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RESUMO

JIMENEZ-SANZ, Amanda Lucia, Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. Fevereiro de 2011. Deteccdo de Toxoplasma gondii em carnes de suinos
comercializados em agougues de Campos dos Goytacazes, RJ, através de provas
biolégica e molecular. Orientador: Prof. Francisco Carlos Rodrigues de Oliveira. Co-
Orientador: Dr. Edwards Fraz&o Teixeira.

Trinta e duas amostras de carnes de suinos comercializadas nos acougues de
Campos dos Goytacazes, 27 a fresco e cinco congeladas foram analisadas por
prova biologica e PCR para detectar a presenca de T. gondii. As amostras foram
processadas por digestdo péptica e inoculadas em camundongos com o objetivo de
isolar formas vidveis do parasito. Trés cepas de T. gondii foram isoladas. A
frequéncia de carnes infectadas com parasitos viaveis foi de 9,38% (3/32). Um
pequeno fragmento de cada amostra depois da trituracéo foi congelado e estocado
até a realizacdo da PCR. Com a PCR verificou-se a presenca do parasito em 10
(31,25%) das 32 amostras. Em duas amostras foi confirmada a presenca do parasito
por prova biolégica e PCR, oito amostras foram positivas somente para PCR e uma
foi positiva unicamente por prova bioldgica. A PCR mostrou ser mais sensivel que a
prova biolégica, mesmo utilizando uma menor quantidade de tecido e desta forma
confirmada como mais uma ferramenta no estudo epidemioldgico da toxoplasmose.
Em conclusao, parasitos viaveis e DNA de T. gondii foram encontrados em carnes
de suinos, 0 que confirma o carater endémico da doenca, além de uma ampla
distribuicdo do parasito no municipio, reiterando o risco de infeccdo humana por T.

gondii através do consumo de carnes suinas nesta cidade.

Palavras-chave: Toxoplasmose, carnivorismo, Sus scrofa, prova biologica, PCR.



ABSTRACT

JIMENEZ-SANZ, Amanda Lucia, Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro. February, 2011. Detection of Toxoplasma gondii in pork meats sold in
butcherhouses of Campos dos Goytacazes, RJ, through biological and molecular
assay. Advisor: Prof. Francisco Carlos Rodrigues de Oliveira. Co-Advisor: Prof.
Edwards Frazao Teixeira.

Thirty two pork samples sold in butcherhouses of Campos dos Goytacazes, 27 fresh
and five frozen, were analyzed through bioassay and PCR to detect the presence of
T. gondii. The samples were processed through peptic digestion and inoculated in
mice in order to isolate viable infective forms of the parasite. Three T. gondii strains
were isolated. The frequency of infected meat, containing viable parasites, was
9.38% (3/32). A small fragment of each sample was stored at -20°C until PCR was
performed. Through PCR we verified the presence of the parasite in 10 (31.25%) of
the 32 samples. In two samples it was confirmed the presence of the parasite
through bioassay and PCR, eight samples were positive only through PCR and one
was positive strictly through bioassay. The PCR demonstrated to be more sensible
than the bioassay, even though we used a smaller piece of the tissue, thus confirmed
as an additional tool for the epidemiological study of toxoplasmosis. On conclusion,
viable parasites and T. gondii DNA were detected, which confirm the endemic
characteristic of this disease, along with a wide distribution of the parasite in the
Municipality, reinforcing the risk of human infection by the parasite through the

consumption of pork meat in this Municipality.

Key-words: toxoplasmosis, carnivorism, Sus scrofa, bioassay, PCR.
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1. INTRODUCAO

Toxoplasma gondii € um parasito intracelular com ampla distribuicdo mundial;
pode ser encontrado infectando todos os animais de sangue quente, incluindo o
homem. Seu ciclo de vida é complexo, com duas formas de reproducdo: uma
assexuada, que é realizada em todos os animais parasitados considerados
hospedeiros intermediarios, e uma sexuada, realizada no intestino de felideos (gato
e felinos selvagens), os hospedeiros definitivos.

O parasito tem trés formas infectantes: os taquizoitos, os bradizoitos e 0s
esporozoitos. Os taquizoitos sdo de rapida multiplicacdo e podem ser encontrados
no sangue, tecidos ou fluidos, e séo os responséaveis pela fase aguda da doenca. Os
bradizoitos s@o de lenta multiplicacdo e se encontram dentro de cistos presentes em
diferentes 6rgdos e tecidos do hospedeiro durante a fase crénica da infeccdo. Os
esporozoitos sao formados dentro dos esporocistos apds esporulacdo dos oocistos
que sdo liberados juntamente com fezes dos felideos, ao fim da etapa sexuada.
Oocistos podem ser viaveis durante muito tempo em condi¢cbes favoraveis de
temperatura e umidade.

A infeccdo de animais e do homem pode ser devido a contaminacédo ambiental
(alimentos ou agua contaminada com oocistos esporulados), pelo consumo de carne
crua ou mal cozida de animais infectados que apresentam cistos em seus tecidos e,
também por transmisséo vertical.

Em humanos a infeccdo pode ocorrer em qualquer periodo da vida. As
manifestagcbes podem ser leves ou assintomaticas, chegando a ser diagnosticada
como uma gripe comum e tratada da mesma forma. As pessoas que adquirem a
infeccdo ficam imunes, mas para gestantes que se infectam pela primeira vez as
consequéncias podem ser muito graves, pois a toxoplasmose congénita pode causar
abortamentos ou afetar o desenvolvimento fetal. Os principais problemas sao
hidrocefalia, encefalite ou retinocoroidite, mas podem ocorrer também retardo
mental. Em muitos casos, 0s recém-nascidos ndo tém evidéncias da doenca ao
nascer e, estas alteracbes podem manifestar-se durante o crescimento. Logo, a

toxoplasmose congénita é a forma mais grave de apresentagéo da doenca.



13

Em pessoas HIV-positivas, que tém comprometido seu sistema imune, T.
gondii causa graves problemas de saude, como encefalite. Este quadro também
pode ocorrer em pacientes que, por outro motivo, tém suprimido seu sistema imune,
como no caso dos que receberam qualquer tipo de transplante, ou pessoas
submetidas a tratamentos para o céancer e dialise renal. Por isso T. gondii é
considerado um parasito oportunista.

Em Campos dos Goytacazes, pesquisas realizadas tém comprovado a alta
prevaléncia de T. gondii, chegando a 84% na populacdo de baixa renda. Estudos
feitos em galinhas de =zonas rurais, suburbanas e urbanas do municipio
demonstraram a alta contaminacdo ambiental. Trabalhos para a deteccdo de
anticorpos anti- T. gondii em bovinos e suinos criados em regides urbanas e
arredores da cidade indicaram frequéncia de infeccdo alta nestes animais, e 0
isolamento de T. gondii de cérebros e coracdes de suinos comercializados a fresco
no mercado municipal da cidade confirmam a importancia epidemiolégica do
parasito na regido e o risco de infeccdo humana. Sendo Campos dos Goytacazes
um municipio no qual a toxoplasmose é endémica, justificam-se as pesquisas
direcionadas a encontrar a relacdo que existe entre as possiveis fontes de infeccdo

e a doenca causada por este parasito no homem.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar a presenca de T. gondii em carne suina comercializada nos

acougues de Campos dos Goytacazes (Campos, RJ).

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Determinar a frequéncia de T. gondii vidvel em carnes de suinos
comercializadas em Campos, RJ, e
e Verificar a presenca do DNA de T. gondii em carnes de suinos

comercializadas em Campos, RJ.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. TAXONOMIA

A classificacdo taxondmica do agente etioldgico da toxoplasmose, de acordo
com Dubey (2009c) é:

Filo: Apicomplexa (LEVINE, 1970)

Classe: Sporozoasida (LEUKART, 1879)

Subclasse: Coccidiasina (LEUKART, 1879)

Ordem: Eimeriorina (LEGER, 1911)

Familia: Toxoplasmatidae (BIOCCA, 1956)

Género: Toxoplasma (NICOLLE E MANCEAUX, 1909)

Espécie: Toxoplasma gondii (NICOLLE E MANCEAUX, 1909)

3.2. HISTORICO

No comecgo do século XX, quase ao mesmo tempo, Nicolle e Manceaux (1909)
na Tunisia e Alfonso Splendore (1909) no Brasil, observaram em duas espécies
diferentes de animais 0 mesmo parasito. Os primeiros encontraram o parasito em
células do baco e figado do roedor Ctenodactylus gundi e o segundo 0 observou em
coelhos que ele usava em seus experimentos, dentro e fora das células de baco,
pulmédo e também em alguns leucécitos, mas nao nos glébulos vermelhos. Segundo
Hill et al. (2005), pelas caracteristicas morfologicas que apresentava (Toxo=arco;
plasma=forma) e pela espécie onde foi encontrado (C. gundi) recebeu o nome de
Toxoplasma gondii por Nicolle e Manceaux.

Desde seu descobrimento muitas pesquisas sobre T. gondii foram

desenvolvidas com periodos de relativamente pouco progresso e outros onde as
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investigacdes avancaram rapidamente (AJIOKA e MORRISSETTE, 2009). T. gondii
€ um parasito intracelular, se encontra amplamente distribuido em todo o mundo,
infectando provavelmente todos os animais de sangue quente, inclusive o homem
(TENTER et al., 2000). Tem grande importancia veterindria e médica ja que pode
causar abortamentos e severas doencgas congénitas nos hospedeiros intermediarios
(TENTER et al., 2000).

