazil. 

Samples were collected from the blood, uterus, tubes, ovaries, fetuses and placenta of the 

sheep. The Indirect Immunofluorescence technique (IFA) was used for screening. The 

Polymerase Chain Reaction (PCR) was used to detect DNA of T. Gondii in the animals that 

were positive in the serology, as well as with all of the fetuses and fetal membranes. In the 

serology, 13/50 samples were positive and genomic DNA of T. gondii was detected in one 

uterus, tube, ovary, placenta and fetus (heart, brain and umbilical cord) sample from a sheep 

that was positive in the serology. The molecular identity of the amplified products was 

confirmed by sequencing. The present study provides evidence of the occurrence of T. gondii 

DNA in the organs of the reproductive system, placenta and fetus of a naturally infected 

sheep.  

Keywords: Toxoplasmosis; sheep; Polymerase Chain Reaction (PCR) 

 

1. Introduction 

Toxoplasmosis is a significant zoonosis with a worldwide distribution and is considered to 

be one of the main causes of reproductive disorders in sheep worldwide (DUBEY & 
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SCHMITZ, 1981; DUBEY, 1986; DUBEY et al., 1986; DUBEY, 1988; UNDERWOOD & 

ROOK, 1992).  

Barberan & Marco (1997) studied the reproductive aspects of ovine toxoplasmosis and 

reported the following possible results: embryo resorption; abortion; malformed fetuses and 

weak, debilitated offspring. Sheep are usually infected by ingesting oocysts with food and 

water, although congenital transmission is also considered to be significant in this species 

(BLEWETT et al., 1982; DUNCANSON et al., 2001; WILLIAMS et al., 2005; BUXTON et 

al., 2006).  

In Denmark, Thamsborg et al. (1994) reported abortions related to toxoplasmosis in 

naturally infected sheep using techniques of histopathology and bioassays with mice. In 

Spain, Pereira & Bueno (2004) also demonstrated the presence of T. gondii DNA in aborted 

fetuses from naturally infected sheep. Masala et al. (2007) detected T. gondii DNA in the 

tissues of aborted fetuses in Italy. In Brazil, Moraes et al. (2011) found T. gondii in aborted 

and stillborn sheep fetuses in nested PCR, thereby demonstrating the significance of this 

disease in sheep reproduction.  

Among naturally infected animals, there are no records of the occurrence of this parasite 

in the reproductive organs, fetuses or embryos of sheep that were slaughtered for 

consumption. Since the distribution of T. gondii in tissues from slaughtered animals has 

already been studied extensively in farm animals, the present study aimed to investigate the 

presence of this parasite in organs that have not yet been studied, associated with reproductive 

aspects. The sexual transmission of this parasite was recently proven in association with the 

experimental infection of sheep (Moraes et al., 2010a and Moraes et al., 2010b). This result 

inspired the performance of the present study, which aimed to detect genomic DNA of T. 

gondii in the uterus, tubes, ovaries, fetuses and placenta of sheep that were serologically 

positive and slaughtered in slaughterhouses in the state of Pernambuco, Brazil.  

 

2.  Materials and Methods 

2.2. Blood serum samples, organs of the reproductive system, fetus and placenta 

Fifty blood serum samples, 50 uterus, tube and ovary samples, 15 fetuses and 15 

placentas were collected from sheep of different breeds in slaughterhouses in the state of 

Pernambuco, Brasil.  
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2.3 Serology 

Indirect Immunofluorescence (IFA) was used to detect IgG antibodies to T. Gondii, as 

described by Camargo (1964): anti-sheep IgG (Sigma®); conjugated to fluorescein 

isothiocynate; a cut-off point of 64; using tachyzoites of the RH strain as an antigen; 

previously known positive and negative control reactions were included in all groups.  

 

2.4 Molecular examination to detect T. Gondii DNA 

Tissue samples from the sheep that were positive in the serology were sent for a 

molecular examination. Tissue samples from the females (uterus, tubes and ovaries) and the 

fetuses (brain, heart, placenta and umbilical cord) were used for DNA extraction. The DNA 

was extracted using the Wizard Genomic DNA Purification (Promega®) commercial kit, 

following the manufacturer’s instructions.   

The primer pairs used in the PCR were TOX4 

(CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG) and TOX5 

(CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT), as described by Homan et al. (2000), 

amplifying a region of 529 base pairs (bp). The amplification reactions were conducted at a 

final volume of 12.5L containing: 2.5µL of genomic DNA; 0.5µL of each primer (TOX4 

and TOX5) at 10µM; 2.5µL of ultra-pure Milli-Q water and 6.25µL of Top Taq Master Mix 

(Quiagen®), following the manufacturer’s instructions. The thermal profile of the stages of 

the reaction was conducted in an XP Thermal Cycler (Bioxer Technology CO. LTDA). This 

process consisted of an initial DNA denaturation at 94°C (7minutes), followed by 35 cycles at 

94ºC for 1 minute for denaturation, 60ºC for 1 minute for annealing, 72ºC for 1 minute for 

extension and a final extension of 10 minutes at 72°C. The products amplified were detected 

by electrophoresis in agarose gel 2%, stained with Blue Green (LGC®), visualized in 

ultraviolet light and photodocumented. The positive control used in the reaction was obtained 

by suspending the washed intraperitoneal of mice that were previously infected with the RH 

strain.  

For the sequencing, the products amplified were purified using commercial GFXTM PCR 

DNA and a Gel Band Purification kit (GE Healthcare). Using the sequencer ABI PRISM 

3100 (Applied Biosystems), reactions were carried out in both strands using the primers 

(TOX4 and TOX5), according to the Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 

(Applied Biosystems). The polymerization was performed in 96-well plates, following the 

manufacturer's instructions. Sequences were analyzed through Bioedit and MEGA 5 software 

and compared with the NCBI database using Blast. 
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3. Results 

In the serology, 13/50 samples tested were positive. Of the 50 sheep studied, 09 were 

pregnant and 05 were positive in the IFA.   

In the PCR, one pregnant sheep was positive for T. gondii (uterus, tubes and ovaries). The 

placenta and fetus were also positive (heart and brain). The other 14 fetuses and placentas 

were negative.  

The molecular identity was confirmed through direct double-stranded sequencing which 

indicated 99.9% similarity with the DNA sequences of T. gondii stored in the GENBANK 

(DQ779196.1). 

  

4. Discussion 

In the present study, the frequency of 26% of positive sheep obtained in the IFA is close 

to the results obtained by Silva et al. (2003) in the same region: 35.3% of seropositive sheep.  

Other studies in several regions of Brazil have recorded values ranging from 7% to 55%, 

which may reflect the different temperatures and humidity levels of the regions studied, as 

well as the age of the animals, the breeding system, the serological test and the cut-off point 

used. Serological studies in several countries worldwide have investigated the prevalence of 

antibodies to T. gondii in sheep, and the results range from 3% to 92% (DUBEY, 1990; 

DUBEY, 2009).  

The positive sheep found in the present study was destined for consumption by the local 

population, which is worrying from a public health point of view, since muscles with viable 

cysts could be a source of infection among humans. In the present study, the parasite was not 

investigated in the organs of choice for the formation of cysts. There have already been 

numerous studies of the significance of human consumption of muscles and viscera 

contaminated with T. Gondii. However, no previous studies have investigated toxoplasmosis 

in humans in this region of Brazil, associated with the consumption of the meat and viscera of 

ruminants. The results of the present study could serve to stimulate other epidemiological 

studies in this area.  

With regards to the implications for the health of the animals, particularly in terms of 

sheep reproduction, Duncanson et al. (2001) reported congenital transmission of T. gondii 

among sheep, with 94% of lambs positive and aborted in Australia. The authors also found 

the parasite in placental tissue of successful pregnancies. They suggested that congenital 

transmission occurred in a high percentage of the lambs that were born alive, and that the 
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transplacental transmission route could explain the persistence of the parasite in herds, 

without the need for new infections through oocysts excreted by cats.   