Em suinos é conhecida a alta prevaléncia de T. gondii, o qual tem sido
reportado por diferentes estudos através do mundo relacionando-o como fonte de
infeccdo humana (JACOBS et al.,1960; TENTER et al., 2000; DUBEY, 2009c).
Feldman e Miller (1956) reportaram a ocorréncia de anticorpos anti-T. gondii em
bovinos, ovinos, caprinos e também em suinos (citado por JACOBS et al., 1960).
Estes autores também citam a Van Thiel e Van Waaij em 1956 por sugerirem que
“pseudocistos” na carne ou outros tecidos animais poderiam ser responsaveis pela
infeccdo oral no homem e animais.

Em humanos o primeiro caso de toxoplasmose congénita foi reportado em
Nova York em 1938, por trés patologistas que identificaram o parasito em cérebro,
medula espinhal e olhos de uma menina que apresentou convulsdes e maculas em
ambos os olhos aos trés dias de idade; vindo ao 6bito com um més de idade
(DUBEY, 2008; DUBEY, 2009a). Posteriormente, verificou-se que em casos de
hospedeiros imunocomprometidos, como os portadores de cancer, pacientes que
precisam de algum tipo de transplante ou HIV-positivos, pode haver
desenvolvimento de encefalite, pneumonite e miocardite como manifestacbes da
toxoplasmose (WEISS et al., 2009).

3.3. Toxoplasma gondii: UM PARASITO RE-EMERGENTE

Atualmente existe uma emergéncia e re-emergéncia de alguns patdégenos,
incluindo T. gondii. Muitos fatores estdo correlacionados significativamente com o
aparecimento dessas doencas, incluindo fatores socioeconémicos e ambientais
(JONES et al.,, 2008). As mudancas decorrentes do aquecimento global, como
aumento da temperatura, mudancas no periodo de chuvas e maior concentracdo de

diéxido de carbono (CO,) atmosférico afetam multiplos processos biofisicos incluindo
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o ciclo de vida de varios patdgenos. Todas estas mudancas no clima podem levar a
maior sobrevida de pequenos mamiferos, como os roedores jovens. Isto pode
aumentar o risco deles transmitirem o parasito para os gatos (hospedeiros
definitivos), levando ao aumento da prevaléncia do parasito no meio ambiente e
resultando em casos de infeccdo humana e consequentemente aos animais de
producado (hospedeiros intermediarios) (MEERBURG e KIJLSTRA, 2009).

Outra possivel causa desta emergéncia e re-emergéncia é a invasdo humana
do habitat selvagem ou o aumento da populacdo selvagem no meio ambiente
humano. Modificagbes do habitat natural por atividades humanas e o aumento da
populacdo de mascotes também estdo associados com a emergéncia de zoonoses
parasitarias, como é o caso da toxoplasmose (CHOMEL, 2008).

Fatores socioeconémicos como as mudancas nos sistemas de producdo de
animais de granjas podem resultar em uma maior interagédo entre animais selvagens
e animais de producdo. Observa-se ainda a reintroducdo dos sistemas de criacao
livre, sob demanda da sociedade em prol do bem-estar dos animais, o que
aumentou o risco de aquisi¢ao da infeccdo (MEERBURG e KIJLSTRA, 2009). Estes
sistemas de criacdo chamados “organicos” possuem muitas similaridades com o tipo
de criacao rustico observado em Campos dos Goytacazes, e este seguramente € 0
principal fator associado a soroprevaléncia de anticorpos anti-T. gondii em suinos no
municipio (FRAZAO-TEIXEIRA e DE OLIVEIRA, 2011).

3.4. CICLO BIOLOGICO

Existem trés formas infectantes de T. gondii: os taquizoitos (forma livre), os
bradizoitos em cistos teciduais, e 0s esporozoitos em oocistos esporulados. (Figura
1). Os taquizoitos séo de crescimento rapido e tém o tamanho aproximado de 2 x 6
pum. Entram na célula pela penetracdo ativa da membrana celular do hospedeiro e
depois de entrar completamente na célula se forma o vacuolo parasitoforo, o qual é
protegido dos mecanismos de defesa do hospedeiro. J4, os taquizoitos se
multiplicam de forma assexuada dentro das células hospedeiras por repetidas
divisbes até preencher totalmente a célula de parasitos (DUBEY et al., 1998; HILL et

al., 2005), que se rompe ao libera-los.



18
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Figura 1. Ciclo Bioldgico do Toxoplasma gondii. (Modificado de Dubey, 2009c)

Depois de poucas divisbes T. gondii pode formar cistos teciduais, que variam
de tamanho e permanecem intracelulares. Estes cistos podem conter centenas de
parasitos que nesta etapa sdo conhecidos como bradizoitos. Os bradizoitos sdo
menos susceptiveis a destruicdo pelas enzimas proteoliticas que 0s taquizoitos.
Cistos teciduais contendo bradizoitos podem desenvolver-se em 6rgaos viscerais,
incluindo pulmdes, figado, e rins. Eles tém maior tropismo pelo tecido muscular e
neural, incluindo o cérebro, olhos, musculo esquelético e cardiaco. Cistos teciduais
intactos podem ndo causar nenhum problema e persistir durante toda a vida.
Quando cistos teciduais séo ingeridos pelos gatos, a parede do cisto € rompida
pelas enzimas proteoliticas estomacais que continuam atuando no intestino delgado

e o0s bradizoitos liberados penetram as células epiteliais do intestino delgado e
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iniciam o desenvolvimento de numerosas geracdes de ciclos assexuados e
sexuados de T. gondii (DUBEY et al., 1998; HILL et al., 2005; DUBEY, 2009a).

T. gondii se multiplica profusamente nas células intestinais dos felideos (ciclo
enteroepitelial) e estes estagios sdo conhecidos como esquizontes (Tipos A, B, C, D,
e E). Alguns esquizontes provavelmente os de tipo D e E, liberam merozoitos que
dardo origem a formacdo de gametas. Em seguida o gameta feminino
(macrogametaocito) é fertilizado pelo gameta masculino (microgametocito) e comeca
a formacdo da parede do oocisto. Quando o oocisto estd maduro ha ruptura da
célula epitelial liberando-o no lumen intestinal, sendo entdo eliminado juntamente
com as fezes dos felideos (DUBEY et al., 1998; HILL et al., 2005; DUBEY, 2009a).

Dependendo da forma infectiva (taquizoitos, cistos teciduais, ou
esporozoitos), os periodos pré-patentes dos felideos podem variar. Os oocistos sao
liberados ndo esporulados, e esporulam fora do hospedeiro definitivo em um periodo
de um a cinco dias dependendo da aeracéo, temperatura e umidade. Os oocistos
esporulados contém dois esporocistos e estes por sua vez contém quatro
esporozoitos (DUBEY et al., 1998; HILL et al., 2005; DUBEY, 2009a; 2009c).

T. gondii pode parasitar seus hospedeiros intermediarios ou definitivos sem
causar doenca clinica, ainda que haja relatos de graves manifestacdes clinicas. A
maioria das infeccbes naturais ocorre provavelmente pela ingestdo de carne
infectada com cistos teciduais ou pela presenca de oocistos em alimentos ou agua
contaminada com fezes de gato (TENTER et al., 2000; HILL et al., 2005). Os
bradizoitos dos cistos teciduais ou esporozoitos dos oocistos penetram as ceélulas
epiteliais intestinais e se multiplicam no intestino nas primeiras 24 horas da infecgcao
(HILL et al., 2005).

A capacidade que tem T. gondii de atravessar barreiras biolégicas é muito
grande. Inicialmente, ele atravessa o0 epitélio intestinal e se dirige a sitios
imunologicamente privilegiados, tal como a placenta e a barreira hemato-encefélica
(BARRAGAN e SIBLEY, 2003). Nestes sitios, o parasito causa as mais severas
patologias, e no caso da toxoplasmose congénita, diversas infecces no feto em
desenvolvimento (ALVES et al., 1956; BOYER et al., 2005), complicacbes
neurolégicas em individuos imunocomprometidos (LUFT et al.,1993) e também
patologias oculares em individuos sdos (ROBERTS e McLEOD, 1999).
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A infeccdo também pode ocorrer por transfusfes sanguineas ou transplantes
de oOrgdos. Nestas ocasides deve-se ter especial cuidado com doadores pela

emergéncia e re-emergéncia desta zoonose (CHOMEL, 2008).

3.5. TOXOPLASMOSE NO MUNDO

A infeccdo por T. gondii € encontrada em todos os continentes, incluindo a
Antartida (DUBEY, 2009c). Em humanos a soroprevaléncia em nivel mundial € alta
(TENTER et al., 2000), e na America Latina é maior que na America do Norte e no
Leste Asiatico (DUBEY, 2009c), com titulos de anticorpos muito altos em alguns
paises como El Salvador, Costa Rica e Brasil (ARIAS, et al., 1996; REMINGTON et
al., 1970; BAHIA-OLIVEIRA et al., 2003). A toxoplasmose é mais comum em climas
guentes e areas baixas que em climas frios e regides montanhosas, confirmando a
influéncia das condicbes ambientais na sobrevivéncia dos oocistos (JONES et al.,
2008; MEERBURG et al., 2009).