In Brazil, abortion as a result of T. gondii has previously been reported in a number of 

regions. However, a study of the presence of this parasite in the reproductive organs of 

slaughtered sheep has not yet been conducted. The presence of T. gondii DNA in the placenta, 

heart and brain of the fetus of a sheep that was positive in the serology confirmed the vertical 

transmission of the parasite in naturally infected sheep in Brazil. The following data, related 

to spontaneous abortions caused by T. gondii, are recorded in the literature: 10.6% in 

Germany (Steuber et al., 1995); 11.1% and 18.1% in Italy (Masala et al., 2003 and 2007); 

14.3% in Brazil (Moraes et al., 2011); 16.9% and 23.2% in Spain (Hurtado et al., 2001; 

Pereira-Bueno et al., 2004) and 17.5% in the USA (Dubey & Kirkbride, 1990). 

The sheep that was positive in the serology was also positive in the PCR of the uterus, 

ovaries and tubes. These findings are significant in the epidemiology of ovine toxoplasmosis 

since they have not been seen before in cases of natural infection. However, it is too early to 

discuss with any certainty the meaning of the presence of this parasite in the reproductive 

organs of naturally infected sheep. In cases of congenital transmission, it is known that the 

parasite arrives in the placenta and fetus through the blood. However, Rodriguez et al. (2013) 

recently inoculated lambs with T. gondii and confirmed the infection of females through 

natural mating, finding the parasite in the sheep and their lambs using PCR. These results 

demonstrated the sexual transmission of T. gondii among sheep with a consequent vertical 

transmission to the offspring. Moraes et al. (2010a and 2010b) confirmed venereal 

transmission of the parasite during insemination with semen that had been experimentally 

infected with T. gondii and reported reproductive disorders including fetal death, abortion, 

hydrometra, mucometra, follicular cysts, anestrous and high rates of embryo resorption.  

It was not possible in the present study to detect the phase of infection or the transmission 

route of the parasite. Despite the fact that the life cycle of T. gondii is well known, the 

presence of genomic DNA of the parasite in samples of the reproductive system of naturally 

infected sheep demonstrates that certain aspects of this infection require further investigation.   

This is the first report of the occurrence of T. gondii DNA in samples of uterus, tubes and 

ovaries from naturally infected sheep that were slaughtered in Pernambuco, Brazil.  
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Abstract: The aim of the present study was to estimate the prevalence of genomic DNA of T. 

gondii in semen samples from commercial rams in artificial insemination centers in Brazil, as 

well as in fresh semen from rams in the Northeast of Brazil. In total, 108 semen samples were 

obtained from artificial insemination centers and genomic DNA of T. gondii was detected in 

24/108 (22.2%). The prevalence of antibodies anti-Toxoplasma gondii among sheep on rural 

properties was 9.2% (10/109) and 100% of the semen samples of these animals were positive 

in the PCR for T. gondii DNA. The molecular identity was confirmed through sequencing, 

which indicated 99.9% similarity with the T. gondii DNA sequences stored in the GenBank. 

The present study reports the first occurrence of T. gondii DNA in the semen of rams which 

came from artificial insemination centers in Brazil, as well as the occurrence of T. gondii 

DNA in the fresh semen of naturally infected rams in the Northeast of Brazil. 

Keywords: Polymerase Chain Reaction (PCR); semen; sheep; Toxoplasma gondii 
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Introduction 

Toxoplasmosis is a parasitosis of cosmopolitan distribution which causes several 

reproductive disorders in a number of intermediary hosts (Luzon et al. 1997). The parasite 

responsible for this disease is Toxoplasma gondii, which is important in terms of public health 

(Tenter et al., 2000), and causes significant economic and reproductive losses in the 

productive chain of sheep (Dubey, 2009).  

T. gondii transmission occurs horizontally and vertically. In the former, the animal is 

infected orally by ingesting sporulated oocysts or meat containing tissue cysts. Vertical 

transmission involves the females transmitting the parasite to the fetus. This type of 

transmission causes reproductive disorders that vary in intensity depending on the phase of 

the pregnancy, the development of the placenta, the parasite load and the virulence of T. 

gondii (Dubey, 1988; Luzon et al., 1997; Dubey, 1998). The infective form of T. gondii has 

been previously described in the semen of sheep (Spence et al., 1978; Teale et al., 1982; 

Moraes et al., 2010a).   

Moraes et al. (2010a) studied natural T. gondii infection in fresh ram semen using the 

Indirect Fluorescent Antibody Test (IFAT) for screening and reported 9.2% as positive (6/65). 

In the PCR of these positive rams, 4/6 semen samples were positive. Another study confirmed 

T. gondii transmission in sheep through semen samples known to be contaminated with the 

parasite (Moraes et al., 2010b; Moraes et al., 2010c).  

The aim of the present study was to estimate the prevalence of genomic DNA of T. gondii 

in semen samples from rams commercialized in artificial insemination centers in Brazil and in 

fresh semen samples collected from rams on farms in the Northeast of Brazil.   
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Materials and Methods 

Origin of the animals and semen samples 

In total, 108 semen samples were obtained from Santa Inês and Dorper rams, aged 

between 2 and 4 years old, from artificial insemination centers in different regions of Brazil 

between 2011 and 2012. The samples were stored in canisters of liquid nitrogen until the time 

of their processing. 

Furthermore, 109 fresh semen samples were collected from rams of different breeds 

(Santa Inês and Dorper), aged between 2 and 4 years old on farms in the Northeast of Brazil. 

The semen was collected through natural mating with a sheep and the aid of an artificial 

vagina (CBRA, 1998). Once collected, these samples were immediately processed. Sampling 

of the fresh and frozen semen used was based on convenience.  

Fifteen minutes after semen collection, blood samples were collected by venipuncture of 

the jugular vein with vacuntainer tubes (BD – Becton, Dickinson Co., USA) and shipped 

(refrigerated) to the laboratory. Serum was recovered by centrifuging the blood at 3000 g for 

15 min and stored at – 20 ºC until processing. 

 

Serology 

The Indirect Fluorescent Antibody Test (IFAT) was used to detect IgG antibodies to T. 

gondii in the rams on rural properties, as described by Camargo (1964): anti-sheep IgG 

(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) conjugated to fluorescein isothiocynate; a cut-off point of 

64; using tachyzoites of the RH strain as an antigen. Positive and negative control sera were 

included in the reactions. 
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Molecular examination to detect T. gondii DNA 

The DNA extraction of the fresh and frozen semen samples was performed using the 

Wizard Genomic DNA Purification Kit (Promega Corporation, Madison, USA), following the 

manufacturer’s instructions. The primers TOX4 

(CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG) and TOX5 

(CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT) were used for the Polymerase Chain Reaction, 

as described by Homan et al. (2000), amplifying a region of 529 base pairs (bp). The 

amplification reactions were conducted at a final volume of 12.5L containing: 2.5µL of 

genomic DNA; 0.5µL of each primer (TOX4 and TOX5) at 10µM; 2.5µL of ultra-pure Milli-

Q water and 6.25µL of Top Taq Master Mix (Quiagen, Hilden, Germany), following the 

manufacturer’s instructions. The thermal profile of the stages of the reaction was conducted in 

an XP Thermal Cycler (Bioer Technology CO. LTDA, Hangzhou, China). This process 

consisted of an initial DNA denaturation at 94°C (7min), followed by 35 cycles at 94ºC for 1 

minute for denaturation, 60ºC for 1 minute for annealing, 72ºC for 1 minute for extension and 

a final extension of 10 minutes at 72°C. The products amplified were detected by 

electrophoresis in agarose gel 2%, stained with Blue Green (LGC, Middlesex, UK), visualized 

in ultraviolet light and photodocumented. The positive control used in the reaction was 

obtained by suspending the intraperitoneal fluid of mice that were previously infected with the 

RH strain (permit number
 
007/2010 from the UFRPE Ethics Committee). 

Amplicons were purified using commercial GFXTM PCR DNA and a Gel Band 

Purification kit (GE Healthcare, Pittsburgh, USA). Using the sequencer ABI PRISM 3100 

(Applied Biosystems, Foster, USA), reactions were carried out in both strands using the 

primers (TOX4 and TOX5), according to the Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit 

(Applied Biosystems, Foster, USA). The polymerization conditions were performed in 96-

well plates, following the manufacturer's instructions. The sequences were analyzed using 
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Bioedit and MEGA 5 software (Hall, 1999) and compared with the NCBI database using 

Blast (Tamura et al., 2011). 