Em individuos imunocompetentes a infeccdo pode passar despercebida ou
ser confundida com uma gripe comum (DUBEY, 2009c), mas, a literatura reporta
casos de pessoas sds que desenvolveram problemas de hepatite e encefalite pelo
parasito (DOGAN et al., 2007; HABEK et al., 2009) e casos fatais de toxoplasmose
foram relatados na Guiana Francesa na América do Sul (DEMAR et al., 2007).

Pergola et al. (2010) relatam o caso de um homem de 32 anos que
apresentava febre, adenopatias, artralgias, pericardite e miocardite aguda; também
foram detectados crescimento rapido nos niveis de IgM e IgG, chegando a
conclusdo que a pericardite era por T. gondii, ja que nenhuma outra causa Obvia de
doenca estava presente.

Outra complicagcdo grave causada pela toxoplasmose sao o0s problemas
oftalmolégicos que s&o encontrados, ndo s6 em casos de doenca congénita
(DUBEY, 2009c), mas também em individuos imunocompetentes como relatado por
Nunura et al. (2010) no Peru. Neste relato, um homem sem sintomatologia aparente
de 37 anos apresentou toxoplasmose severa caracterizada por pneumonia,

retinocoroidite, hepatite e miosite.
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Durante a ultima década a prevaléncia em geral de toxoplasmose diminuiu
(DUBEY, 2009c), ainda que os problemas provocados por T. gondii em individuos
imunocomprometidos sejam graves, principalmente em portadores do virus HIV
(LUFT et al., 1992; KHAN et al.,, 2005) os quais apresentam quadros severos de
encefalite que podem leva-los ao 6bito (LUFT et al., 1992). Pacientes soropositivos
para T. gondii que tém sido submetidos a algum tipo de transplante podem sofrer
reativacdo dos cistos presentes em seus tecidos durante a imunossupressao e
desenvolver uma toxoplasmose aguda (SLAVIN, 2010), a qual alcanca uma
mortalidade de 60 a 90% (DEROUIN et al., 2008).

Ryan et al. (2010) reportaram um caso de uma paciente que foi submetida a
transplante de células-tronco hematopoiéticas e 45 dias depois do transplante
apresentou febre, fadiga e alteracdes da consciéncia. Um exame de fluido cérebro-
espinhal revelou a presenca de taquizoitos de T. gondii, mas, néo tinha sorologias
pré-operatorias para toxoplasmose.

N&o s6 os pacientes imunocomprometidos vém sendo alvo deste parasito, em
estudos mais complexos relaciona-se a toxoplasmose com alteracdes do
comportamento e personalidade (BROWN et al., 2005; MIMAN et al., 2010; BROWN
et al., 2011). Hamidinejat et al. (2010) em um estudo realizado em 98 pacientes que
sofriam esquizofrenia, encontraram uma soroprevaléncia maior que no grupo
controle (57.1% e 29.2% respectivamente) , chegando a conclusdo que a exposi¢cao

ao T. gondii pode levar a esquizofrenia.

N&o se pode esquecer as graves consequéncias que traz a infeccao durante
a gravidez; a toxoplasmose congénita apresenta numerosas manifestacdes clinicas,
incluindo calcificagdes intracraniais, convulsdes, retardo psicomotor, estrabismo,
retinocoroidite, microcefalia e hidrocefalia, que podem ser observadas na infancia ou
a uma idade avancada (SAFADDI et al., 2003). Em muitos casos a infec¢do pode
permanecer silenciosa durante todo o periodo gestacional, enquanto o parasito
atravessa a placenta infectando o feto, ainda que a migracdo do parasito atraves
desta barreira esteja mais frequentemente associada com toxoplasmose severa
(BARRAGAN et al., 2003).

O diagnéstico da toxoplasmose congénita pode ser feito pela deteccdo do
parasito em material coletado do recém-nascido (sangue do corddo umbilical e
placenta) ou pela detec¢cdo de anticorpos especificos IgG persistentes a ano de
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idade, sinal de hidrocefalia e calcificacdo a ultra-sonografia cerebral (NAESSENS et
al., 1999; BESSIERES et al., 2001; CERMAKOVA et al., 2005; VAZ, 2006;
FRICKER-HIDALGO et al., 2007). Casos de mulheres HIV-positivas que transmitem
a toxoplasmose congénita a seus bebés séo reportados na literatura. (AZEVEDO et
al., 2010).

3.6. TOXOPLASMOSE NO BRASIL

Com a grande importancia deste parasito em nivel mundial e com as graves
consequéncias que produz a saude humana (TENTER et al., 2000; DUBEY, 2009c),
diferentes pesquisas vém sendo realizadas no Brasil, as quais tém demonstrado
uma alta prevaléncia de T. gondii tanto no homem como em animais.(GARCIA et al.,
1999; DAGUER et al., 2004; DIAS et al., 2005; FIGUEIRO-FILHO et al., 2005;
CAVALCANTI et al., 2006; DUBEY et al., 2006; LOPES, et al., 2009; SROKA et al.,
2010; ANDRE et al., 2010; SANTOS et al., 2010; FRAZAO-TEIXEIRA e DE
OLIVEIRA., 2011).

Spalding et al. (2003) em estudo realizado com 2.126 mulheres gravidas,
atendidas em unidades do Sistema Unico de Saude da regido noroeste do Estado
do Rio Grande do Sul, reportaram uma prevaléncia de infec¢cdo por T. gondii de
74.5%, sendo similar a encontrada no Rio de Janeiro (77,1%) por Meirelles Filho
(1985). Prevaléncias muito altas, mas nao tao altas como a reportada por Figueir6-
Filho et al. (2005) onde a prevaléncia foi de 91,6% em gestantes do estado de Mato
Grosso do Sul.

Os problemas oculares ocasionados por T. gondii parecem ser mais comuns
e mais severos no Brasil que na Europa ou Norte da América (GILBERT et al.,
2008). Em pesquisa realizada por Gilbert et al. (2008) compararam-se criangas do
Brasil e da Europa que apresentavam problemas oculares por T. gondii, concluindo
que T. gondii causa mais doencas oculares severas em criancas infectadas
congenitamente no Brasil. Estas diferencas na frequéncia podem ser devido a
infeccdo com mais gendtipos virulentos que predominam no Brasil, mas sao

raramente encontrados em Europa.
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Segundo revisdo realizada por Millar et al. (2008b), a alta produgcéo e o
consideravel consumo de carne suina no Brasil, tanto in natura, como em embutidos
crus podem veicular T. gondii e tornar este alimento uma importante via de
transmissdo. No Brasil, em algumas localidades a ingestdo de embutidos artesanais
preparados com carnes desta espécie € uma via de transmissdo importante, ndo so
para os individuos que ingerem, mas também para aqueles que estdo envolvidos
com a sua preparacéao (DIAS et al., 2005). Estes autores demonstraram a presenca
de T. gondii em 13 das 149 amostras de linguicas tipo frescal, de diferentes fabricas
da cidade de Londrina, Parana, onde conseguiram isolar em um camundongo e 0s
outros 12 foram soropositivos para o parasito pela Reacdo de imunofluorescéncia
indireta (RIFI).

3.7. TOXOPLASMOSE EM CAMPOS DOS GOYTACAZES

Estudos realizados na regido tém demonstrado a presenca de T. gondii no
meio ambiente e tecidos animais (da Da SILVA et al., 2003; BAHIA-OLIVEIRA et al.,
2003; DUBEY et al., 2003; FRAZAO-TEIXEIRA et al., 2011). Bahia-Oliveira et al.
(2003), encontraram uma soroprevaléncia de 84%, 62% e 23% na populacdo de
baixa, média e alta renda respectivamente, relacionando esta alta prevaléncia com o
consumo de agua néo tratada, indicando a grande contaminacdo ambiental com
oocistos.

Da Silva et al. (2003) em um estudo realizado em diferentes areas do
municipio, detectaram o parasito em coracdes e cérebros de galinhas; parasitos
viaveis foram isolados de 61 (70,9%) de 86 galinhas. Dubey et al. (2003; 2008),
reportaram grande variedade genética destes isolados. Galinhas sdo um bom
indicador desta alta contaminacdo ambiental jA que elas tém o habito de ingerir
porcdes de terra quando se alimentam e ciscam o0 solo, levantando p6 e expondo
também outros animais que convivem no mesmo espaco a infecgao.

Frazdo-Teixeira et al. (2006) em pesquisa realizada com cérebros de suinos
comercializados no municipio, isolaram T. gondii de 6 (50%) das 12 amostras
coletadas. Frazao-Teixeira et al. (2011), reportaram a alta diversidade genética de

isolados de T. gondii de amostras de cérebros e coragfes de suinos coletados nos
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acougues da cidade e Frazéo-Teixeira e De Oliveira (2011) analisaram soros de
bovinos e suinos a procura de anticorpos anti-T. gondii e encontraram uma
soropositividade de 49,4%(38 de 77) e 11,5% (7 de 61), respectivamente, com alta
soropositividade em suinos criados livremente (20,6%; 7 de 34). Isto confirma a
extensa distribuicdo do parasito nesta regiéo.

Abreu (2003) reportou uma prevaléncia de toxoplasmose congénita de uma
entre 435 criancas nascidas vivas em estudo realizado entre 1999 e 2002.
Fernandes et al. (2009) reportaram o caso de transmissao vertical de HIV e T. gondii

por reativagcdo em uma mulher gravida infectada cronicamente.

3.8. INFECCOES EM SUINOS

A prevaléncia de infeccao por T. gondii em suinos (Quadro 1) depende do
método usado na obtencdo dos dados, os quais também tém variacdo entre paises
e entre as diferentes granjas em um mesmo pais (TENTER et al., 2000; DUBEY,
2009b; DUBEY, 2009c).

Quadro 1. Anticorpos anti-Toxoplasma. gondii em suinos no mundo usando dois testes
diferentes nas mesmas amostras. (adaptado de Dubey, 2009c)

Local Autor n % Teste Titulo
Chile Tamayo et al. (1990) 1.474 28,1 DT 1:16
1.474 30.1 IHA -
Taiwan Chang et al. (1990) 3.880 27,5 LAT -
3.880 47,1 ELISA -
Suica Ljungstrom et al. (1994) 60 50 RIFI -
60 50 MAT -
Brasil(Amazonas) Cavalcante et al. (2006) 80 37,5 MAT 1:25
80 43,7 RIFI 1.64
Alemanha Damriyasa et al. (2005) 2.041 18,5 ELISA -
2.041 16,5 RIFI -
EUA Dubey et al. (2008) 48 25 ELISA -
48 70,83 MAT -
ELISA = Reacdo Imunoenzimética. RIFI = Reacdo de Imunofluorescéncia Indireta. IHA =

Hemoaglutinagcao Indireta. LAT = Teste de Aglutinagdo em Latex. MAT = Teste de aglutinacédo
modificado.
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Estudos epidemiologicos tém sido realizados em diferentes paises para verificar a

soroprevaléncia de anticorpos contra este parasito em suinos (Quadro 2).

Quadro 2. Anticorpos anti-Toxoplasma gondii em suinos no mundo (adaptado de DUBEY

et al., 2009c).

Local Autor n % Teste Titulo
Argentina Venturini et al. (2004) 230 37,8 MAT 1:25
Austria Edelhofer et al. (1994) 113 43,4 RIFI 1:16
Brasil Guimaraes et al. (1992) 198 90,4 RIFI 1:16

Azevedo et al. (2009) 130 36,2 RIFI 1:50

Frazéo-Teixeira et al. (2011) 34 20,6 ELISA -
Canada Poljak et al. (2008) 6.048 0,74 ELISA -
Costa Rica Arias et al. (1994) 496 43,8 RIFI 1:20
Polbnia Sroka et al. (1994) 106 26,4 MAT -
Holanda Kijlstra et al. (2008) 406 10,9 ELISA -
Ghana Arko-Mensah et al. (2000) 641 40,6 ELISA -
Malasia Chandrawathani et al. (2008) 100 0 RIFI 1:200
Alemanha Fehlhaber et al. (2003) 1005 20,5 ELISA -
EUA Dubey et al. (2002) 55 92,7 MAT 1:10

Gebreyes et al. (2008) 616 4,1 ELISA -

ELISA = Reacao Imunoenzimética. RIFI = Reagdo de Imunofluorescéncia Indireta. IHA = Hemoaglutinagéo
Indireta. LAT = Teste de Aglutinagdo em Latex. MAT = teste de aglutinagdo modificado.

Os fatores de risco tém sido estudados e levam em conta a idade, o género,
0s sistemas de criagdo, a procedéncia dos animais, 0 acesso de animais ao cocho
de racéo e ao reservatorio da agua e ao nao controle de roedores (DIDERRICH et
al., 2000; BEZERRA et al.,, 2009; MILLAR et al., 2008a; PIASSA et al., 2010;
GARCIA-BOCANEGRA et al., 2010b; HILL et al., 2010; GARCIA-BOCANEGRA et
al., 2010a). Alguns estudos observaram diferencas significativas quanto ao sexo,
sistema de criacdo e a procedéncia dos animais (BEZERRA et al., 2009; GARCIA-
BOCANEGRA et al., 2010a), enquanto outros nao observaram diferencas
significativas quanto ao sexo e a idade dos animais (MILLAR et al., 2008a;
AZEVEDO et al., 2010).

Os suinos sdo os que apresentam maior quantidade de cistos teciduais e, por
conseguinte, mais T. gondii viaveis em seus tecidos (TENTER et al., 2000). Tem-se

isolado parasitos de cérebro, coracdo, lingua, diafragma e lombo de suinos
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infectados naturalmente ou mesmo de embutidos feitos com carne ou de outras

partes dos suinos (Quadro 3).

Quadro 3. Isolamento de Toxoplasma gondii viavel de suinos naturalmente infectados
(citado por DUBEY et al., 2009b).

Pais Tipo de n Positivos Tecidos analisados Referéncias
suino (%)
Argentina  Terminado 109 14 (12,8) * Diafragma Omata et al. (1994)
Austria Terminado 253 1(0,4)° Cérebro, coragéo, Edelhofer (1994)
diafragma
Brasil Terminado 28° 7 (25) Coracao, cérebro, Dos Santos et al. (2005)
lingua
Terminado 12 6 (50) ? Cérebro Frazéo-Teixeira et al. (2006)
Linguicas 149 13(8,7)° Lingtica Dias et al. (2005)

Republica  Terminado 2.447 29(1,1)° Cérebro, diafragma Hejlicek e Literak (1993)
Tcheca

Portugal Terminado 37° 15 (40,5) Coracdo, cérebro de Sousa et al. (2006)
EUA Terminado  38° 14 (36,8) °  Coragéo Dubey et al. (2008);
Velmurugan et al. (2009)
Porcas 1.000 170 (17)®  Coragéo Dubey et al. (1995a) and
Velmurugan et al. (2009)
Terminado 300 29 (9,6) ¢ Coragéo Velmurugan et al. (2009)
Terminado 55 51(92,7)¢ Coragéo, lingua Dubey et al. (2002),

Lehmann et al. (2003)
Velmurugan et al. (2009)
Varejo 2.094 7(0,3)°¢ Lombo Dubey et al. (2005)

#|solamento em camundongos
® Soropositivo
‘Isolamento em gatos

Cistos teciduais foram encontrados em 24% de 50 suinos, 9,2% de 86 tecidos
de ovinos, e nenhum de 60 bovinos em Maryland (EUA) (JACOBS 1960, citado por
DUBEY e JONES 2008b).

T. gondii viaveis foram isolados de 51 de um total de 55 suinos destinados
para consumo humano em Massachusetts (EUA). A presenca do parasito foi
confirmada quando coracdes e linguas dos suinos abatidos serviram de refeigdo
para 55 gatos livres do parasito e foram verificados oocistos nas fezes (DUBEY et
al., 2002).

A prevaléncia de T. gondii foi pesquisada em uma granja de Maryland (EUA)
na qual os suinos eram criados livremente. Estes apresentavam um estado

nutricional baixo e condi¢des higiénicas deploraveis. Amostras de tecidos de 48 dos
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100 suinos estavam disponiveis para o estudo e cora¢gfes de 16 suinos com titulos
altos a sorologia foram usados para prova biolégica em gatos, dos quais 11
apresentaram oocistos em suas fezes. Coracbes de 22 suinos autolisados foram
inoculados em camundongos e T. gondii foi isolado de trés destes 22 suinos
(DUBEY et al., 2008b).

O primeiro isolamento de T. gondii de suinos em Portugal foi reportado por de
Sousa et al. (2006), onde amostras de cérebro e/ou coracdo de 37 suinos
soropositivos foram digeridos em pepsina e inoculados em camundongos, isolando-
se T. gondii de 15 suinos.

Nas décadas de 70 e 80 a prevaléncia de T. gondii diminuiu significativamente
em suinos pela tecnificacdo nos sistemas de producdo e medidas adequadas de
higiene (TENTER et al.,, 2000; DIDERRICH et al., 2000). Atualmente, os
consumidores demandam uma criacdo de suinos mais naturais, aumentando,
portanto o risco de adquirir T. gondii, como apresenta um estudo realizado nos EUA,
no qual sdo comparados dois sistemas de producédo, um aberto e um fechado. Ao
pesquisar a soropositividade para T. gondii, foi encontrada uma diferenca
significativa entre os dois sistemas com uma soroprevaléncia de 7% e 1% nos
sistemas aberto e fechado, respectivamente (GEBREYES et al., 2008).

No Brasil, varios estudos tém sido conduzidos com a finalidade de avaliar a
presenca de T. gondii em diferentes regides. No Parana, Millar et al. (2008a)
estudaram a soroprevaléncia em 408 suinos criados e abatidos para consumo
humano. As amostras foram examinadas por meio RIFI e a freqiiéncia encontrada
foi de 25,5% de soropositivos. Na Bahia, Bezerra et al. (2009) coletaram amostras
de sangue de 465 suinos de diferentes criacdes do Estado, para a pesquisa de
anticorpos usando a técnica ELISA. Desses, 85 (18,27%) foram positivos para T.
gondii.