 

Results 

The prevalence of antibodies anti-Toxoplasma gondii among sheep on rural properties 

was 9.2% (10/109) (C.I. 4.5 – 16.2%) and 100% of the semen samples of these animals were 

positive in the PCR for T. gondii DNA. Of the 108 ram semen samples acquired in artificial 

insemination samples, genomic DNA of T. gondii was detected in 24/108 (22.2%) (C.I. 14.8 – 

31.2%). The molecular amplicon identities were confirmed through direct double-strand 

sequencing, which indicated 99.9% similarity with the T. gondii DNA sequences stored in 

GenBank (DQ779196.1). 

 

Discussion 

The IFAT results for breeders on rural properties are in accordance with the prevalence of 

antibodies reported in previous studies conducted in the same region of Brazil (Pinheiro Jr. et 

al., 2009; Moraes et al., 2010a). The fresh semen samples were collected from sheep that were 

positive in the serology and there was an agreement of 100.0% between the serology and the 

PCR of semen.   

The results obtained in the present study, which include the detection of a high frequency 

of the DNA of the parasite in fresh semen of naturally infected rams, as well as in frozen 

semen from Brazilian artificial insemination centers, highlight the need for further studies to 

determine possible reproductive abnormalities related to natural infection. The first isolation 

of T. gondii from ram semen samples was carried out by Spence et al. (1978). Teale et al. 

(1982) inoculated six animals with T. gondii cysts subcutaneously and recorded the parasite in 
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the semen of three inoculated animals. Aganga et al. (1988) also recorded T. gondii in semen 

samples from all of the infected rams using the TS-1 strain.  

Congenital transmission of T. gondii between sheep is considered a significant issue 

(Luzon et al. 1997; Duncanson et al. 2001; Morley et al. 2005; Williams et al. 2005). 

Horizontal transmission through semen in cases of natural infection has not yet been proven, 

although the parasite has been identified in the semen of rams. Moraes et al. (2010b, 2010c) 

demonstrated the transmission of T. gondii in cases of experimental infection with ram semen 

containing different doses of tachyzoites. The authors added high numbers of parasites to the 

semen samples and reported embryo resorption, fetal death and abortion. These reproductive 

aspects should be investigated in terms of natural infection when fresh and frozen semen, sold 

in artificial insemination centers, comes from animals infected with T. gondii.  

Brazil is at risk in terms of importing semen and certain diseases that are considered 

endemic within the country are not officially controlled. As examples of the dangers of 

importing goat and sheep semen, the OIE (2006) cites contagious agalactia of goats and sheep 

(unknown risk), leptospirosis (probable risk), ovine brucellosis (unknown risk), and ovine 

enzootic abortion (unknown risk). However, toxoplasmosis is not mentioned among the risks.  

In the present study, it was not possible to estimate the infection phase or when the 

animals started to excrete the parasite in fresh and frozen semen because the samples were 

obtained at a single moment in time. The presence of genomic DNA of T. gondii in the fresh 

semen samples, as well as the frozen semen samples sold at artificial insemination centers, 

does not determine the viability of the parasite, thereby demonstrating the need for new 

studies.   

Further studies should be conducted to assess sperm abnormalities in the semen of 

naturally infected rams, in spite of the minimal abnormalities previously reported by Lopes et 

al. (2009) with experimentally infected rams.  
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The PCR was effective in detecting the DNA of T. gondii and can be used to monitor 

semen samples in artificial insemination centers. 
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Abstract 

The aim of the present study was to detect the genomic DNA of Toxoplasma gondii in milk 

samples from naturally infected goats in the state of Pernambuco, (Brazil). In total, 248 blood 

serum samples were collected and processed from lactating goats and then submitted to a 

search for antibodies to T. gondii through the indirect immunofluorescence reaction. Samples 

with a score of 64 or more were considered positive. In total, 248 milk samples were collected 

and processed from the same group of goats in order to study the DNA of T. gondii using the 

polymerase chain reaction (PCR) technique. In the serum samples, 56/248 (22.58%) of the 

animals were positive, whereas the DNA of the parasite was detected in 15/248 (6.05%) of 

the milk samples. Five of these 15 samples were animals who were also positive in the 

serology. This study reports the first occurrence of the elimination of T. gondii from the milk 

of naturally infected goats in the northeast of Brazil. It is suggested that the consumption of in 

natura goat milk may constitute a potential risk to the health of milk consumers in this region. 

 

Keywords: Toxoplasmosis; goat milk; Polymerase Chain Reaction (PCR)
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Introduction 

Toxoplasma gondii is a cosmopolitan protozoan which infects all homeothermic 

species, including man. Toxoplasmosis causes great economic losses, particularly in animal 

production chains, and is extremely important to public health (Luzon et al. 1997; Underwood 

and Rook 1992; Tenter et al. 2000; Kompalic-Cristo et al. 2005). 

T. gondii exhibits three primary transmission paths: carnivorism; the fecal-oral route 

and the congenital path. Both definitive and temporary hosts may acquire the infection by 

ingesting oocytes or cysts that contain bradyzoites, through the transplacental route, or by 

ingesting tachyzoites in non-pasteurized milk products (Dubey et al. 1998; Veronesi et al. 

2005). 

Tachyzoites have already been identified and isolated in milk secreted from goats. 

These studies have shown that in certain regions of the world, milk is a significant source of 

T. gondii infection in humans (Chiari and Neves 1984; Dubey et al. 1998; Vitor et al. 1991; 

Skinner et al. 1990; Powell et al. 2001; Veronesi et al. 2005; Costa and Langoni 2010). 

Experimental studies have shown that the milk of infected animals contains 

tachyzoites, which favor the transmission to offspring (Sanger and Cole 1955; Saari and 

Raisanen 1974; Sogandares-Bernal et al. 1975; Powell et al. 2001). 

The literature reports the presence of tachyzoites in the milk of numerous species and 

cases of the disease being transmitted to humans through non-pasteurized goat milk have been 

recorded (Chiari et al. 1987; Skinner et al. 1990). However, in the Northeast of Brazil, which 

contains the greatest quantity of goats in the country (IBGE, 2010), this type of study has not 

yet been carried out. 

The aim of the present study was to detect genomic DNA of T. gondii in samples of 

raw milk from goats reared in the northeast of Brazil, thereby contributing to epidemiological 

investigations of the species, given that this information is scarce in the literature. 

 

Materials and Methods 

 

Origen of the animals and samples 

In total, 248 biological samples of blood and milk sera were taken from goats of 

different races that were aged between one and three years old. The samples were collected in 

2010 and 2011 from subsistence properties in the state of Pernambuco. The properties were 

chosen based on convenience, depending on the ease of access. After the animals were 

contained, blood and milk samples were taken. The blood was kept in sterile labeled glass 
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tubes at room temperature and was later submitted to centrifugation to completely retract the 

clot and extract the blood. Milk was collected manually from both teats after they had been 

cleaned and disinfected with Iodine solution (0.5%). During milk collection, the first few 

squirts were ignored. The milk was kept in sterile glass tubes in a final volume of 

approximately 10 ml. These samples were frozen until the implementation of molecular tests.  

The samples were processed in the Laboratório de Doenças Infectocontagiosas dos 

Animais Domésticos of the Universidade Federal Rural de Pernambuco. 

 

Serology 

The indirect immunofluorescence reaction (IIR) was employed to detect IgG 

antibodies to T. Gondii, according to the protocol recommended by Camargo (1964), using 

anti-goat IgG antibodies (Sigma®) conjugated to fluorescein isothiocynate, with a cut-off 

point of 64, and RH tachyzoites as antigen.  

 

Molecular examination to detect the DNA of T. gondii 

The milk samples were submitted to DNA extraction using the Wizard Genomic DNA 

Purification (Promega®) kit, following the manufacturer’s protocol. Initially, a cryotube of 

1.5ml was prepared, adding 300QL of the milk sample and 900 QL of the Cell Lysis solution. 