Os estudos mencionados até agora contrastam com um estudo realizado na
Malasia, onde foram tomadas amostras de diferentes espécies animais incluindo 100
suinos, mas, nenhum estava positivo para anticorpos anti-T. gondii; o teste usado foi
RIFI (CHANDRAWATHANI et al., 2008).

No Brasil em 2005 foi reportado o primeiro isolamento de T. gondii viavel de
suinos terminados. Anticorpos anti-T. gondii foram encontrados em 49 (17%) de 286
suinos antes do abate, usando o MAT. Amostras de coracéo, cérebro e lingua foram

coletadas de 28 suinos soropositivos, digeridas em pepsina e inoculadas em cinco
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camundongos por suino. T. gondii viavel foi isolado de sete suinos, todos os
isolados foram letais para camundongo (dos SANTOS et al., 2005).

Em Campos dos Goytacazes, Rio de Janeiro, Frazao-Teixeira et al. (2006)
isolaram T. gondii de encéfalos de suinos comercializados no municipio,
encontrando uma porcentagem de 50% dos cérebros positivos de uma amostragem
de 12.

A maioria das infeccbes em suinos apresenta-se de maneira subclinica e
infeccdo transplacentaria € menos comum que infec¢cdo pos-natal. Ainda que
abortamentos relacionados ao T. gondii sejam incomuns, eles podem ocorrer em
fémeas suinas infetadas durante a prenhez (DUBEY 1986, citado por KIM et al.,
2009).

Na Coréia do Sul foi reportado um surto de abortamentos suinos associados
com T. gondii, no qual as fémeas suinas apresentavam sinais clinicos que incluiam
febre alta, anorexia gradual, vémito, depresséo, prostracdo, abortamento e algumas
chegaram ao Obito (KIM et al.,, 2009). Soros de 12 fémeas que sofreram
abortamentos e cinco fémeas normais foram submetidos a exames, das 17
sorologias sete foram positivas para T. gondii pelo LAT. Foram encontrados
multiplos focos necréticos no pulméo, figado, nodos linfaticos e cérebro em amostras
de duas fémeas que morreram e cinco fetos abortados da mesma ninhada e
microscopicamente, taquizoitos estavam presentes nas lesdes. (KIM et al., 2009).

Nos EUA, a carne de suinos € considerada como a fonte de infeccdo de T.
gondii mais importante para o homem. Estudos genéticos tém sido feitos para
comparar cepas isoladas de suinos com as provenientes de infeccbes humanas,
com o objetivo de entender as vias de transmissao deste parasito (DUBEY, 2009c¢).
Em um estudo feito por Velmurugan et al. (2009), 182 isolados de T. gondii de
suinos domeésticos de varias fontes nos EUA foram genotipados usando 10
marcadores, concluindo que existe predominéancia dos tipos clonais Il e lll, e pouca
diversidade de linhagens de T. gondii n&o reconhecida previamente circulando entre
0s suinos domeésticos usados para consumo humano.

Dos Santos et al. (2005) no Brasil verificaram que de sete isolados de suinos,
dois foram tipo | e cinco foram tipo Ill, usando o marcador SAG2. De Sousa et al.
(2006) trabalhando com isolamento de T. gondii em suinos em Portugal verificaram
que de 15 isolamentos realizados 11 foram tipo Il, e quatro tipo Ill usando SAG2 e

seis marcadores micro-satélites. Da Silva et al. (2005) reportaram a presenca do



29

parasito em 19 (27,14%) de 70 amostras de linguicas comercializadas nos
estabelecimentos da cidade de Botucatu,SP, sendo 14 cepas genotipadas como tipo
| e cinco como tipo Il usando somente o marcador SAG2. Belfort-Neto et al. (2007)
amplificaram diretamente DNA do parasito de 50 amostras de lingua e 50 de
diafragma, sendo positivas 33 (66%) amostras de lingua e 17 (34%) de diafragma,
encontrando que de quatro amostras positivas, todas foram do tipo | para o
marcador SAG2, mas quando outros marcadores foram analisados, estas cepas
tinham tipo Ill para os marcadores BTUB, SAG3 e GRAG, sugerindo que genotipos
incomuns de T. gondii sdo encontrados no Brasil.

Frazdo-Teixeira et al. (2011) ao analisar geneticamente cinco cepas de T.
gondii isolados de coracfes e cérebros de suinos comercializados nos acougues da
cidade de Campos dos Goytacazes,RJ, identificaram quatro genétipos, mas nao foi
detectado qualquer gendtipo clonal, confirmando a ampla diversidade genética dos
isolados de T. gondii no Brasil.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. SELECAO DOS ACOUGUES E AQUISICAO DAS CARNES

Foram selecionados para o0 estudo estabelecimentos populares que
comercializam carne suina para consumo humano no municipio de Campos, RJ. Foi
realizado um levantamento e mapeamento dos estabelecimentos para a coleta das
amostras através de marcacao in loco com GPS (Garmin Nivi w200). Trinta e duas
amostras de tecidos musculares de suinos foram adquiridas em 18 acougues do
municipio, 27 amostras a fresco e cinco congeladas. As amostras foram mantidas
em refrigeragdo com temperatura em torno de 4 a 8°C, com o processamento até 2
horas apds a coleta. O tipo de tecido muscular adquirido dependeu da
disponibilidade no estabelecimento comercial (Costela, Lombo e Pernil) e a

quantidade de cada tecido foi de 500 g.

4.2. DIGESTAO PEPTICA DAS AMOSTRAS DE CARNES

A aplicacdo das técnicas de digestao péptica e prova biolégica baseou-se em
protocolos previamente estabelecidos por Dubey (1998; 2009c) com adaptacdes de
acordo com Frazéo-Teixeira (2009). Os procedimentos foram realizados no NUPAP.

Cada tecido foi triturado por inteiro e separadamente, utilizando-se para isso
um liquidificador de uso doméstico. Durante a trituragdo se adicionou um volume
minimo de PBS para facilitar o procedimento. Foram entéo retirados 40 g de cada
homogeneizado, que foram armazenados individualmente em frascos de 200 ml
devidamente identificados. Completou-se o conteiddo com solucdo de pepsina acida
até o volume de 200 ml. A pepsina acida foi preparada com a adicdo de 2,6 g de
pepsina, 5 g de cloreto de sodio e 7 ml de &cido cloridrico, completando-se com
agua destilada até atingir um volume total de 500 ml. Com o auxilio de um

peagametro, estabilizou-se o pH com Hidréxido de sodio entre 1,1 e 1,2.
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O processo de digestdo foi realizado com o uso de um agitador orbital
termostatizado (Incubadora “Shaker” Nova Técnica NT- 712), programado para uma
temperatura de 37°C durante uma hora. Apés este periodo, o material digerido foi
passado em tamis com gaze dupla, o filtrado distribuido em quatro tubos de 50 ml e
entdo centrifugado a 1300g por 10 minutos.

Apoés a centrifugacdo, descartou-se o sobrenadante, restando apenas uma
fracdo de aproximadamente 5 ml no interior de cada tudo. Completou-se o contetudo
com solucao neutralizadora até atingir um volume final de 10 ml. Para o preparo da
solucdo neutralizadora (bicarbonato de sédio 1,2%) adicionaram-se 12g de
bicarbonato de sodio e dgua destilada até atingir um litro. O pH da solucéo final foi
estabilizado em 8,3.

O conteudo total de cada um dos quatro tubos foi reunido em um Unico tubo
de 50 ml. Este foi centrifugado e processado a 1300g durante 20 minutos. Apés a
centrifugacéo, o sobrenadante foi descartado e adicionaram-se 5 a 10 ml de solucdo
antibiotica, deixando agir a temperatura ambiente por 30 minutos. A solucéo
antibidtica foi preparada com a adigdo de 100 ug/ml de estreptomicina e 1000 Ul de
penicilina (Pencivet®, 1mg/ml). O volume utlizado para inoculacdo em

camundongos foi de 1 ml/cada.

4.3. PROVA BIOLOGICA

4.3.1. Inoculacéao

Foram utilizados camundongos albinos suicos, pesando entre 20 e 25 g,
oriundos do Biotério da UENF. Uma dose de um ml da suspensdo contendo o
produto da digestdo péptica foi inoculada via subcutanea em trés camundongos.
Outros trés camundongos receberam inéculo contendo apenas tampao salina fosfato

(PBS) e serviram como controle para cada dia de inoculagéo.
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4.3.2. Isolamento do parasito

Cada grupo de camundongos inoculados, referente a um tecido analisado, foi
mantido em uma caixa devidamente identificada e recebeu racdo propria para a
espécie e agua ad libitum. Os animais foram observados durante seis semanas.
Aqueles que morreram foram examinados para eventual presenca do parasito em
esfregaco de pulméo em laminas, através da observagdo em microscépio 6ptico. Os
soros dos camundongos que nao morreram ao fim do periodo de observacéo foram
testados quanto a presenca de anticorpos anti-T. gondii através do MAT.

A nomenclatura dos isolados de T. gondii obtidos nesta pesquisa baseou-se
em designacdes previamente descritas por Frazdo-Teixeira et al. (2011), e a
numeracdo foi estabelecida a partir do Gltimo nimero citado nas pesquisas com

isolados do parasito em suinos até esta data.

a) Esfregaco de pulméao em laminas

Daqueles animais que morreram foram colhidas amostras de pulmé&o. Para a
realizacdo de esfregacos pulmonares, um pedaco de aproximadamente 5 mm do
pulméo foi espremido sobre uma lamina de microscopia comum com o auxilio de
uma pinca para liberacdo de fluido e células. Foi colocada uma gota de solugéo
salina (NaCl 0,9%) sobre o esfregaco, homogeneizando-se com o proprio pedaco de
tecido. Uma laminula foi colocada sobre o esfregaco e observada ao microscopio
Optico sob objetiva de 40x em busca de taquizoitos de T. gondii. Quando dois ou

mais taquizoitos foram encontrados, a amostra foi considerada positiva.

b) Teste de Aglutinacdo Modificado - MAT

A técnica para a deteccdo dos anticorpos anti-T. gondii em soros dos

camundongos inoculados foi realizada como descrita por Dubey e Desmonts (1987).
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A suspensdo de antigeno foi composta de 2,5 ml de tampé&o borato pH 8,95
contendo 0,4% de albumina sérica bovina (BSA), 35 ul de 2-mercaptoetanol, 50 pl
de azul de Evans a 2mg/ml e 100 pl da suspensdo de taquizoitos de T. gondii da
cepa RH inativados com formalina, obtidos do estoque do Animal Parasitic Diseases
Laboratory (APDL). Em cada poc¢o da placa foram adicionados 25 ul da solucéo de
antigeno e 25 ul dos soros previamente diluidos a 1:25. O soro controle positivo foi
diluido em série nos oito pocos da fileira 12 da placa como segue: 1:25, 1:50, 1:100,
1:200, 1:400, 1:800, 1:1600, e 1:3200, a placa foi coberta com uma fita adesiva
transparente e incubada a 37°C por 12 horas. A leitura da reacao baseou-se no perfil
de sedimentacdo da suspensédo de taquizoitos, onde a formacdo de uma teia indica
a presenca de anticorpos e a formacdo de um ponto azul no fundo do poco indica a

auséncia de anticorpos.

4.3.3. Eutanasia dos camundongos

A manutengdo e o0 manuseio dos animais, incluindo o procedimento de
eutanasia, seguiram 0s principios éticos em pesquisa com animais de
experimentacdo do Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA, 2008), e
aprovado pela Comisséo de ética no uso de animais (CEUA) da UENF, numero de
protocolo 108.

4.4. DETECCAO DO DNA DE Toxoplasma gondii EM CARNES DE SUINOS

Depois da trituracdo da carne, foram retirados pelo menos 50 mg de cada
homogeneizado, que foram armazenados a — 20°C individualmente em tubos de 2

ml até seu processamento para PCR a procura de DNA de T. gondii.
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4.4.1 Extracao do DNA

A extracdo foi realizada utilizando-se o kit DNeasy® da Qiagen, de acordo
com o protocolo do fabricante com modificagbes preconizadas por Fraz&do-Teixeira
(2009).

Foi utilizado o protocolo spin-column para tecidos animais (0os reagentes
citados a seguir foram fornecidos pelo fabricante). Dos 50 mg do triturado de carne
retirou-se 25 mg que foram colocados em um tubo de centrifuga de 1,5 ml. Foram
adicionados 180 ul do tampado ATL e 20 pl de proteinase K, homogeneizado vortex
(Biomixer® QL-901) e incubados sob agitacdo em banho-maria a 56°C (Nova
Técnica® NT- 248) até que o tecido tivesse sido completamente lisado, o que
aconteceu em 2 horas. Os tubos foram homogeneizados em vortex por 15
segundos, adicionaram-se 200 pl do tampdo AL e novamente foram
homogeneizados em vortex. Foram adicionados 200 pl de etanol (96 a 100%),
homogeneizados em vortex novamente. E importante adicionar o tamp&do AL e o
etanol a amostra e mistura-los imediatamente através do vértex ou pipetagem para
permitir que haja uma solucdo homogénea.

A mistura é entdo pipetada (incluindo qualquer precipitado) na coluna mini
spin, acoplada a um tubo coletor de 2ml (fornecidos pelo fabricante). Os tubos foram
centrifugados a 13.200 rpm (Minispin Eppendorf® AG 5452) e em seguida
descartaram-se os filtrados e os tubos coletores. As colunas mini spin foram
acopladas a novos tubos coletores, adicionaram-se 500 pl de tampéo AW1 e foram
centrifugadas durante um minuto a 13.200 rpm. Novamente os filtrados e os tubos
coletores foram descartados. As colunas mini spin foram acopladas a novos tubos
coletores, foram adicionados 500 pl de tampédo AW2 e centrifugados durante trés
minutos a 13.200 rpm para secar a membrana DNeasy®. Foram descartados os
filtrados e os tubos coletores e as colunas mini spin acopladas a um tubo tipo
eppendorf de 1,5 ml (Axygen Scientific®; ndo fornecido pelo fabricante). Foram
adicionados 50 pl de tampéo AE (diluido 1:10 em &agua para PCR) diretamente a
membrana DNeasy®. A solucéo foi incubada & temperatura ambiente por um minuto
e centrifugada também por um minuto a 13.200 rpm para eluicdo. Foram removidos
os mesmos 50 pl e aplicados a mesma coluna novamente, utilizando-se 0 mesmo

tubo eppendorf.
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O conteudo foi incubado a temperatura ambiente por um minuto e
centrifugado também por um minuto a 13.200 rpm para eluicdo. Os tubos foram

identificados apropriadamente e mantidos a -20°C até a realizacdo da PCR.

4.4.2. Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

O DNA produto da extracdo das carnes de suinos foi amplificado para um
marcador genético, SAG3, através de duas reacbes: Primaria (Iniciador F:
CAACTCTCACCATTCCACCC e Iniciador R: GCGCGTTGTTAGACAAGACA) e
Secundaria  (Iniciador F: TCTTGTCGGGTGTTCACTCA e Iniciador R:
CACAAGGAGACCGAGAAGGA). Os volumes, concentragdes e especificacbes dos
reagentes utilizados para o preparo das solucdes nas amplificacbes primaria e
secundaria estdo contidos nos quadros 4 e 5.

Para a reacdo priméaria foram pipetados (Gilson®) 47 pl da solucdo mix
(Quadro 5) e posteriormente adicionados 3 pul de cada amostra de DNA em cada um
dos microtubos devidamente identificados, completando 50 pl de solucéo final. A
enzima Taq DNA polimerase foi previamente mantida em recipiente com gelo e
adicionada somente quando da adicdo das amostras. O programa da amplificacéo
priméaria ao termociclador (Eppendorf® MastercyclerPersonal 5332) foi estabelecido
como no quadro 6.

Para a reacdo de amplificagdo secundéaria (Quadro 5) o produto da reacdo
primaria foi utilizado no lugar da amostra de DNA original. Foram entéo adicionadas
49 ul destas solugdes para cada microtubo de 0,2 ml. Em seguida foi adicionado 1 pl
do produto da respectiva reacdo primaria. Os microtubos foram devidamente
identificados para cada amostra, e inseridos no termociclador para incubacéo de
acordo com a mesma programacao descrita para a reacdo de amplificacdo primaria
(Quadro 4).
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Quadro 4. Volumes, concentracdes e especificacbes dos reagentes utilizados nas amplificacfes
primérias de nested PCRs realizadas em amostras de carnes suinas comercializadas no
Municipio de Campos dos Goytacazes, RJ para deteccdo de fragmentos de DNA de
Toxoplasma gondii

Reagente 1 reacdo Especificacbes
Tampé&o 10X (com MgCl,) 5l MP Biomedicals®
dNTPs (2mM) 5ul MP Biomedicals®
Iniciador F (50 pmol) 0,5 pl Eurofins®

Iniciador R (50 pmol) 0,5 pl Eurofins®

Tag polimerase (5 U/ul) 0,5 ul MP Biomedicals®
Amostra de DNA 3l -

Agua para PCR 35,5 ul Gibco®

Quadro 5. Volumes, concentracdes e especificagbes dos reagentes utilizados nas amplificacdes
secundérias de nested PCRs realizadas em amostras de carnes suinas comercializadas
no Municipio de Campos dos Goytacazes, RJ para detec¢cdo de fragmentos de DNA de
Toxoplasma gondii.

Reagente 1 reacdo Especificacbes
Tampéo 10X (com MgCl,) 5ul MP Biomedicals®
dNTPs (2mM) 5ul MP Biomedicals®
Iniciador F (50 pmol) 0,5 pl Eurofins®
Iniciador R (50 pmol) 0,5 ul Eurofins®

Taq polimerase (5 U/ul) 0,5 pl MP Biomedicals®
Produto da reacdo priméria 1l -

Agua para PCR 37,5 ul Gibco®

Quadro 6. Programa para as amplificacGes primarias e secundarias de nested PCRs realizadas em
amostras de carnes suinas comercializadas no municipio de Campos dos Goytacazes,
RJ para deteccado de fragmentos de DNA de Toxoplasma gondii

Numero de ciclos Temperatura Periodo

1 94°C 4 minutos
94°C 40 segundos

35 58°C 40 segundos
72°C 40 segundos

1 72°C 10 minutos

1 4°C 0
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Os produtos da nested PCR foram analisados por eletroforese em gel de
agarose a 0,8% corado com brometo de etidio e imerso em tampdo TAE 10X em

cuba horizontal por 45 minutos a 100mV.
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5. RESULTADOS

Trés cepas viaveis de T. gondii (9,38%) foram detectadas nas 32 amostras de
carne de suinos analisadas; estes isolados foram designados TgPgBr8, TgPgBrll e
TgPgBrl4. Os dados a respeito da infectividade e mortalidade em camundongos

podem ser observados na tabela 1.