The samples underwent enzymatic pre-digestion with 20 QL of Proteinase K (20mg/ml) 

overnight at 56ºC, following all stages of the manufacturer’s protocol. The initial pairs used 

were TOX4 (CGCTGCAGGGAGGAAGACGAAAGTTG) and TOX5 

(CGCTGCAGACACAGTGCATCTGGATT) as described by Homan et al. (2000), 

amplifying a region of 529 base pairs (bp). The amplification reactions were carried out with 

a final volume of 12.5 μL containing: 2.5 QL of genomic DNA (mean concentration of 7 ng / 

QL); 0.5 QL of each primer (TOX4 and TOX5) to 10 QM; 2.5QL of ultrapure Milli-Q water 

and 6.25 QL of Top Taq Master Mix (Quiagen®), following the recommended protocol. The 

thermal profile of the reaction phases was conducted in an XP Thermal Cycler (Bioxer 

Technology CO. LTDA), consisting of an initial DNA denaturation at 94°C (7 minutes), 

followed by 35 cycles at 94ºC for one minute (denaturation), at 60ºC for one minute 

(annealing), 72ºC for one minute (extension) and a final extension of 10 minutes at 72°C. The 

amplified products were detected by agarose gel electrophoresis (2%), stained with Blue 

Green (LGC®), visualized with ultraviolet light and photodocumented. The positive control 

used in the reaction was obtained by the intraperitoneal suspension of mice previously 

affected with the RH strain. Amplicons were purified by employing commercial GFXTM 
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PCR DNA and a Gel Band Purification kit (GE Healthcare). Using the sequencer ABI PRISM 

3100 (Applied Biosystems), reactions were carried out in both strands, using primers (TOX4 

and TOX5), according to the Big Dye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied 

Biosystems), and polymerization was performed with 96-well plates, according to the 

manufacturer's instructions. Sequences were analyzed through Bioedit and MEGA 5 software 

and compared with the NCBI database using Blast. 

 

Results 

In the serum samples, 56/248 (22.58%) of the animals were positive. The DNA of the parasite 

was detected in 15/248 (6.05%) of the milk samples. Five of these 15 positive milk samples 

were animals who also recorded positive samples in the serology. The molecular amplicon 

identities were confirmed through direct double-strand sequencing, which indicated 99.9% 

similarity with the T. gondii DNA sequences stored in GenBank (DQ779196.1). 

 

Discussion 

The infection phase of the animals was not assessed in the present study. However, the 

serology of certain positive animals revealed elevated titers of antibodies. The PCR results in 

the serology of positive animals are similar to the findings of Camossi et al. (2011) who stated 

that compromised immunity in sheep during the peripartum period may favor the reactivation 

of cystic forms of T. gondii, thus eliminating the tachyzoite in milk. In this case, the results 

obtained in the serology do not coincide with the PCR results because not all positive animals 

eliminate the parasite in their milk. This elimination depends on the infection phase the 

animal is in, as well as their immunity. 

The positive PCR results found in 10 milk samples from seronegative goats may be 

explained as follows: according to Dubey and Frenkel (1998), no serologic test is definitive in 

the diagnosis of toxoplasmosis. Seroconversion of this parasite is complex and many factors 

may be involved. The animals which were positive in the PCR for milk and negative in the 

serology could be in the initial phase of the infection, in which the quantity of antibodies is 

not yet sufficient to be detected in the serology. These biological characteristics could explain 

the prevalence of animals that were positive in the PCR and negative in the serology.   

The presence of T. gondii DNA in goat milk does not confirm the viability of the 

parasite. However, it does raise the possibility that transmission occurs through the 

consumption on in natura milk and its sub-products, particularly in the region studied. There 

is still a scarcity of studies investigating this aspect in the literature. Reimann et al. (1975) 
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attributed the T. gondii infection in humans to the ingestion of milk containing tachyzoites of 

the parasite. 

Other outbreaks of human toxoplasmosis, involving the ingestion of in natura goat 

milk, have also been reported by Sacks et al. (1982), who recorded an outbreak in 10 

members of a family composed of 24 individuals. The positive family members exhibited 

IgM antibodies and one individual exhibited symptoms compatible with retinochoroiditis. The 

authors stated that the consumption of this milk was the only risk factor associated with the 

seroconversion. Chiari and Neves (1984) conducted similar investigations and reported three 

acute toxoplasmosis cases in members of a single family who had consumed milk from goats 

with toxoplasmosis. 