Tabela 1. Deteccdo de parasitos viaveis de Toxoplasma gondii presentes em carnes suinas oriundas
de acougues do Municipio de Campos dos Goytacazes,RJ

Numero da  Tecido Conservacdo Datadacoleta Provabiologica Cepa
amostra
9 Pernil a fresco 09/07/10 (3/3/2)% TgPgBr8
20 Pernil a fresco 03/09/10 (3/2/1)% TgPgBril
26 Lombo a fresco 08/09/10 (3/3/2)* TgPgBri4

®Numero de camundongos inoculados/infectados/mortos

Dois destes isolados foram obtidos de pernil de suino (TgPgBr8 e TgPgBril) e
um de lombo (TgPgBrl14). Todos os isolados foram obtidos de tecidos comprados de
diferentes acougues do municipio de Campos, RJ. O isolado TgPgBr8 foi letal em
66,66% dos camundongos infectados primariamente. Os isolados TgPgBrll e
TgPgBri14 foram letais em 33,33% dos camundongos infectados primeiramente
(Figura 2).
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Figura 2. Percentual de mortalidade dos camundongos infectados com cepas de Toxoplasma
gondii isoladas de carnes de suinos comercializados em agougues do municipio de
Campos dos Goytacazes, RJ.
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Os camundongos que apresentaram sinais clinicos da doenca com o isolado
TgPgBr8 morreram 17 dias apos a inoculacdo (DAI) (Figura 3). Para estes, foram
feitos esfregacos de pulméao verificando a presenca de taquizoitos. O camundongo
que ndo morreu durante o periodo de observacdo foi testado pelo MAT e
considerado positivo (titulo 2 1:25). Para o isolado TgPgBrll, um camundongo
morreu ao 20° DAI (Figura 3), verificando-se a presenca de taquizoitos em esfregaco
de pulméo. Para os dois camundongos que ndo morreram foi realizado MAT, sendo
considerado um camundongo positivo e 0 outro negativo. Para o isolado TgPgBri4,
um camundongo morreu ao 18° DAI (Figura 3), verificando-se a presenca de
taquizoitos em esfregaco de pulmé&o e os camundongos que ndo morreram também
foram considerados positivos pelo MAT. Os camundongos inoculados com as
demais 29 amostras sobreviveram ao periodo de observacéo e foram negativos para
o0 MAT.
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Figura 3.. Periodo de sobrevivéncia dos camundongos infectados com cepas de Toxoplasma
gondii isoladas de carnes de suinos comercializadas em agougues do municipio de
Campos dos Goytacazes, RJ.

Os resultados da PCR para as 32 amostras de carne suina sao reportados na
tabela 2. O nimero de amostras positivas somente por PCR foi de oito (25%),
nomeadas TgPgBr6, TgPgBr7, TgPgBr9, TgPgBrl0, TgPgBl12, TgPgBrl3,
TgPgBri5 e TgPgB16; no total foram detectados fragmentos de DNAs de T. gondii
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em 10 amostras (31,25%) Figura 4, sendo sete de lombo (36,84%) e trés de pernil

(37,5%). Na amostra numero 20 a deteccéo do T. gondii foi realizada somente pela

prova bioldgica, embora nas amostras niameros nove e 26 o parasito tenha sido

detectado por PCR e prova biologica. No total, 11 (34,38%) das 32 amostras de

carnes de suinos provenientes de agougues do municipio de Campos foram

positivas para T. gondii.

Tabela 2. Detecgéo de fragmentos de DNA de Toxoplasma gondii presentes em carnes suinas
oriundas de acougues do municipio de Campos dos Goytacazes, RJ.

Amostra  Tecido Conservagdo Acougue Data PCR Designacéo
da coleta

1 Costela a fresco 1(C)* 18-05-10 -

2 Lombo a fresco 2(C)* 21-05-10 -

3 Costela a fresco 3(C)* 21-05-10 -

4 Lombo a fresco 4(C)* 07-06-10 -

5 Lombo a fresco 1(C)* 07-06-10 + TgPgBré

6 Lombo a fresco 5(C)* 07-06-10 -

7 Pernil a fresco 6(D)* 06-07-10 + TgPgBr7
8 Lombo congelada 7(E)* 09-07-10 -

9 Pernil a fresco 8(J)* 09-07-10 + TgPgBr8
10 Lombo a fresco 9(K)* 09-07-10 + TgPgBro9
11 Lombo a fresco 10(H)* 09-07-10 -

12 Lombo congelada 11(B)* 17-08-10

13 Pernil congelada 12(B)* 17-08-10 -

14 Lombo congelada 13(A)* 23-08-10 -

15 Lombo a fresco 14(1)* 23-08-10 + TgPgBr10
16 Lombo a fresco 15(F)* 25-08-10 -

17 Lombo a fresco 16(G)* 25-08-10 -

18 Lombo congelada 17(G)* 25-08-10 -

19 Lombo a fresco 4(C)* 03-09-10 -

20 Pernil a fresco 1(C)* 03-09-10 - TgPgBri1
21 Lombo a fresco 2(C)* 03-09-10 + TgPgBr12
22 Lombo a fresco 3(C)* 03-09-10 + TgPgBr13
23 Lombo a fresco 5(C)* 03-09-10 -

24 Lombo a fresco 18 05-09-10 -

25 Lombo a fresco 4(C)* 08-09-10 -

26 Lombo a fresco 2(C)* 08-09-10 + TgPgBri4
27 Pernil a fresco 1(C)* 08-09-10 -

28 Pernil a fresco 5(C)* 08-09-10 -

29 Pernil a fresco 1(C)* 14-09-10 + TgPgBri5
30 Lombo a fresco 4(C)* 14-09-10 -

31 Lombo a fresco 5(C)* 14-09-10 + TgPgBri16
32 Pernil a fresco 2(C)* 14-09-10 -

* Localizagdo dos agougues na figura 2.
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Figura 4. Fragmentos de DNA de Toxoplasma gondii detectados em carnes suinas comercializadas
nos acgougues de Campos, RJ usando o marcador SAG3 (225 bp). Setas amostras
positivas.

A localizagéo dos acougues dos quais foram coletadas as amostras de carne

de suinos a fresco ou congeladas em Campos, RJ pode ser observada na figura 3.



Figura 5. Mapa das areas de coleta de carne suina no municipio de Campos dos Goytacazes. Em vermelho, areas que contém agougues
cujas carnes foram consideradas infectadas por Toxoplasma gondii.
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6. DISCUSSAO

Em estudos anteriores realizados em Campos, RJ se detectou a presenca de
T. gondii em encéfalos de suinos (FRAZAO-TEIXEIRA et al., 2006; 2011), o que é
indicio da presenca de cistos em outros tecidos. No presente estudo, parasitos
viaveis foram encontrados em cortes suinos pernil e lombo, confirmando o risco real
de infeccdo que existe com o consumo de carne crua ou mal cozida de suino
(SUAREZ-ARANDA et al., 2000) neste municipio.

Dubey et al. (1984) estudaram a persisténcia de cistos de T. gondii em tecidos
de suinos infectados experimentalmente. Oito suinos foram infectados com oocistos
(100 a 10.000) e, apds eutanasia nos dias 38, 38, 91, 126, 168, 169, 170 e 171,
realizou-se prova bioldgica em camundongos, isolando-se T. gondii de cérebro e
coracdo dos oito suinos, de lingua de sete, de pernil de cinco, do diafragma de
quatro, de rins, figado e intestino delgado de dois, e de glandulas salivares e olhos
de um suino. Concluiu-se entéo, que T. gondii pode persistir em tecidos comestiveis
ao menos 171 dias, podendo infectar tanto animais como humanos.

Em outro estudo feito por Dubey (1988), 16 suinos foram alimentados com
oocistos, resultando soropositivos para anticorpos anti-T gondii 14 suinos. Apés
eutanasia entre os dias 103 e 875 apods inoculacao, T. gondii foi isolado do cérebro
de 12 suinos, de coracdo de 11, de lingua de 10, de diafragma de seis e de cortes
comerciais (paleta, pernil, costela, lombo, bacon e rabo) de cinco suinos infectados,
existindo uma correlacdo positiva entre os resultados sorolégicos e a presencga de
cistos. As pesquisas acima citadas foram realizadas em suinos infectados
experimentalmente com oocistos, mas no presente estudo 0sS suinos estavam
naturalmente infectados, sendo real o risco de infeccdo a qual esta exposta a
populacdo. O presente trabalho reforga, portanto, a hipétese de Frazdo-Teixeira et
al. (2011), que afirmam que a alta soroprevaléncia verificada em suinos criados
extensivamente no municipio de Campos, RJ pode representar presenca do parasito
na carne e consequentemente risco de infec¢éo a populagdo humana.