Skinner et al. (1990) studied a child with signs of acute toxoplasmosis and confirmed 

that the child regularly consumed milk from goats with toxoplasmosis. The authors isolated 

the parasite in the milk sample using a bioassay. Also related to this aspect, Paul (1998) 

identified risk factors associated with primary infection in fertile women and concluded that 

milk consumption is a potential risk factor for the transmission of toxoplasmosis to humans. 

Tenter et al. (2000) also reported T. gondii seroconversion in children whose diet included 

goat milk. 

With regards to the consumption of in natura goat milk, there are still controversial 

references in the literature associating goat milk consumption with toxoplasmosis in humans, 

as well as divergent issues about the role of tachyzoites in horizontal transmission. However, 

in a study of lactating cats, Powell et al. (2001) reported the elimination of the parasite in milk 

and stated that it was infectious to inoculated mice. More recently, Costa and Langoni (2010) 

confirmed the presence of tachyzoites in the milk secreted from experimentally infected rats, 

as well as the seroconversion of offspring after breast-feeding. The infection of kids through 

ingesting milk from goats that have been naturally infected should be investigated further. 

The northeast of Brazil is the region that produces most goats in the country (IBGE, 

2010). Ingestion of in natura goat milk remains a common practice in this region, particularly 

among poor children and those that are allergic to cows milk (personal communication). 

Pasteurized goat milk is also used in school lunches, with no risk of T. Gondii transmission. 

Considering these factors, and the possibility of this group of individuals exhibiting other 

immunosuppressive diseases, goat milk may represent a source of infection that should be 

investigated further. Cordeiro (2006) also stated that almost all of the goat milk produced in 

developing countries is for subsistence consumption, particularly by families in under-

developed areas, and it is usually consumed close to the production site. 
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This is the first such study in the northeast of Brazil. The present study is important 

when analyzed from a public health point of view, considering the data referring to expansion, 

the characteristics of the production system in this region, and the socioeconomic prospects of 

the goat supply chain in Brazil. It is undeniable that toxoplasmosis plays an important role in 

public health worldwide, particularly in rural areas which do not use milk pasteurization 

methods. Further studies are necessary to investigate the possible transmission of 

toxoplasmosis through milk consumption (Cook et al. 2000; Tenter 2009; Camossi et al. 

2011). The sampling type of the present study does not represent the entire goat population in 

this region. Therefore, further observational studies with goats in the Northeast of Brazil are 

recommended. 

Considering the results found in the present study, health authorities must provide 

guidance to milk consumers in relation to boiling or pasteurization, which eliminate the risk 

of transmission of this parasite. These results should stimulate the performance of other 

studies to confirm the quantity and viability of parasites eliminated in milk. Studies of natural 

infections are important, particularly on farms where families tend to consume in natura goat 

milk. 
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5 - CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

Neste estudo, o Toxoplasma gondii se mostrou um parasito importante para os 

criadores de ovinos na região estudada, pois se verificou uma frequência considerável de 

animais de matadouro positivos na sorologia e, a presença do DNA parasitário de T. gondii é 

um importante achado, pois pode comprometer a saúde dos consumidores de carne e vísceras. 

Além disto, a presença do DNA parasitário em órgãos do sistema reprodutivo de machos deve 

ser melhor investigada, pois pode representar outra via de transmissão do parasito. Os 

resultados obtidos neste estudo quanto à eliminação do DNA de Toxoplasma gondii em 

amostras de leite, sêmen fresco e congelado acrescentaram informações epidemiológicas 

importantes sobre o possível envolvimento deste parasito em surtos da Toxoplasmose em 

humanos e na transmissão venérea. Outros estudos que avancem no que se refere ao aspecto 

reprodutivo e ao estudo da viabilidade deste protozoário nestes fluídos devem ser encorajados 

para acrescentar informações ao que já se conhece sobre a epidemiologia desta importante 

doença. 

 

 

 

 