Frazédo-Teixeira et al. (2011) encontraram uma soroprevaléncia para
anticorpos anti-T. gondii de 20,6% em suinos mantidos sob sistema de criacao

domiciliar em Campos, RJ e isolaram T. gondii em seis (50%) de 12 amostras de
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cérebros (FRAZAO-TEIXEIRA et al., 2006), também foram isolados parasitos em
dois de 16 amostras de coracfes e em trés de 19 amostras de cérebros de suinos
de cinco acougues do mercado municipal da cidade (FRAZAO-TEIXEIRA et al.,
2011). Na atual pesquisa, a presenca de T. gondii em carnes de suinos
comercializadas nos acougues de Campos, RJ foi de 34,38%, sendo 9,38%
deteccdes por prova bioldgica e 31.25% por PCR. Muitos acougueiros adquirem sua
carne de suinos criados em propriedades familiares da cidade, mas em muitos
casos estes animais sdo criados pelo préprio acougueiro no quintal de sua
residéncia (FRAZAO-TEIXEIRA et al., 2011). Estes dados encontrados levam a
inferir que existe um risco real de adquirir toxoplasmose pelo consumo de carne crua
ou mal cozida de suinos em Campos, RJ, ja que tem presenca de parasitos viaveis
nas carnes que podem ser consumidas por animais e pelo homem. Por outro lado a
deteccdo do parasito por PCR demonstra a presenca do parasito, mas algum
procedimento de conservacdo levou o parasito a morte e, por conseguinte a
possibilidade de infeccao foi eliminada (KOTULA et al., 1991; TENTER et al., 2000)
ou ainda a quantidade de parasito ndo foi suficiente para ser detectada em prova
biolégica utilizando camundongo (NAVARRO et al., 1992; DUBEY et al., 2005).

T. gondii pode estar presente em qualquer 6rgdo ou tecido de suinos
(DUBEY, 1986; DUBEY et al., 2002), os quais séo distribuidos in natura, como as
amostras coletadas no presente trabalho, ou s&o usados para elaboragcdo de
embutidos, aumentando o risco de infeccdo, como foi reportado por Dias et al.,
(2005). Estes autores verificaram a presenca de T. gondii em linglicas de origem
suina na cidade de Londrina, PR., uma regido onde estes produtos sdo produzidos
em grande escala e ndo raramente consumidos mal cozidos ou mesmo crus. Um
suino infectado pode ser fonte de infeccdo para muitos humanos (DUBEY, et al.,
2008b).

Na pesquisa realizada por Navarro et al. (1992), foi realizada uma coleta de
117 amostras de carne e 36 amostras de cérebros de suinos em diferentes
acougues da regiao de Londrina, PR. Isolou-se T. gondii em quatro amostras de
carne (3,42%), mas, das amostras de cérebro ndo houve nenhum isolamento direto,
encontrando-se oito amostras com titulos positivos na RIFI nos camundongos
inoculados. Comparando com o presente trabalho de 32 amostras de carnes de
suinos, isolou-se T. gondii em trés amostras (9,38%), um percentual maior de

isolados, ainda que o numero de amostras tenha sido menor. Tem que considerar
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gue em trabalhos desta natureza pode-se falhar na tentativa de identificar tecidos
contaminados, ja que a quantidade de amostra € pequena, ha possibilidade de
perdas durante a digestao péptica e ha diferencas na concentracdo de T. gondii em
diferentes tecidos suinos (NAVARRO et al., 1992; DUBEY et al., 2005)

Dubey (2002) reportou a presenca de T. gondii em 51 de 55 suinos
destinados para consumo humano; gatos livres de infeccdo foram alimentados com
coracles e linguas e suas fezes analisadas a procura de oocistos. Dois dos gatos
que liberaram oocistos foram alimentados com tecidos de suinos que estavam
negativos em diferentes testes sorolégicos (Sabin—Feldman dye test, o MAT e o
Western blot), indicando que o parasito pode estar presente em suinos, mas podem
existir falhas em sua deteccdo. No presente estudo foram usadas duas técnicas para
detectar T. gondii em carne de suinos e conseguiu isolar com a prova biolégica trés
cepas (9,38%) e detectar com PCR 10 amostras positivas (31,25%). A PCR tem sido
usada para detectar infeccdo por T. gondii (GROVER et al.,, 1990; FRICKER-
HIDALGO et al., 1998). Warnekulasuriya et al. (1998), detectaram uma (1,5%)
amostra positiva de 67 amostras de carne curada analisadas com PCR, sendo
confirmada a viabilidade do parasito com cultura de células. Aspinall et al. (2002) no
Reino Unido analisaram 71 amostras de carne de diferentes animais com PCR a
procura de T. gondii, detectando a presenca do parasito em 27 (38%), similar ao
encontrado no presente estudo. E provavel que um namero significativo destes
parasitos detectados estivesse viavel como em nosso estudo, onde 2 amostras
foram positivas tanto na prova bioldgica como na PCR.

Yai et al. (2003) avaliaram a infeccdo experimental em suinos por prova
biolégica em camundongos e PCR. Todos os suinos inoculados (oito) foram
previamente atestados soropositivos por RIFI, confirmando a infecgdo com T. gondi,
amostras de cérebro, coracéo, lingua e retina foram usadas para a prova biolégica e
PCR e quatro dos oito suinos foram positivos pela prova biolégica (nenhum de
cérebro) e amostras de cinco dos oito suinos inoculados estavam positivas para
PCR. Quando ambos prova biolégica e PCR, foram positivos para 0 mesmo suino, o
T. gondii ndo foi detectado no mesmo tecido. Os autores atribuem esta discrepancia
a fatores como a quantidade de tecido analisado, a distribuicdo pouco densa dos
parasitos nos tecidos, e o baixo nimero de cistos teciduais em suinos infectados;
menos de um cisto por 50g de tecido infectado. No atual trabalho, uma amostra deu

positiva para prova biologica, mas néo foi detectada na PCR. Neste estudo, usou-se
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uma quantidade de 25 mg de tecido para PCR, sendo um tamanho de amostra muito
pequeno e que pode ou ndo conter DNA do parasito.

Tsutsui et al. (2007) avaliaram a presenca de T. gondii em cortes comerciais
de carne suina (pernil, lombo, costela e paleta), por meio de prova biolégica e PCR,
em animais experimentalmente inoculados. Todos o0s suinos inoculados
apresentaram-se positivos em pelo menos um dos testes de diagnostico ou em
ambos. A prova biolégica foi capaz de detectar T. gondii em 27/40 (67,5%) amostras
e a PCR em 9/40 (22,5%). Ainda que as amostras usadas no atual estudo sejam de
suinos infectados naturalmente, nossos resultados mostram que a PCR detectou
mais amostras positivas para T. gondii. Oito amostras foram positivas s6 com a
PCR, sendo negativas para prova biolégica, mas ndo se pode esquecer que nos
processos de digestdo e inoculagdo é possivel que ocorram perdas de parasitos
viaveis. No entanto, talvez o cenéario que melhor explique este grupo de resultados
seja a inativacdo dos parasitos infectantes por algum procedimento durante a
estocagem da carne, provavelmente o congelamento. Ndo se pode afirmar que a
PCR seja melhor que a prova bioldgica, ou vice-versa, mas sim que o uso das duas
técnicas juntas melhora a sensibilidade na deteccéo de T. gondii. (YAl et al., 2003).

A contaminac¢do ambiental com T. gondii na cidade de Campos é muito alta
(DA SILVA et al., 2003), o que reforca a possibilidade de alto nivel de recombinacgéo
genética do parasito devido as grandes quantidades de hospedeiros intermediarios
que podem ser infectados e servirem como uma fonte de infeccdo a gatos (DUBEY
et al., 2008c; PENA et al., 2008). Dentre estes hospedeiros intermediarios estdo os
suinos. A presenca de formas infectivas vidveis do parasita nestes animais é uma
evidéncia importante para a participagcdo desta espécie animal na dispersdo do
protozoario na regido. O numero de gatos de rua nesta cidade é alto, 0 que motivou
o Centro de Controle de Zoonoses a iniciar um programa de controle populacional
destes animais. O aumento do numero de gatos favorece uma maior concentracao
de oocistos no meio ambiente. Ainda, de acordo com Bahia-Oliveira et al. (2003),
esta cidade sofre com constantes enchentes causadas pelo alto indice de chuvas, o
gue pode levar a uma disseminacao dos oocistos a diferentes areas da cidade e,
portanto, infectar diferentes espécies animais. De fato, como se observa na figura 2,
T. gondii foi encontrado infectando carnes de suinos em diferentes pontos do
municipio, distantes varios quildmetros um do outro. Isto complementa os dados da

endemia de toxoplasmose em suinos, descrita por Frazdo-Teixeira e De Oliveira
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(2011) e constata que, certamente, humanos correm risco de adquirir a infeccao

através da ingestao de carne crua ou mal cozida de suinos neste municipio.
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7. CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos no presente estudo pode-se concluir que:

A alta frequéncia de parasitismo em carne suina comercializada nos diversos
acougues da cidade de Campos, RJ reforca a importancia desta espécie animal na
cadeia epidemioldgica da toxoplasmose neste municipio.

A PCR parece ser mais eficiente na deteccdo de fragmentos de DNA do
parasito em tecidos e vem a ser mais uma ferramenta para mensurar a prevaléncia
de parasitismo tecidual em suinos.
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